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RESUMO

O tabagismo é uma das maiores ameacas a saude publica. A exposicédo a
fumaca secundaria de cigarro esta associada com mais de 50 doencas, destacando o
enfisema pulmonar. O treinamento resistido (TR) é uma ferramenta eficaz para a
prevencdo e promocdo da saude. Pouco se sabe sobre efeitos de treinamento
resistido em tecidos muscular cardiaco e esquelético de modelos experimentais
expostos a fumaca secundaria de cigarro. O objetivo deste estudo € avaliar o efeito
do treinamento resistido em ratos expostos a fumaca secundaria do cigarro. Trinta e
dois ratos Wistar foram divididos em quatro grupos: Controle Sedentério (CS),
Fumante Sedentario (FS), Controle Exercitado (CE) e Fumante Exercitado (FE). Os
animais dos grupos FS e FE foram expostos a fumaca secundaria de quatro cigarros
por 30 minutos duas vezes ao dia, cinco dias na semana. Os animais exercitados (CE
e FE) foram submetidos ao teste de carga maxima suportada (CMS) e o treinamento
utilizado foi subida em escada vertical com incremento, uma vez ao dia, cinco dias por
semana. Ambas intervencdes foram realizadas por 16 semanas. Apés a eutanasia foi
coletado sangue para dosagem de glicemia, colesterol total, HDL e triglicerideos.
Coracao, traqueia, pulméo, figado e musculo gastrocnémio foram coletados para
analise anatomopatolégicas. A andlise génica de marcadores da dinamica e
biogénese mitocondrial foi realizada pela técnica de RT-PCR em fragmentos do
coracdo e musculo gastrocnémio. Observou que os animais CS apresentaram maior
ganho comparado a todos demais grupos (p<0,05), o grupo CE maior do que os
grupos fumantes (FS e FE; p<0,05) e o grupo FE menor ganho comparado com todos
(p<0,05), associado ao menor consumo de racao (p=0,0005). O grupo FE apresentou
reducdo de HDL (FE vs CE p=0,02). Nos grupos fumantes (FS e FE) houve presenca
de enfisema pulmonar (FS e FE vs CS e CE p<0,0001) e aumento da espessura da
artéria pulmonar (FS vs CS e CE e FE vs CS, p=0,003). No coracédo houve aumento
na espessura do ventriculo direito nos animais FS vs CS, CE e FE (p<0,0001). No
figado observou-se aumento de macrofagos nos animais fumantes (FS e FE vs CS
p=0,002). No musculo esquelético os animais FE apresentaram reducao do diametro
das fibras musculares (FE vs CS e CE p=0,0002). Na analise génica foi observado
aumento de Fisl em gastrocnémio de FS vs CS (p=0,05) e Ppargcla em coracédo de
FE vs FS (p=0,01). Portanto, conclui-se que embora néo tenha prevenido Enfisema e

HP, o TR em ratos fumantes preveniu hipertensdo arterial pulmonar possivelmente



por melhorar a capacidade oxidadiva do musculo cardiaco (aumento de Ppargcla), o
que poderia resultar na prevengdo do aumento do VD. Entretanto, resultados
negativos foram encontrados na ingestdo e peso corporal, musculo esquelético

(reducéo do diametro das fibras) e no perfil de lipoproteinas (reducéo do HDL).

Palavras-chave: PGCla, Fumaca secundéria, Forca muscular, Enfisema Pulmonar,
Mitocbndria, Ratos Wistar.



RESISTANT TRAINING PREVENTS THE DEVELOPMENT OF PULMONARY
ARTERIAL HYPERTENSION IN RATS EXPOSED TO SECONDHAND SMOKE

ABSTRACT

Smoking is one of the greatest threats to public health. Exposure to secondhand
smoke is associated with more than 50 diseases, most notably pulmonary
emphysema. Resistance training is an effective tool for prevention and health
promotion. Little is known about the effects of high intensity resistance training on
cardiac and skeletal muscle tissues of experimental models exposed to cigarette
smoke. The aim of this study is to evaluate the effect of resistance training in rats
exposed to secondary cigarette smoke. Thirty-two Wistar rats were divided into four
groups: Sedentary Control (SC), Sedentary Smoker (SS), Exercised Control (EC) and
Exercised Smoker (ES). Animals from the SS and ES groups were exposed to the
smoke from four cigarrettes for 30 minutes twice daily, five days a week. The animals
exercised (EC and ES) underwent the maximum supported load test (CMS) and the
utilized training was the climb on a vertical ladder with increment, once a day, five days
a week. Both interventions were performed for 16 weeks. After euthanasia, blood was
collected to measure fasting blood glucose dosage, total cholesterol, HDL, and
triglycerides. Heart, trachea, lung, liver and gastrocnemius muscle were collected for
anatomopathological analysis. Gene analysis of dynamics markers and mitochondrial
biogenesis was performed by the RT-PCR technique in fragments of the heart and
gastrocnemius muscle. It was observed that SC animals showed a higher gain
compared to all other groups (p <0.05), the EC group showed a higher gain than the
smoking groups (SS and ES, p <0.05) and the ES group had a lower gain compared
to all (p <0.05), associated with lower feed intake (p = 0.0005). The ES group had HDL
reduction (ES vs EC p = 0.02). Pulmonary emphysema (SS and SE vs SC and EC p
<0.0001) and pulmonary artery thickness enlargement (SS vs SC and EC and ES vs
SC, p = 0.003) were found in the smoking groups (SS and ES). In the heart, there was
increase in the right ventricle in the animals from SS vs SC, EC and ES (p <0.0001).
In the liver, it was observed increase of macrophages in the smokers animals (SS and
ES vs. SC p =0.002). In the skeletal muscle, ES animals presented reduction of muscle
fibers (ES vs SC and EC p =0.0002). In the gene analysis, it was observed an increase
of Fisl in gastrocnemius of SS vs SC (p = 0.05) and Ppargcla in the heart of ES vs
SS (p = 0.01). Therefore, it was concluded that although it did not prevent Emphysema



and HP, the RT in smokers rats has prevented pulmonary arterial hypertension
possibly by improving the oxidative capacity of the cardiac muscle (increase of
Ppargcla), which could result in the prevention of increased VD. However, negative
results were found in the intake and body weight, skeletal muscle (reduction of fiber

diameter) and lipoprotein profile (HDL reduction).

Key words: PGC1la, Secondhand smoke, Muscle Strenght, Pulmonary Emphysema,
Mitochondria, Wistar rats.



