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RESUMO

O tabagismo ¢ considerado a principal causa de morte evitdvel no
mundo e os individuos fumantes podem apresentar doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), disfun¢do cardiorrespiratoria e musculo
esquelética levando a reducdo da capacidade funcional. O exercicio
fisico tem sido utilizado como meio terap€utico neste contexto. O tabaco
pode ser consumido sob diversas formas. O cigarro industrializado
apresenta mais de 7.000 substincias toxicas na sua composi¢cdo. O
cigarro de palha apresenta poucos dados sobre sua composi¢do e
possiveis efeitos sobre o sistema musculo esquelético. O presente estudo
teve o objetivo de avaliar os efeitos do exercicio fisico combinado,
modalidade que associa exercicios aerobios e de forca, sobre a resposta
musculo esquelética induzida pela exposi¢do cronica a fumaga de
cigarro de palha. Material e Métodos: Foram utilizados 48 camundongos
Swiss machos, com 60 dias de idade, divididos randomicamente em 4
grupos (n=12): grupo 1- ar ambiente: sedentdrio + ar ambiente, 2-
sedentario + a fumaga de cigarro de palha, 3- exercicio combinado + ar
ambiente, 4- exercicio combinado + fumaga de cigarro de palha. Os
animais foram expostos a um protocolo de inalagdo passiva a fumaca de
cigarro de palha por 30 dias consecutivos associado a um protocolo de
exercicios fisico combinado. Apés 48 horas da tltima exposigdo, os
animais foram submetidos a eutanasia e amostras de musculo quadriceps
foram seccionados e armazenados para posteriores analises de contetdos
de proteinas do complexo inflamassoma NLRP3, ASC, da caspase-1
clivada e ONOO-, dos niveis de TGF-B, DCF, NO, GSH, GSSH, MPO,
dano em DNA e andlise histologica do tecido muscular. Resultados: Foi
observado que houve uma diminui¢do significativa na area da fibra
muscular no grupo exercicio combinado + cigarro de palha, alteragdes
significativas no equilibrio redox e aumento dedano em DNA no grupo
exposto a fumaga de cigarro de palha + exercicio, além de modulagéo de
mediadores do complexo inflamassoma NLRP3. Conclusdo: Mesmo
com aumento na resposta antioxidante, o cigarro de palha impediu que o
exercicio modulasse positivamente a morfologia da fibra muscular,
demonstrando que em condi¢des de fumaca de cigarro de palha,
considerada quadro de hipoxia, a intensidade e tipo de exercicio tem
papel chave sobre a capacidade de regeneragdo e hipertrofia muscular.

Palavras-chave: cigarro de palha, inflamassoma, exercicio combinado,
disfung¢do musculo esquelética, DPOC.






ABSTRACT

Smoking is considered the leading cause of preventable death in the
world and smokers may present chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), cardiorespiratory dysfunction and skeletal muscle leading to
reduced functional capacity. Physical exercise has been used as a
therapeutic medium in this context. Tobacco can be consumed in
various forms. The industrialized cigarette has more than 7,000 toxic
substances in its composition, however, in relation to the straw cigarette
the data regarding its composition and the possible effects on the
musculoskeletal system are unknown. The present study aimed to
evaluate the effects of combined physical exercise, a mode that
associates aerobic and strength exercises, on the activation of
inflamassome in muscle skeletal dysfunction induced by chronic
exposure to strawberry smoke. Materials and Methods: 48 male Swiss
mice, 60 days old, randomly divided into 4 groups (n = 12) were used:
group 1 control: untrained - ambient air, 2- untrained - exposed to
smoke, 3- Combined Exercise - Ambient Air, Combined Exercise 4 -
Strawberry Smoke. The animals were exposed to a passive inhalation
protocol to the strawberry cigarette smoke for 30 consecutive days
associated with an exercise protocol. After 48 hours of the last exposure,
the animals were submitted to euthanasia and muscle samples were
sectioned and stored for further analysis of the protein content of the
inflammatory complex NLRP3, ASC, caspase-1, ONOO and the leves
of TGF-B, DCF, NO, GSH, GSSH, MPO, DNA damage, histological
analysis of muscle tissue and morphometry Results: It was observed that
there was a significant decrease in muscle fiber area in the combined
exercise + straw cigarette group, significant changes in redox balance
and increased DNA damage in the group exposed to cigarette smoke +
exercise, in addition to modulation of mediators Inflammatory complex
NLRP3. Conclusion: Even with an increase in the antioxidant response,
the straw cigarette prevented the exercise positively modulating the
muscle fiber morphology, demonstrating that under conditions of
strawberry smoke, considered hypoxia, the intensity and type of exercise
play a key role on the capacity of regeneration and muscle hypertrophy.