INTRODUCAO

O tabagismo é uma doenca evitavel, responsavel pelo maior indice de mortes
no mundo, registrando em média seis milhées por ano . O uso do cigarro expde 0s
usudrios a aproximadamente 4720 substancias nocivas @, prejudicando a acéo e
funcdo de diversos tecidos 4. Segundo a Organizacdo Mundial de Salude (OMS),
esse habito ja € considerado uma doenca cronica e epidémica, prevendo para 2030

mais de dez milhdes de mortes ©,

O consumo do cigarro é dividido em duas etapas: a etapa particulada e a etapa
gasosa. Sabe-se que na etapa gasosa ha a producdo de dois tipos de fumaca: a
primaria que atravessa o filtro de fibra de vidro, retirando 99,9% das particulas maiores
que 0,1 um; e a fumaga secundaria, a exalada pela queima da ponta do cigarro ©. A
etapa secundaria ocorre principalmente no periodo entre uma tragada e outra,
correspondendo a 75% da fumaca do cigarro presente nos ambientes, caracterizada

por apresentar elevadas concentracdes de componentes nocivos ().

A exposicdo a fumaca secundaria de cigarro € relacionada com o
desenvolvimento de mais de 50 doencas. Dentre estas, destaca-se o enfisema
pulmonar e a bronquite cronica, denominadas doencgas pulmonares obstrutivas
cronicas (DPOC) ®. O publico tabagista apresenta 14 vezes mais chances de
desenvolverem DPOC e 90% das mortes causadas pelas mesmas ocorrem em
tabagistas ou antigos tabagistas ). As DPOC s&o a quarta principal causa de morte
no mundo, com estimativa de em 2020 atingir a terceira posicdo ®). Custos
socioeconémicos para tratamento dessas e outras doencas relacionadas com o habito
de fumar sdo elevados, sendo fundamental encontrar ferramentas capazes de

prevenir e/ou reduzir os maleficios desenvolvidos por esse habito.

Recentemente, a prética de treinamento resistido (TR) foi classificada como
uma das melhores opg¢bes de tratamento para portadores de doencas pulmonares
(1011) " destacando-se também como uma ferramenta eficaz para prevencdo de
resisténcia a insulina, controle de hipertenséo arterial e pulmonar, além de melhorar a
qualidade de vida *?. O metabolismo predominante no TR sdo fontes energéticas
anaerobias envolvendo o Trifosfato de adenosina-fosfato de creatina (ATP-CP) e via

Glicolitica 13, Esse método de treinamento garante um bom desempenho de



endurance muscular, associado as producdes de forca e poténcias maximas com

pausas para recuperacéo (14,

A organela celular responsavel pela producdo de ATP € a mitocondria, através
da metabolizacdo de glicose, aminoacidos e B-oxidacdo de acidos graxos pelo ciclo
de Krebs e cadeia transportadora de elétrons 3. O TR promove a ativacio de fatores
relacionados a biogénese mitocondrial como o coativador 1a do receptor gama ativado
por proliferador de peroxissoma (PGC-1a), fator de transcricdo mitocondrial (TFAM)
e fator respiratério nuclear 1 (NRF-1) 15, Essas proteinas reguladoras do processo de
transcricdo e replicacdo mitocondrial, sdo capazes de ativar direta ou indiretamente a
expressdo de alguns genes metabdlicos reguladores do crescimento celular e de
genes nucleares necessarios para a respiracdo e replicacdo do DNA mitocondrial ().

O bom desempenho mitocondrial € controlado por processos denominados de
fusdo e fissdo, que realizam uma modelacdo na mitocondria, sendo a fisséo a
interligacdo mitocondrial e a fusdo a separacdo de conteldos ineficazes 7. A
importancia do equilibrio entre ambos processos € garantir mitocondrias efetivas e
consequentemente uma capacidade oxidativa positiva, principalmente para tecidos
musculares cardiacos e esqueléticos. A proteina Mitofusina 2 (MFN2) é uma das
mediadoras da fusao, ja a fissdo € gerada pela proteina de Relacdo Dinamica 1

(DRP1) e seu adaptador de membrana externa de fissdo 1 (hFIS1).

Quase todo o oxigénio respirado é utilizado pela mitocéndria através da cadeia
de transporte de elétrons, a enzima Citocromo oxidase remove um elétron de cada
uma das quatro moléculas reduzidas de Citocromo C, oxidando-as e adicionando
estes quatro elétrons ao Oz, formando agua (H20) ®8. O aumento do consumo de O2
provocado pelo TR resulta na formacédo de radicais livres de oxigénio (RLO) ®. O
termo estresse oxidativo é utilizado em circunstancias nas quais o aumento de RLO
resulta em dano tecidual ou na producéo de compostos toxicos e danosos aos tecidos
denominadas de espécies reativas de oxigénio (ERO). Como as ERO séo
continuamente formadas em pequenas quantidades pelos processos normais do
metabolismo, todas as células possuem mecanismos para mitigar seus efeitos
agressores, através de atividade de enzimas importantes tais como a Superéxido

Dismutase de Manganés (MNSOD) e Oxido Nitrico Sintase 3 (Nos3). Suas funcdes
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sao totalmente ativada nas mitocéndrias impedindo a formacéo de RLO gerado pela
respiracdo mitocondrial 19,

Fisiologicamente, sabe-se que a exposicdo a fumaca de cigarro resulta em
aumento de RLO e ERO ?9, Em contrapartida, o TR apresenta resultados positivos
em relacdo a ativacdo de processos importantes da biogénese e dinamica
mitocondrial em tecido muscular, através do aumento de Calcio e acdo da proteina
Calmodulina, que ativando o PGC-la pode desenvolver processos positivos na
capacidade oxidativa, devido a uma contracdo muscular intensa e constante com
longo periodo de recuperacdo V. Assim, os efeitos positivos do TR sdo voltados
principalmente para os tecidos musculares, podendo desenvolver as fibras e massa
musculares, consequentemente, gerar uma contracdo mais eficiente %2, Em tecido
muscular cardiaco, o TR previne complicagbes como a Hipertensao Arterial,
Hipertensdo pulmonar, quadros de Aterosclerose e niveis alterados de colesterol.
Para um resultado satisfatorio sobre esses diagnosticos, a técnica de histopatologia,

se destaca @3,

Um estudo prévio que utilizou o mesmo protocolo de exposicdo a fumaca
secundaria de cigarro que o presente, identificou reducdo severa da sensibilidade a
insulina em apenas 8 semanas de intervencdo 4. Apesar de ja estar descrito na
literatura diversos beneficios do TR, pouco se sabe sobre a associacdo desta com

animais expostos a fumaca secundaria de cigarro.