Keywords: straw cigarette, inflamassome, combined exercise, skeletal
muscle dysfunction, COPD.
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1 INTRODUCAO
1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1 O consumo do tabaco

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o tabagismo,
considerado uma doenca, ¢ a maior causa de morte evitavel em todo o
mundo. Estima-se que um ter¢o da populagdo mundial adulta, isto é, 1
bilhdo e 200 milhdes de pessoas sejam fumantes. Mundialmente, o
consumo de produtos do tabaco é responsavel por cerca de seis milhdes
de mortes ao ano, correspondendo a mais de 10 mil mortes por dia
(INCA, 2014; OMS, 2016). Mantendo o padrdo do consumo atual,
presume-se que em 2030, o nimero de mortes/ano passe para oito
milhdes em consequéncia deste habito, sendo 70% em paises em
desenvolvimento (WHO, 2015).

O fumo ¢ o Unico agente que, ndo sendo bactéria ou virus,
adquiriu caracteristicas epidémicas pelos maleficios a saude da
populagdo, sendo considerado um grande problema de saude publica
(Rosemberg, 2002). No Brasil, cerca de 200.000 mortes/ano sdo
decorrentes do tabagismo, e de maneira geral, tal incidéncia ¢
consequéncia das inimeras doencas associadas a acdo prejudicial dos
componentes quimicos inalados do cigarro (INCA, 2011).

O reconhecimento do tabagismo como importante problema de
saude publica alavancou o surgimento de medidas de satde para conter
o avango da utilizacdo do tabaco. No Brasil, existe um Plano de Agdes
Estratégicas para o enfrentamento das Doengas Cronicas ndo
Transmissiveis (DCNT), este programa visa a prevengdo e o controle
das doengas cronicas e seus fatores de risco (INCA, 2015). O Brasil € o
segundo maior produtor mundial de tabaco em folha (14,1% da
produgdo mundial), atrds apenas da China, e ¢ o maior exportador de
fumo do mundo. (AFUBRA, 2016; Malta et al., 2015). De acordo com o
Ministério da Satde (2017), o nimero de brasileiros fumantes atinge
cerca de vinte e um milhdes, porém dados indicam que este nimero vem
diminuindo devido as campanhas de combate ao tabaco.

Entende-se por tabagismo o consumo de qualquer derivado do
tabaco, produtor ou ndo de fumaga, apresentado sob diferentes formas
(Viegas, 2008). E amplamente reconhecido como doenga cronica gerada
pela dependéncia da nicotina, estando por isso inserido na Classificagéo
Internacional de Doengas (CID10) da OMS (Ministério da Saude, 2006).
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A nicotina contida no tabaco possui propriedades psico-estimulantes,
libera dopamina e aumenta a produgdo de noraepinefrina, sendo a
responsavel pela dependéncia, especialmente pelas propriedades
euforizantes e ansioliticas (Rosemberg, 2003). O tabaco tanto pode ser
um fator de risco para a ocorréncia de diversas doengas, como também
pode ser um fator agravante para o controle de uma doenga que o
individuo fumante ja seja portador (CDC, 2008).