OBJETIVOS

Geral
O objetivo deste estudo é avaliar o efeito do treinamento resistido em ratos

expostos a fumaca secundaria do cigarro.

Especificos
Avaliar em ratos expostos a fumaca de cigarro treinados ou néo:

- se o0 TR influencia o perfil sérico;

- a expressao génica de marcadores da biogénese mitocondrial: Ppargcla,

Tfam, Nrfl, Fisl e Mfn2 nos musculos esquelético (gastrocnémio) e cardiaco;

- a expressao génica de marcadores da dindmica mitocondrial: Cycs, Nos3 e

MnSod nos musculos esquelético (gastrocnémio) e cardiaco;
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- alteracbes anatomopatolégicas em traqueia, pulméo, coracado, figado e

musculo gastrocnémio;

- densidade do colageno cardiaco em ventriculos direito e esquerdo.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (FCT) — UNESP, campus Presidente Prudente,

sob o numero de protocolo 02/2017.

Caracterizagao da amostra

Foram utilizados 32 ratos machos Wistar, com 45 dias de idade. As duas
primeiras semanas foram para adaptacao (7 dias referentes a adaptacdo ao novo
ambiente e 7 dias referentes a adaptacdes a intervencdes e teste carga maxima
suportada). ApoOs este periodo foi dado continuidade as intervencdes de TR e
exposicdo a fumaca secundaria de cigarro por 16 semanas. Foram alocados 4 animais
por caixa, com racao padrdo (SUPRA, Brasil) e 4gua a vontade, em biotério com
temperatura média de 23 + 2°C e ciclo claro/escuro com luz branca de 12h/12h.

O consumo de racdo foi avaliado semanalmente. Foi ofertada 160g de
racdo/dia/caixa toda segunda, quarta e sexta. No dia subsequente era subtraido o
restante da racdo na caixa do valor em gramas de racao oferecido. Toda semana eram
somados os trés valores para analise de consumo. O peso corpéreo também foi
registrado semanalmente.

Os animais foram divididos em 4 grupos de acordo com a média de peso
corporeo inicial: Controle Sedentario (CS/n=8): sem exposicdo a fumaca de cigarro e
sem TR; Controle Exercitado (CE/n=8): submetidos somente ao TR; Fumante
Sedentario (FS/n=8): submetidos somente a exposicdo a fumaca secundéria de
cigarro; Grupo Fumante Exercitado (FE/n=8): submetidos a exposicdo de fumaca

secundaria de cigarro e ao protocolo de TR.

Exposi¢cdo a fumaca secundaria de cigarro
Os ratos fumantes (FS e FE) foram expostos a fumaca secundéria de cigarro
seguindo protocolo de estudo anterior do grupo ?42%, O periodo de 16 semanas de

intervencéo foi determinado com o objetivo de caracterizar a exposi¢do cronica ).
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Fase de adaptacéo
Na primeira semana de exposi¢do, cada 4 animais foram expostos a fumaca

secundéria de 2 cigarros por 10 minutos, 1 vez ao dia.

Fase experimental

Nas semanas de experimentacdo, cada 4 animais foram expostos a fumaca
secundaria da combustdo de 4 cigarros, durante 30 min, 2 vezes por dia, 5
dias/semana, durante 16 semanas. Esta dose, que totaliza 8 cigarros/dia foi
determinada a partir de estudos prévios que relataram ser a dose suportada pelos
animais, evitando o risco de mortalidade (427,

O sistema de inalacao utilizado era composto por estrutura de aluminio e vidro
(100 x 44 x 44 cm), fechada e dividida em dois compartimentos por um tabique de
vidro escuro com cinco pequenos furos. Um dos compartimentos foi utilizado para a
colocacdo dos cigarros acesos e o outro destinado a exposicao de quatro animais
dentro de uma gaiola. Uma fonte de ar comprimido com um fluxo de 10 L/min era

conectada a camara.

Intervencgéo: Treinamento Resistido
Os grupos exercitados (CE e FE) foram submetidos ao protocolo de escalada

ja presente na literatura ?”), contando com duas fases, adaptacéo e experimental.

Fase de adaptacao

Nos 4 primeiros dias das intervencdes, os animais foram adaptados ao habito
de escalar, incentivados por um estimulo manual em sua porcéo rostral, induzidos a
subir até a gaiola presente no topo da escada, onde descansavam por 60 segundos.

O protocolo era repetido quatro vezes por dia.

Teste de carga maxima suportada (CMS) ¢7)

O teste foi realizado no quinto dia de adaptacédo a intervencdo. Uma carga em
anilhas, inicialmente de 75% do peso corpéreo do animal, foi fixada a cauda do animal
com uma luva e fita adesiva. A cada escalada completa acrescentava-se 30 gramas
de peso. O teste foi interrompido caso o animal realizasse mais de oito repeticoes e
se apos trés estimulos consecutivos 0 animal ndo conseguisse realizar a escalada. A

carga maxima registrada era o peso correspondente a Ultima escalada completa @7).
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Fase experimental
O treinamento foi constituido de quatro séries de escaladas (Figura 1), com

intervalos de 60 segundos, cinco vezes por semana (em dias consecutivos), uma vez
ao dia. O treinamento iniciou com 50% de 1CMS de cada animal com incremento de
carga para 75%, 90% e 100% de 1CMS a cada 4 semanas, resultando em um periodo

experimental de 16 semanas de intervencéo, caracterizando um exercicio cronico 7,

Figura 1. Figura demonstrativa do protocolo de escalada.

Eutanésia

A anestesia foi realizada com injec&o intraperitoneal de cloridrato de quetamina
(60 mg/kg peso corporal) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg peso corporal), apés 12h
de jejum e 24h apds a ultima sessdo de TR e fumo. A eutanasia ocorreu por

exsanguinagao.
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A 124 4-8 8-12 12-16
ADAPTACAQ semana | |semana | |semana| |semana
Ambiente |Intervendes:| TR-50% | TR.75% | TR-90% | TR -100%|——
(7 dias) (7 dias) + | 1CMS 1CMS 1CMS 1CMS EUTANASIA
| Teste de 1cms|| Fumo Fumo Fumo Fumo

Fiemcs 2 IO, Fumo: 4 cigarros, 30

i min, 2x dia, 5x semana

TR: 4 escaladas

Semiane o | TR: 4 escaladas com

carga, 1x dia, 5x semana

Teste de 1 CMS
5°diade TR

Figura 2. Linha do tempo de intervengdes realizadas ao longo de 18 semanas. 1CMS = Carga maxima
suportada; TR = Treinamento Resistido; Min = minutos.

Analises séricas

Para as analises séricas, o sangue foi centrifugado (centrifuga Eppendorf 5415R,
Hamburgo - Alemanha) a 1500 rpm durante 15 minutos, a 4°C, para separacéo do
soro, o qual, posteriormente, foi refrigerado. Os niveis de glicemia, colesterol total e
triglicerideos foram medidos pelo método enzimatico utilizando-se kit especifico
(KATAL-MG, Bioclin, Brasil). O HDL-colesterol foi determinado por método de
precipitacdo também por kit especifico (KATAL-MG, Bioclin, Brasil), seguindo as

instrucdes do fabricante.

Andlise anatomopatolégica
Os tecidos figado, traqueia, pulmado, coracdo e musculo esquelético

gastrocnémio foram pesados em balanca de precisao e posteriormente armazenados

em formol tamponado a 10%.

Os pulmdes, coracao e traqueia foram coletados em conjunto. Apés a retirada
do coracdo foi injetado formol tamponado a 10% lentamente através da traqueia para
fixacdo do paréngquima pulmonar. Apés 24h, foram retirados fragmentos do pulméo
direito e esquerdo de cada animal. O coracéo foi seccionado em corte coronal em
nivel de atrios e ventriculos e o figado, traqueia e musculo gastrocnémio foram
seccionados em cortes transversais.

Os cortes foram submetidos ao processamento histolégico habitual, com
inclusdo em parafina (Dinamica Reagentes Analiticos, Sdo Paulo, Brasil). Cortes de
5u foram obtidos e corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE) (Dolles, S&o

Paulo, Brasil). Cortes do coracdo também foram corados por tricromio de Masson
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(Merck KgaA, Darmstadt Alemanha) para quantificacdo das fibras colagenas. Os
cortes do pulmé&o e traqueia pelo método PAS-Azul de Alcian (Merck, Germany) para

andlise da espessura da artéria pulmonar e contagem das células caliciformes.

A analise histopatologica foi realizada por Unico observador, utilizando-se
microscépio optico comum (NIKON, Labophot - Japéo). Os parametros avaliados

foram:

1) Na Traqueia: infiltrado inflamatério (O=ausente, 1=leve, 2=moderado, 3=intenso),
tipo de célula inflamatdria (polimorfonucleares e/ou monucleares) e numero de células

caliciformes, contadas em 10 campos de grande aumento (CGA).

2) No pulméo: infiltrado inflamatorio intersticial (O=ausente, 1=leve, 2=moderado,
3=intenso), tipo de célula inflamatéria (polimorfonucleares e/ou monucleares) e
localizacdo (intra-alveolar, intersticial e peribrdbnquica); congestdo tecidual
(O=ausente, 1=leve, 2=moderada, 3=intensa); fibrose intersticial (0=ausente, 1=focal,
2=difusa); enfisema [O=ausente, 1=focal (comprometendo apenas parte do

parénquima pulmonar), 2=difuso (comprometendo todo parénquima pulmonar) ].

3) No coracao: foi realizada a medida da espessura da parede ventricular livre

esquerda, direita e do septo interventricular em duas areas de cada parede.

4) No figado: congestdo tecidual (O=ausente, 1l=leve, 2=moderada, 3=intensa);
infiltrado inflamatério intersticial (O=ausente, 1=leve, 2=moderada, 3=intensa) e tipo
de célula inflamatéria presente (polimorfonucleares e/ou monucleares); necrose
(O=ausente; l=presente); colestase (O=ausente, l=presente); presenca e tipo de
esteatose (O=ausente, 1= presente: microvesicular e/ou macrovesicular). Foi
realizada a contagem das células de Kupffer (macréfagos residentes) em 10 CGA, o

gue corresponde a cerca de 1mmz2, em cada amostra.

5) No musculo esquelético gastrocnémio: a analise do diametro das fibras musculares

do musculo esquelético gastrocnémio foi realizada em 50 fibras integras em CGA.

Todas as imagens foram capturadas utilizando-se o sistema de captura de
imagem Leica Application Suite LAS 4.2.0 (Austrdlia) e analisadas utilizando o

software Image J (Instituto Nacional de Saude, Estados Unidos — NIH).

Densidade de colageno (Dimenséao Fractal)
Para realizar a analise da dimenséo fractal do ventriculo direito (VD) e esquerdo
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(VE), as laminas coradas com Tricobmio de Masson foram fotografadas e passaram
pelo processo de binarizagéo, para leitura e andlise da dimenséo fractal através do
método de box-counting, utilizando o software Image J (Instituto Nacional de Saude,
Estados Unidos — NIH), disponivel gratuitamente na internet (http:/rsbweb.nih.gov/ij/).

O software Image J considera o box-counting em duas dimensdes, permitindo a
quantificacdo da distribuicdo de pixels nesse espacgo. A andlise fractal das laminas
histologicas é a relacdo entre a resolucdo e a escala avaliada, considerando como
resultado: DF= (Log Nr / log r-1), sendo Nr a quantidade de elementos iguais
necessarios para preencher o objeto original e r a escala aplicada ao objeto. Com isso,
a dimenséo fractal calculada com o software Image J ficara sempre entre 0 e 2,
verificando a densidade de colageno cardiaco.

Andlise de expressao génica
Para a expresséo dos genes envolvidos na biogénese e fungcdo mitocondrial

(Quadro 1) em musculo esquelético gastrocnémio e coracao utilizamos a técnica de
RT-PCR. Para isso foi extraido RNA total em reagente BRAZOL (LGCBIio, SP - Brasil),

seguindo as instrucdes do fabricante.

Apos a leitura de concentracdo de RNA total por amostra, foi realizado o ensaio
de Transcriptase Reversa, através do uso de 1ug de RNA total, primers randémicos e
enzima MLV Reverse Transcriptase (200U/ul; PROMEGA, Wisconsin - EUA) em
termociclador Techne (Cole Parmer, UK). Em seguida, o ensaio da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) para a amplificacéo dos genes foi realizado também obedecendo
as sugestbes do fabricante (Promega Biotecnologia do Brasil), com posterior
visualizacdo do gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio em
transluminador com luz UV (KODAK Molecular Imaging Software Version 4.0,2-User
e Eletronic UV Transilluminator Ultra. Lum. Inc. Nova lorque - EUA). As imagens
obtidas foram fotografadas e avaliadas pelo software gratuito Scion Image (Scion
Corporation, Maryland - EUA.). As expressfes dos genes alvos foram normalizadas

pela expresséo do gene constitutivo Rpl19.
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Quadro 1. Genes e respectivos Primers

Gene Sequéncia dos Oligos 5-3 pB N.C T°C GenBank

Sense - TGACTGGCGTCATTCAGGAG

Ppargcla 84 35 57° NM_031347.1

Anti-sense - CAGGGCAGCACACTCTATGT

Sense - TGATCTCATCCGTCGCAGTG

Tfam 205 37 55° AJ312746.1

Anti-sense -TGCATTCAGTGGGCAGAAGT

Sense - CTTGGGCTAGAGAGCGGGA

Cycs 259 39 55° NM_012839.2

Anti-sense - CTCCCCAGGTGATACCTTTGT

Sense - TACAAGGCGGGGGACAGATA

Nrfl 94 39 55° NM_001100708.