Evidéncias epidemiologicas atuais apontam uma relacdo de
causalidade entre o tabagismo e cerca de 50 doengas, sendo responsavel
por 63% dos obitos relacionados as DCNTs. Dessas, o tabagismo ¢
responsavel por 85% das mortes por doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), 30% por diversos tipos de cancer (pulmido, boca, laringe,
faringe, esofago, pancreas, rim, bexiga, colo de utero, estomago e
figado), 25% por doenga coronariana (angina e infarto) e 25% por
doengas cerebrovasculares (acidente vascular cerebral) (WHO, 2011).
Para cada pessoa que morre por causa do tabagismo, pelo menos 30
pessoas vivem com uma grave doenga relacionada ao habito de fumar
(CDC, 2017). Inumeros estudos tém investigado seus efeitos sobre o
organismo de pessoas fumantes, entretanto, fumantes passivos também
podem apresentar sintomas respiratdrios por inalacdo de particulas e
gases nocivos aos pulmdes e também apresentar um estado de satde
comprometido (GOLD, 2016).

O tabagismo passivo € a inalacdo por individuos ndo-fumantes da
fumaca proveniente da queima de derivados do tabaco como o cigarro,
cigarro de palha, charuto, narguilé e outros. Também ¢é denominado
exposicdo involuntaria ao fumo ou polui¢do tabagica ambiental (PTA)
(Reichert et al., 2008). Segundo a OMS, o tabagismo passivo mata cerca
de 600 mil ndo-fumantes todos os anos no mundo, dos quais 165 mil séo
criangas menores de 5 anos (INCA, 2017).

1.1.2 A composicdo da fumaca do tabaco

O tabaco ¢ um produto agricola que apresenta constituintes
utilizados para a fabricagdo de diferentes tipos de cigarro. Sdo gerados a
partir de folhas de plantas do género Nicotiana, que absorve e retém
elementos tdxicos presentes em adubos, fertilizantes e pesticidas
(Meirelles, 2009). A fumaga do tabaco ¢ uma mistura de gases e
particulas, com uma composi¢do quimica complexa de mais de 8.700
constituintes quimicos identificados e com propriedades fisicas
especificas, que interagem com células, tecidos e orgdos do corpo
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humano apoés inalagdo (Rodgman e Perfetti, 2013). Centenas desses
constituintes sdo toxicos, incluindo 70 componentes que podem causar
cancer em varios Orgdos e sistemas organicos (CDC, 2010). Esses
efeitos estdo diretamente relacionados a duragdo e ao grau de exposi¢ao
a fumaca do tabaco, ndo existindo niveis considerados seguros de
consumo (Achutti et al., 2004; WHO, 2014).

A fumaca do cigarro contém substiancias quimicas e gases
reativos, capazes de gerar radicais livres (RL), as quais apresentam um
papel central na patogénese de danos pulmonares (Valenca et al., 2004).
E constituida por uma mistura de substincias toxicas heterogéneas,
apresentando uma fase gasosa e outra particulada. De acordo com
Duarte (2006), trés substancias se destacam na composi¢do quimica da
fumaca do cigarro: a nicotina, o monoxido de carbono (CO) ¢ o alcatrio.
A fase gasosa é composta, principalmente, por CO, amonia, cetonas,
formaldeido, acetaldeido e acroleina. A fase particulada contém
nicotina, e alcatrdo (Spada et al., 2006).

A nicotina é um produto quimico anti-herbivoro derivado da
planta de tabaco Nicotiana sp e é geralmente usado como um inseticida
(Rodgman e Perfetti, 2013). E a principal responsavel pela dependéncia
do fumante, além de ativar a resposta simpatica aumentando a
frequéncia cardiaca e contribuindo para a hipertensdo arterial, também
libera substancias quimiotaxicas atraindo células polimorfonucleares
contribuindo para o dano pulmonar. A ac¢do da nicotina aumenta a
liberacdo de catecolaminas, causando vasoconstri¢do, acelerando a
freqiiéncia cardiaca, causando hipertensdo arterial e provocando uma
maior adesividade plaquetaria. Em parceria com o monoxido de
carbono, a nicotina causa varias doengas cardiovasculares; estimula a
produgdo de acido cloridrico no aparelho gastrointestinal, o que pode
causar ulcera gastrica, e desencadeia a liberagdo de substancias
quimiotaxicas no pulmao, que estimulara um processo que ira destruir a
elastina, provocando o enfisema pulmonar (Rosemberg 1987, INCA
2002). As concentragdes de nicotina no sangue arterial aumentam
rapidamente apos uma tragada, e diminuem a medida que a nicotina é
redistribuida para outros tecidos do corpo, principalmente nos musculos
esqueléticos. E por isso que os fumantes, geralmente sentem
necessidade de fumar um cigarro a cada meia hora, a fim de manter um
nivel satisfatorio de nicotina (Dale et al. 2001).