Anti-sense - ACTCCATCTGGGCCATTAGC 1

Sense - ATCTGGACCTGAATCGGCAC

Mfn2 123 38 56° NM_130894.4

Anti-sense - AGAGCAGGGACATCTCGTTTC

Sense - TTTGAATACGCCTGGTGCCT

Fis1 164 40 56° NM_001105919.

Anti-sense - GCCTTTTCATATTCCTTGAGCCG 1

Sense - TGACCCTCACCGATACAACA

Nos3 64 41 55° NM_021838.2

Anti-sense - CGGGTGTCTAGATCCATGC

Sense - ACCGAGGAGAAGTACCACGA

MnSod 285 33 55° Y00497.1

Anti-sense - CCTGAACCTTGGACTCCCAC

Sense - CAATGAAACCAACGAAATCG

Rpl19 71 27 58° NM_017008.4

Anti-sense - TCAGGCCATCTTTGATCAGCT

Quadro 1. pb= Pares de Base. N.C= Numero de Ciclos; T°C= Temperatura de Anelamento; GenBank=

NCBI (National Center for Biotechnology Information) Sequéncia de referéncia.

ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM).
Para os resultados quantitativos foi utilizado ANOVA Two Way, com poés teste de
Tukey, e para andlises variaveis categoricas foi utilizado Kruskall Wallis. Valores de P
inferiores a 5% foram considerados estatisticamente significativos. Utilizou-se o

software GraphPad Prism, versao 6.0.

RESULTADOS

A evolucédo do peso corporeo dos animais foi analisada semanalmente. No
primeiro més de intervencgéo (Figura 3A), os animais ndo apresentavam diferenga no
peso corporal, a partir do segundo més de intervencdo, houve um aumento
significativo do peso corpéreo do grupo CS (Figura 2B), intensificando no terceiro
(Figura 3C) e quarto (Figura 3D) més, com significancia em relagéo aos demais grupos
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(CE, FS e FE) (p>0,05). O grupo CE também apresentou aumento significativo de
peso comparado aos animais fumantes (FS e FE) e o grupo FE menor evolugao

comparado a todos demais grupos (p>0,05).
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Figura 3. Evolugéo do peso corporal por semana. A. 1° més ndo houve significancia. B. 2° més * p<0,05 vs
CS e FE. ** p<0,05 vs CS. C. 3° més * p<0,05 vs CS e FE. ** p<0,05 vs CS. *** p<0,05 vs CS, FS e FE. D. 4°
més * p<0,05 vs CS e FE. ** p<0,05 vs CS. *** p<0,05 vs CS, FS e FE. Valores apresentados em um grafico
de evolu¢do com média (n=8/grupo).

Ao analisarmos a Tabela 1, observa-se que os grupos fumantes apresentam
menores pesos corplreos. Entretanto apenas o grupo FE apresentou reducéo
significativo no consumo de ragdo em comparacgao a todos demais grupos (p<0,0001),
além de reducdo no peso corpéreo final (15%, p=0,005), no tecido adiposo (60%,
p=0,0008), coracdo (20%, p=0,02) e figado (10%, p=0,02) quando comparado ao
grupo CS. Os tecidos pulmonares e musculo esquelético gastrocnémio (direito e
esquerdo) apresentaram pesos semelhantes entre os grupos. Adicionalmente pode-
se observar que o grupo FS apresenta menor massa gorda comparado ao grupo CS,

sem variar seu peso corporeo.
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Tabela 1. Ganho de peso, pesos teciduais e consumo de racdo dos animais

CS CE FS FE
Ganho de peso (g9) 230,5+10,8 = 217,2+13,2 = 184,7+6,3* = 169,1+9,6%
Consumo de racéao (g) 29,5+£0,5 29,3+0,6 28,4+0,4 26,5+0,4%
Tecido adiposo (g) 5,4+1,0 4,5+0,3 3,1+0,3* 2,0+0,2%
Coracao (g) 1,6+0,0 1,5+0,0 1,5+0,0 1,3+0,0*
Figado (g) 12,6+0,4 12,4+0,4 11,9+0,5 10,2+0,3*
Pulmao (g) 3,240,1 3,1+0,2 3,0£0,1 3,0£0,1
Gastrocnémio (g) 2,8+0,1 2,7+0,1 2,7+0,1 2,6+0,1

Ganho de peso (subtracdo do peso inicial no peso final): * p=0,005 vs CS; #p=0,005 vs CS e CE.
Consumo de racao (dia/animal): # p=0,0005 vs CS e CE. Tecido adiposo: * p=0,0008 vs CS; # p=0,0008
vs CS e CE. Coragédo: * p=0,02 vs CS. Figado: # p=0,02 vs CS e CE. Valores expressos em média +
EPM (n=8/grupo).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as andlises séricas. Ndo houve alteracdo na
glicemia em jejum, colesterol total e triglicerideos. Ja a concentracédo de HDL no grupo
FE estava reduzida em 30% em comparac¢ao ao grupo CE (p=0,02).

Tabela 2. Glicemia, colesterol total, HDL e triglicerideos séricos.

CS CE FS FE
Glicemia de jejum (mg/dL) 84,8125 80,6+1,9 80,1+2,8 82,8+2,6
Colesterol Total (mg/dL) 72,1+5,0 64,4+7,3 59,4+6,5 51,6+6,0
HDL (mg/dL) 38,0+1,8  42,7#19  37,5+2,7  30,8+2,9*

Triglicerideos (mg/dL) 115,3+14,2 96,1+8,2 82,248,4 91,548,6

Analises séricas. Glicemia, Colesterol total e Triglicerideos sem diferenca estatistica. HDL: *p=0,02 vs
CE. Valores de concentracdes expressas em média + EPM (n=8/grupo).