O CO tem 250 vezes mais afinidade com a hemoglobina (Hb)
presente nos globulos vermelhos do sangue do que o oxigénio (O2). A
ligagdo do CO com a Hb, forma o composto quimicamente estavel,
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chamado carboxihemoglobina (CoHb), que dificulta a oxigenagdo do
sangue e priva alguns orgdos do O, contribuindo assim, para o
desenvolvimento de diversas doencas. O alcatrdo é composto por 43
substancias comprovadamente carcinogénicas que incluem entre outros,
o arsénico, niquel, benzopireno e cadmio (Elsayed ¢ Bendich, 2001;
Vaart et al., 2004; Duarte, 2006).

Essas substancias podem causar altera¢do na estrutura celular e
no estado redox pulmonar (Elsayed e Bendich, 2001; Gochman et al.,
2007). Estudos demonstram que apos a inala¢do continua de fumaga do
cigarro, macrofagos, neutrdfilos e outras células migram para o
intersticio pulmonar, produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs),
ou espécies reativas de Nitrogénio (ERNs) adicionais, que alteram
diretamente a membrana das células intersticiais e do endotélio
(Gerritsen et al., 2005; Sadowska et al., 2005).

1.1.3 Principais formas de consumo do tabaco — O cigarro de palha

O tabaco pode ser utilizado de diversas formas, divididos em
produtores e ndo produtores de fumaca (West e Shiffman, 2007).
Independente da maneira como ¢ consumido, traz maleficios a saude e,
nesse sentido, estudos apontam para a importancia do monitoramento
deste consumo. (Viegas, 2008; Giovino et al., 2012; Szkol et al., 2011).

Dentre as formas de tabaco fumado mais investigadas destacam-
se: cigarros industrializados, cigarros de palha ou enrolados a mao,
cigarros indianos (conhecidos como “bidis”), cigarros de cravo (ou “de
bali”’), cachimbos, charutos ou cigarrilhas e narguilé (INCA, 2011;
Giovino et al, 2012; Szklo et al., 2011). Porém os cigarros
industrializados tém sido alvo na maioria das pesquisas visando sua
caracteriza¢do fisico-quimica (Javadian, et al.,2015), bem como os
efeitos nocivos para a saude (Valavanidis et al., 2013; Almeida et al.,
2014; Gea et al., 2015; Huang et al., 2016), uma vez que é a forma de
consumo predominante.

Atualmente, observa-se um aumento do consumo de cigarros de
palha, de cravo, bidis e narguilé em todo o mundo. De acordo com
INCA (2011), o cigarro de palha é o segundo cigarro mais consumido
pela populagdo brasileira, com 5,1%, somente ficando atrds do cigarro
industrial que é o mais consumido no pais, com 14,4%. Este cigarro ¢
conhecido pela populagio como um cigarro artesanal, nao
industrializado e sem filtro. E constituido basicamente por uma porgao
de tabaco macerado envolvido por uma palha de milho, na maioria das
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vezes confeccionado manualmente. Dados divulgados em 2008
conforme a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilio (PETab)
demonstravam uma maior proporg¢ao de fumantes de cigarro de palha ou
enrolados a mao em 4reas rurais do Brasil, em comparacdo com as areas
urbanas (13,8% vs. 3,6%), entretanto, ndo existem novos niameros que
confirmem a situagdo atual. Vale ressaltar ainda, que o cigarro de palha
na sua grande maioria, ndo ¢ comprado pronto em forma de mago, e sim,
enrolado a mdao. Isso significa que o fumante ndo recebe qualquer
adverténcia sobre os efeitos de seu consumo (PETab 2008; INCA,
2011). Dados anteriores demonstram que o cigarro de palha pode
aumentar o desenvolvimento de bronquite cronica e cancer de cavidade
oral (Menezes, 1997; Niel, 2008). No entanto, pouco se sabe sobre a
amplitude de seus efeitos biologicos. Visto uma tendéncia ao
crescimento de seu consumo e a preocupagdo com seus possiveis efeitos
inflamatdrios, oxidativos e mecanismos de lesdo, diversas perguntas
intrigam a comunidade cientifica. Um recente estudo de nosso grupo
sugeriu que o CP pode ser altamente prejudicial, semelhante ao cigarro
industrializado, causando danos histologicos em varios tecidos (Camera
etal., 2016).

1.1.4 Alteracées biologicas causadas pela fumaca do cigarro:
DPOC

De acordo com GOLD (2016), o tabagismo ¢ o principal fator de
risco para a Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC). Devido a
isso, a maioria dos estudos referentes aos danos bioldgicos da fumaga do
cigarro estdo relacionadas a essa patologia. A DPOC ¢ uma enfermidade
respiratoria prevenivel e tratavel, que se caracteriza pela presenga de
obstrugdo cronica do fluxo aéreo irreversivel. A obstru¢do do fluxo
aéreo ¢ geralmente progressiva e esta associada a uma resposta
inflamatdria anormal dos pulmdes a inalagdo de particulas ou gases
toxicos. Frequentemente coexiste com outras comorbidades, e testes de
funcdo pulmonar, como a espirometria, sdo necessarios para fazer um
diagnéstico clinico (GOLD, 2016).

Atualmente, sdo considerados pacientes portadores de DPOC,
aqueles que apresentam cronicidade dos seguintes sintomas: tosse,
hipersecretividade e dispneia, além da presenga de FEV(/FVC <70%
pos-broncodilatador no teste espirométrico, que confirma a limitagdo de
fluxo aéreo persistente. Conceitualmente, podendo ou ndo apresentar o
quadro de bronquite cronica e enfisema (GOLD, 2016). A DPOC ¢ a
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terceira causa de morte global e cuja prevaléncia ainda estd aumentando
(Tashkin e Murray, 2009; Parikh et al., 2016). Essa patologia estende-se
para além do ambiente pulmonar, dando origem a efeitos sistémicos e ao
desenvolvimento de uma série de comorbidades, incluindo perda de
massa muscular, depressdo, doengas cardiovasculares e osteoporose
(Barnes e Celli, 2009). Tais condi¢cdes contribuem fortemente para a
disfuncdo musculo esquelética caracteristica do paciente portador de
DPOC como demonstra a Figura 1.

Em resposta a disfungdo muscular, a diminui¢do de atividade
fisica ¢ uma caracteristica importante dos pacientes com DPOC e tem
recebido muita atengdo em pesquisas recentemente (Gimeno et al.,
2014; Watz et al., 2014; Waschki et al., 2015). O exercicio fisico tem
sido utilizado afim de minimizar tais sintomas. Embora os seus
beneficios na fun¢do pulmonar sejam limitados, o exercicio fisico com
intensidade moderada melhora o sistema imunolégico pulmonar e a
capacidade cardiopulmonar, além de minimizar a disfungdo muscular
periférica (Celli et al., 2004; Vieira et al., 2008).
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Figura 1: Mecanismos associados a Disfuncio miusculo esquelética. As
consequéncias do tabagismo incluem inflamagéo local (pulmonar) e sistémica.
O primeiro conduzird a alteracdes pulmonares caracteristicas da DPOC,
enquanto que esta parece estar ligada as suas manifestagdes extrapulmonares,
incluindo a disfungdo muscular. No entanto, os principais fatores etiologicos
deletérios para disfungdo muscular sdo hiperinflagdo pulmonar para musculos
respiratorios e descondicionamento para musculos dos membros. DPOC,
doenga pulmonar obstrutiva cronica. Fonte: adaptado de J Thorac Dis, 2015.
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1.1.5 A Disfuncio Musculo Esquelética associada ao tabagismo