A traqueia ndo apresentou infiltrado inflamatorio e alteragdo na contagem de
células caliciformes.

O tecido pulmonar ndo mostrou congestéo tecidual e fibrose intersticial, porém
foi observado enfisema pulmonar nos grupos fumantes (Figura 4) (FS e FE,
p<0,0001). Todos os animais FS (n=8) e 7 animais do grupo FE apresentaram

enfisema difuso.



Figura 4. Avaliacao histopatolégica do pulméo. A- Paréngquima pulmonar sem alteragédo (animal do
grupo CS), HE, aumento de 100x. B- Enfisema pulmonar, notar espacos alveolares dilatados (animal
do grupo FS), HE, aumento 200x.

Na Figura 5 é apresentado o resultado da avaliacdo de espessura da artéria
pulmonar, observa-se aumento significativo nos grupos fumantes, com diferencas
entre os grupos FS e controles (CS e CE), e FE e CS (p=0,003).
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Figura 5. A- Espessura da artéria pulmonar; * p=0,003 vs CS e CE; ** p=0,003 vs CS. Valores
expressos em média + EPM (n=8/grupo). B- Avaliagao histopatolégica da artéria pulmonar de um animal
CS, PAS-Azul de Alcian, aumento de 200x. C- Artéria pulmonar de um animal FS, PAS-Azul de Alcian,
aumento 200x.

O grupo FS apresentou aumento da espessura do VD comparado a todos 0s
grupos (Figura 6) (CS, CE e FE) (p<0,0001). N&o foram obtidos resultados

significativos na avaliacdo de espessura do VE e septo.
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Figura 6. A- Espessura do ventriculo direito. * p<0,0001 vs CS, CE e FE. Valores expressos em média
+ EPM (n=8/grupo). B- Avaliacéo histopatoldgica da espessura do ventriculo direito de um animal CS,
HE, aumento de 100x. C- Ventriculo direito de um animal FS, HE, aumento 100x.

No figado, ndo foi observado infiltrado inflamatério, necrose, colestase e
esteatose em nenhum grupo. Na contagem das células de Kupffer, houve um aumento
significativo de aproximadamente 30% nos grupos fumantes (FS e FE, p=0,002) em

comparacao ao CS (Figura 7).
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Figura 7. A- Nimero das células de Kupffer. * p=0,0003 vs CS. Valores da soma de 10 campos
expressos em média + EPM (n=8/grupo). B- Avaliagcéo histopatolégica de figado de um animal CS, HE,
aumento de 400x. C- Figado de um animal FS, HE, aumento 400x.
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O diametro das fibras do musculo gastrocnémio foi reduzido significativamente

nos animais FE em comparacao a todos demais (p=0,0002) (Figura 8).

A)

400 7

3004

2004

100 A

o
L

Diametro das fibras musculares (um)

Il secdentario
[ Exercitado

Figura 8. A- Diametro das fibras musculares. * p=0,0002 vs CS, CE e FS. Valores expressos pm/animal
em média £+ EPM (n=8/grupo). B- Avaliacdo histopatolégica do musculo gastrocnémico de um animal
CS, HE, aumento de 400x. C- Tecido muscular de um animal FS, HE, aumento 400x.

Na analise fractal, ndo foi observado diferenca significativo entre os grupos em

ambos ventriculos analisados (Figura 9).
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Figura 9. Dimenséo Fractal. A- Ventriculo Esquerdo. B- Ventriculo Direito. Nao houve diferenca
significativa, valores expressos pm/animal em média + EPM (n=8/grupo).

Em relacédo as analises de expressdo génica de marcadores da biogénese e
dindmica mitocondrial, ndo foi observada alteracdes entre 0s grupos nas expressoes
de Cycs (Figura 10), MnSod (Figura 11), Nos3 (Figura 12), Tfam (Figura 13), Nrfl
(Figura 14) e Mfn2 (Figura 15) nem no coragdo nem no musculo esquelético

gastrocnémio.
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Houve aumento do marcador de fissdo Fisl nos animais FS em comparacao

ao grupo CS (p=0,05) em musculo gastrocnémio (Figura 16).
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Figura 16. Expressao génica de Fisl. A- Coragéo, ndo houve diferenca significativa. B- Gastrocnémio,
* p=0,05 vs CS. Valores expressos em unidades arbitrarias com média + EPM (n=8/grupo).

No coracdo foi observado aumento da expressdo do gene Ppargcla nos
animais FE comparados ao grupo FS (p=0,01) (Figura 17).
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DISCUSSAO

No presente estudo observarmos que a exposicdo a fumaca secundéria de
cigarro diminuiu o ganho de peso corpdreo dos animais, peso do tecido adiposo,
desenvolveu enfisema pulmonar, causou aumento da espessura do VD, da
quantidade de macréfagos no figado e da expressdo génica de Fisl no musculo
gastrocnémio. Nota-se também que a pratica de TR intensificou a reducéo do peso
corpéreo final e peso tecidual de coracéo e figado, redu¢édo do consumo de racédo, da
concentragdo de HDL circulante, das fibras musculares no masculo gastrocnémio e
provocou aumento da expressdo génica de Ppargcla no coracdo. Apesar da
exposicao a fumaca secundaria de cigarro desenvolver aumento da espessura da
artéria pulmonar em ambos grupos fumantes, observa-se que o TR preveniu o
aumento na espessura do VD. Nota-se que ndo houve diferenca na analise de
densidade de colageno cardiaco e na analise de mMRNA de Cycs, MnSod, Tfam, Nos3,
Nrfl e Mfn2.

O cigarro é a principal droga licita consumida no mundo. Calcula-se a existéncia
de 1,2 bilhdes de fumantes no mundo, estimando que uma a cada cinco pessoas
possua esse habito prejudicial ®. Fumar, além de desenvolver dependéncia, esta
relacionado com o surgimento de diversas doencas crénicas em pulmao, coracao,

figado e musculo esquelético, além de desnutricdo e doencas emocionais G4,
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Uma reviséo sistematica analisou as consequéncias da fumaca de cigarro no
peso corporal de fumantes, concluindo que fumantes de baixa e média intensidade
(até 1 maco por dia), apresentam reducédo significativa do peso, devido a acdo da
nicotina em aumentar a taxa metabdlica e reduzir a absorcao calorica, contribuindo
também para a reducéo do apetite 8. A nicotina induz um efeito anoréxico agudo,
capaz de associar negativamente a fome e o consumo de alimentos com a saciedade
no periodo de duas horas apo0s a ingestdo da nicotina, através da liberacdo de
neurotransmissores como a Dopamina e Noraepinefrina 2. Sabe-se que a exposi¢do
a fumaca secundaria intensifica os efeitos nocivos devido a auséncia do filtro,
liberando concentracdo de nicotina e CO2 trés vezes maior e 50 vezes mais

substancias cancerigenas ©7).

Portadores de DPOC apresentam com frequéncia alteracBes nutricionais,
contribuidas pelo habito de fumar resultando em uma reducéo do peso ideal, além de
progndsticos negativos, reduzindo a sobrevida 13 anos em média @0, Entre os
espectros de DPOC se encontra o enfisema pulmonar, caracterizado como a
destruicdo das paredes alveolares e aumento dos espacos aéreos distais aos
bronquiolos terminais @Y. No presente estudo foi detectada a presenca de enfisema
pulmonar em ambos os grupos de fumantes, resultado semelhante ao estudo de
Kozma et al ®, que concluiu que a exposicdo a fumaca secundaria de cigarro é capaz
de desenvolver um modelo de lesdo pulmonar oxidativa e inflamatéria, acelerando

alteracdes funcionais, morfoldgicas e limitando as trocas gasosas (2.

O agravamento do enfisema pulmonar, prejudica a capacidade funcional do
musculo, devido a reducao das unidades motoras tipo I; atrofia de unidades motoras
tipo | e Il; capilaridade reduzida e niveis alterados de enzimas metabdlicas ®. Dessa
forma a DPOC é considerado uma doenca sistémica, capaz de resultar em alteracdes
musculo esqueléticas como fraqueza, disfuncdo muscular e reducdo do peso,
decorrente de um estresse oxidativo cronico, contribuindo também para uma e

ingestéo caldrica reduzida 3,

Pode-se afirmar que a fumaca de cigarro influencia negativamente o
desenvolvimento do peso corporal, 0 metabolismo de aminoacidos, além de promover
reducdo no musculo esquelético, gerando baixas concentracdes de glutamato,
glutamina e alanina, aminoacidos que desempenham importantes fungdes na

gliconeogénese, reacbes nos musculos esqueléticos e fonte de ATP para leucdcitos
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e fibroblastos 3, Além disso, o TR causa um desequilibrio ATP:AMP e ativa a
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) (4. Sabe-se que a
ativacdo da AMPK é responsavel pela inibicdo da via mTOR responsavel pela sintese

de proteinas relacionadas com a hipertrofia muscular 9,

Ao observarmos o resultado do presente estudo referente ao ganho de peso
dos animais, percebe-se uma reducdo nos grupos fumantes, destacando-se o grupo
FE, acompanhado de reducao do peso de tecido adiposo, do coracao, do figado e do
diametro das fibras musculares de gastrocnémio. Sugere-se que o habito de fumar
associado a préatica de TR, interfira de forma negativa no peso dos animais, associado
a uma possivel reducdo do apetite, visto que o grupo FE consumiu menos racdo em
comparacao a todos os demais grupos. Em relacéo a reducdo do diametro das fibras
musculares, provavelmente houve uma somatoria dos maleficios desenvolvidos pelo
enfisema pulmonar com o possivel estresse causado pelo TR. Destaca-se que o TR

deve ser realizado com cautela em fumantes.

Além das alteracdes musculares periféricas, a exposi¢cado ao fumo também pode
causar alteracBes nos musculos respiratérios, responsaveis pela hiperinsuflacéo
pulmonar, uma das caracteristicas dos portadores de DPOC %), A hiperinsuflacéo
pulmonar, altera a forma da parede toracica, rebaixa e reduz as fibras musculares do
diafragma, fazendo com que o muasculo trabalhe com um aumento da carga mecanica
devido a limitagcdo do fluxo aéreo. Dessa maneira, as altera¢cdes na estrutura do
diafragma em fumantes incluem o aumento das unidades motoras tipo | e diminui¢céo
das unidades motoras tipo Il, possivelmente aumentando, portanto, a capacidade
oxidativa das fibras musculares deste musculo, denominando essa alteracdo como
adaptacado aerdbica do diafragma, o que € insuficiente para restabelecer a forca de
contracdo normal, podendo resultar em hipertensdo pulmonar (HP) @7,

No presente estudo, observamos aumento significativo da espessura da artéria
pulmonar em ambos o0s grupos de fumantes. Esse resultado sugere que a
hiperinsuflagdo pode resultar em um aumento na pressdo da artéria pulmonar, com
provavel aumento da espessura das artérias pulmonares, caracteristico de HP 8, A
HP consiste na elevacdo persistente da pressado pulmonar vascular, que pode ser
causada por aumento das pressdes nos segmentos venosos e arteriais da circulagao
pulmonar ©9, Dessa forma a HP ndo é uma doenca especifica, mas uma condicédo

fisiopatologica. Ja a hipertensdo arterial pulmonar é caracterizada pela elevagéo
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cronica da pressdao da artéria pulmonar conduzindo a sobrecarga do VD, com
hipertrofia e dilatagdo da parede livre do VD “0, Os animais FS desenvolveram
hipertensao arterial pulmonar, visto um aumento significativo na espessura do VD em
comparacao a todos os demais grupos. Apesar do TR néo prevenir o desenvolvimento
da HP, o mesmo foi capaz de prevenir o desenvolvimento de hipertensao arterial
pulmonar neste modelo animal, considerando que a espessura do VD se manteve
reduzido no grupo FE.

Controlada por uma crescente familia de proteinas de "modelagem
mitocondrial”, os processos de fuséo e fissdo devem ocorrer em um preciso equilibrio,
para manter a dinamica e fungdo mitocondrial @”. Quando ha um aumento da fuséo
e/ou diminuicao da fissdo, as mitocondrias interligadas recebem uma forma alongada,
enquanto um decréscimo na fusdo e/ou aumento da fissdo, a mitocbndria assume
formatos puntiformes e fragmentadas “. Foi observado um aumento na expressao
génica de Fisl (sugerindo aumento de fissdo), ndo acompanhado do aumento na
expressao de Mfn2 (fusdo) nos grupos FS. Sabe-se que portadores de DPOC e a
exposicdo a fumaca secundaria do cigarro aumentando producdo de EROs e
inflamac&o hipéxica em diversos tecidos 2. Mitocondrias puntiformes e fragmentadas
séo isoformas de mitocondrias inativas ou que nao realizam sua fungédo de forma
eficiente, assim o hébito de fumar associado com o sedentarismo contribuiu para um
desequilibrio entre a fissdo e fusdo mitocondrial em musculo esquelético neste

modelo.