A Disfungao musculo esquelética, que € caracterizada pela atrofia
muscular é provavelmente, a manifestagdo sistémica mais extensamente
estudada da DPOC e pode envolver tanto os musculos respiratorios
como os periféricos (Maltais et al., 2014). Histologicamente, a atrofia
muscular caracteriza-se por uma diminui¢do da densidade de volume
miofibrilar relativamente aos volumes mitocondrial e do reticulo
sarcoplasmatico (Caiozzo et al., 1996). As alteracdes do musculo
atréfico, a nivel celular sdo: dissolu¢do do sarcomero e degradacdo
endotelial, redu¢do do nimero de mitocondrias, acimulo de tecido
conjuntivo, e diminuicdo da densidade capilar ¢ do numero de
mionicleos. E na aparéncia macroscopica mostra uma redugdo
consideravel na sec¢do transversa do musculo (Boonyarom e Inui,
2006).

O musculo esquelético pode ser caracterizado como um tecido
dindmico e de alta plasticidade, extremamente adaptavel a diferentes
situagdes e estimulos e representa aproximadamente 50% do peso
corporal total (Nader, 2005; Rennie, 2005). Os musculos diferem- se
quanto as suas propriedades contrateis e energéticas, sendo dependentes
da isoforma de miosina de cadeia pesada (MHC) que predomina em
cada tipo de fibra (D’antona et al., 2006). E composto por uma
variedade de tipos e subtipos de fibras rapidas e lentas (i.e., lento: I,
rapido: IIb, IId e Ila ou misturas). Além disso, as fibras musculares sdo
versateis e capazes de alterar propriedades fenotipicas em resposta a
diversos fatores, mostrando modifica¢des na expressdao de isoformas de
MHC. Por conseguinte, quando as fibras rapidas sofrem processo de
atrofia, ocorre uma transicdo de fibras rapidas para a lentas (por
exemplo, IIb — IId — Ila — I) (Pette e Staron, 2000; Higashino et al.,
2013).

A disfun¢do muscular pode ser definida como a situagdo em que
os musculos esqueléticos mostram resisténcia reduzida, sendo incapazes
de desempenhar adequadamente as suas tarefas fisiologicas. (Gea et al.,
2015). O termo atrofia, ¢ definido como a redugdo do tamanho das
células e orgdos, como resultado da diminui¢do do fornecimento de
nutrientes ou seu desuso; associada a diminuicdo da sintese de
elementos constituintes celulares e degradacdo crescente de organelas
celulares (Kummar et al., 2016). Outros autores definem a hipotrofia
como diminui¢do da massa muscular com capacidade de regeneragdo, e
a atrofia como sendo a cronicidade de uma hipotrofia levando a
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inutilizacdo de um grupo muscular (Caiozzo et al., 1996; Boonyarom e
Inui, 2006; Gea et al., 2015). Ainda ndo hda um consenso sobre a
diferenciacdo entre esses dois termos, observa-se, entretanto, que na
maioria dos estudos, no caso do musculo esquelético, o termo “atrofia” é
o mais utilizado, e vém sendo utilizado como sindnimo de “hipotrofia”.

O processo atréfico constitui uma resposta do tecido muscular em
situagdes de tensdo e/ou de carga mecanica reduzida, na tentativa de
manter um funcionamento eficiente e ajustado as novas exigéncias
funcionais (Edgerton et al., 2002). E altamente ordenado e regulado,
acompanhado por inumeras alteragdes metabolicas, bioquimicas e
estruturais que se repercutem na funcionalidade dos musculos afetados
(Appell, 1990). Desta forma, a diminuicdo do volume muscular e a
reducdo drastica da capacidade deste em gerar forca, constitui uma
caracteristica funcional da atrofia, e esta diretamente relacionada com a
diminui¢do da area transversa das fibras que compdem o musculo, e
com a perda de proteinas contrateis (Deschenes et al., 2002; Jackman e
Kandarian, 2004).