Marsboom et al “3), observou em seu estudo que o knockout de proteinas da
fissdo mitocondrial em musculo liso da artéria pulmonar preveniu o desenvolvimento
de hipertenséo arterial pulmonar. Resultado semelhante ao do presente estudo, que
observou o aumento da expressdo génica de hFisl e o desenvolvimento de
hipertenséao arterial pulmonar em um mesmo grupo, o FS. No entanto, apesar do
aumento da espessura do VD no grupo FS, ndo houve alteragdo da densidade de
colageno cardiaco nos grupos através da andlise fractal. Sugere-se que o tempo de
16 semanas nao foi suficiente para gerar alteracdo na densidade de colageno
cardiaco, porém devido ao aumento da espessura do VD nos animais FS, a longo
prazo h4 o risco de remodelacdo cardiaca nos mesmos, como ja observado em

estudos prévios da literatura 9,
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O TR aumenta o calcio sarcoplasmatico incentivando a transcricdo dos genes
nas fibras glicoliticas, responsivas a proteinas Calmodulina e ativagdo do Pgc-la
(4445 O aumento de Pgc-la devido ao TR cronico induz melhora da capacidade
oxidativa, direciona o fenotipo de fibras lentas e oxidativas, aumenta a biogénese
mitocondrial e o transporte de GLUT4 em tecido muscular “%). Um estudo verificou que
animais com knockout de PGC-1a no coragao, tiveram uma reducéo da biogénese
mitocondrial, decréscimo no fornecimento de ATP e reducdo da contratilidade
muscular “6),

No presente estudo foi observado o aumento da expressao génica de Ppargc-
la, gene que codifica a proteina PGC-1a, no coracdo dos animais FE, podendo
sugerir um resultando benéfico na capacidade oxidativa e funcdo muscular. Estudos
ja relacionam o aumento de Pgc-1la como mecanismo eficiente e capaz de reduzir os
maleficios de doencas cronicas “4+47). O grupo FE apresentou reducao significativo do
VD em comparacgao ao grupo FS, grupo que apresentou reducéo do gene e aumento
de hFisl. Embora ndo tenha sido avaliado o contetdo protéico de PGC1-a, é possivel
que a elevada expressdo do gene do PGCl-a possa ter se refletido em elevada
quantidade de proteina, o que poderia contribuir para um melhor funcionamento
muscular cardiaco, melhor contratilidade do miocardio, com positiva capacidade
oxidativa, prevenindo a sobrecarga do VD e consequentemente ndo desenvolvendo
hipertensao arterial pulmonar em ratos fumantes.

A definicdo béasica para sistema imunolégico, € a protecdo contra agentes
infecciosos. Os mecanismos de defesa contra microrganismos séo divididos em duas
grandes categorias, a imunidade inata (refere-se aos mecanismos que estao prontos
para agirem contra infeccbes mesmo antes delas ocorrerem, como exemplo o0s
macréfagos), e imunidade adaptativa (refere-se aos mecanismos estimulados por
microrganismos capazes de reconhecer substancias de origem microbiana e nao
microbiana, como exemplo os linfécitos) “8). Ao analisarmos o aumento de
macrofagos hepéticos nos grupos fumantes (FS e FE), notamos que apesar de nao
apresentarem esteatose e infiltrado inflamatoério no figado, houve a acdo do sistema
imunologico inato, que esta sempre presente pronto para defender contra
microrganismos e eliminar células danificadas 9, neste caso provavelmente lesadas

pela exposicdo a fumaca secundaria do cigarro.
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Durante a resposta da imunidade inata, os macrofagos sdo uma das ceélulas
responsaveis pelo transporte de colesterol ¢, Um aumento de macréfagos em
regibes com aumento de EROs (situacao predisposta ao fumo), pode resultar na
formacao de células espumosas, devido a fagocitose de LDL oxidado. O aumento
da célula espumosa causa aumento de LDL e efluxo de HDL, desenvolvendo
alteragdes composicionais, convertendo o HDL em uma forma disfuncional, nao
capaz de mediar eficientemente o efluxo de colesterol, podendo iniciar um processo
pré-inflamatério 9. Além disso pode resultar na migracdo das células musculares
lisa para regido extracelular desenvolvendo um quadro de aterosclerose, comum
em fumantes, responséavel pelo infarto agudo do miocéardio e acidente vascular
encefalico. Foi observado reducdo de HDL e aumento de macréfagos no figado do
grupo FE. Além disso, o grupo FS também apresentou aumento de macrofago no

figado, sugerindo uma possivel reducdo de HDL a longo prazo.

Estudos com intervengdes em ciclos invertidos, avaliagdo da expressao de
proteinas codificadas pelos genes estudados, avalicdo de proteinas de vias de
sintese proteolitica AMPK e Akt/mTOR, possivel identificacdo do perfil de
macrofagos presentes, analise de EROs poderiam contribuir para melhor
compreensao dos mecanismos do TR neste modelo de tabagismo.

O presente estudo mostrou que a associacdo da exposicdo a fumaca
secundéria de cigarro com o sedentarismo, favoreceu o possivel desequilibrio na
expressdo génica de fissdo e fusdo mitocondrial em muasculo esquelético, o
aumento de espessura do VD com desenvolvimento de hipertensao arterial
pulmonar. Por outro lado, a pratica de TR reverteu este quadro, com aumento da
expressdao do génica de Ppargcla (marcador fundamental da biogénese
mitocondrial) no coracdo e prevencdo do aumento da espessura do VD,
consequentemente, do desenvolvimento da hipertensao arterial pulmonar. Vale
ressaltar que o TR associado a exposicdo a fumaca secundéria de cigarro néao
preveniu o desenvolvimento de enfisema pulmonar e hipertrofia da artéria pulmonar,
provocou reducéo no consumo alimentar, no peso corporeo final e tecidual, bem como
reducdo das fibras musculares e niveis de HDL circulantes nos animais. Esses dados
mostram que apesar dos beneficios do TR é necessaria muita cautela na intensidade
de seu emprego em fumantes, sugerindo a necessidade de estudos adicionais nesta

categoria.
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Portanto, conclui-se que embora néo tenha prevenido Enfisema e HP, 0 TR em
ratos fumantes preveniu hipertensao arterial pulmonar possivelmente por melhorar a
capacidade oxidadiva do musculo cardiaco (aumento de Ppargcla), o que poderia
resultar na prevencdo do aumento do VD. Entretanto, resultados negativos foram
encontrados na ingestao e peso corporal, musculo esquelético (reducéo do diametro

das fibras) e no perfil de lipoproteinas (reducéo do HDL).
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