Diferentes condigdes fisiologicas podem levar ao processo de
atrofia muscular, assim como, podem estar associadas as situacdes
patolégicas. Ocorrendo como consequéncia da denervagdo, lesdo,
imobilizagdo  articular, repouso em cama, tratamento com
glicocorticoides, sepse, cancer e envelhecimento (Michael, 2000; Jagoe
e Goldberg, 2001). A perda de massa muscular esquelética, denominada
"atrofia”, ¢ uma caracteristica diagnostica da caquexia observada em
cenarios de cancer, doenga cardiaca, DPOC avangada, doenca renal e
queimaduras (Clarke et al., 2007; Cohen et al., 2009). A qualidade
muscular ¢ determinada pelo equilibrio entre a sintese proteica e sua
degradacdo, que ¢ controlada em detalhes por vias de sinalizago
especificas (Glass, 2005). Um desequilibrio entre estas vias pode levar a
uma perda rapida e significativa de massa muscular, uma vez que 80%
das proteinas do musculo esquelético sdo proteinas miofibrilares.
Quando tal equilibrio ndo ocorre, a massa muscular ¢ reduzida,
causando um impacto importante sobre a fungcdo muscular. (Haddad et
al., 2003).

Existem quatro vias proteoliticas conhecidas que contribuem para
a atrofia muscular: a via das catepsinas ou lisossomais, via das calpainas
dependentes de calcio (Ca™), via das caspases e da ubiquitina
proteassoma dependente de ATP (UbP) (Kandarian e Stevenson, 2002;
Kandarian e Jackman, 2006). O sistema UbP ¢é o principal mecanismo
do catabolismo protéico no musculo esquelético dos mamiferos. Nesta



31

via, as proteinas sdo marcadas inicialmente pela degradagdo por
ubiquitina¢do e sdo subsequentemente reconhecidas e processadas pelo
proteassoma, o nucleo catalitico da via. A inflamagdo e o estresse
oxidativo também tém sido implicados na ativagdo desse sistema
(Maltais et al.,2014).

Enquanto o sistema UbP ¢ o principal mecanismo do catabolismo
protéico, uma das principais vias de sinalizagdo para sintese de proteinas
¢ a via classica da AKT. A proteina AKT ou serina/treonina quinase ou
ainda PKB (proteina quinase B) exerce um papel fundamental na
sinalizagdo intracelular para sintese de proteinas. Quando ativada,
através de estimulos diversos como hormoénios e citocinas, podera tanto
inibir vias de degradacdo protéica, ao restringir a translocagdo nuclear
de FoxO, assim como ativar vias de sinalizac¢ao para sintese de proteinas
(Bodine et al., 2001; Yamada et al., 2012; Leger et al., 2006). Dessa
forma, torna FoxO inativo localizado ancorado no citoplasma,
entretanto, se a atividade da Akt estiver reduzida, permite a translocagao
nuclear de FoxO, que passa a exercer seu papel transcricional de genes
do sistema proteolitico. A inativagdo da Akt pode permitir a ativagdo da
via da FoxO culminando com a degradacdo protéica (Sandri et al.,
2004).

Porém, o sistema muscular apresenta um mecanismo de
regeneragdo que estd presente no equilibrio proteolitico muscular e
também no processo de dano muscular, conhecido como miogénese, que
¢ mediado principalmente por células satélites (CS), consideradas
células pluripotentes no tecido muscular. As CS sdo precursoras
miogénicas indiferenciadas que possuem a habilidade de gerar novas
fibras musculares ou gerar novos mionucleos para células contrateis
durante o crescimento pds-natal, podendo se ativar e se proliferar -
gerando novas fibras musculares - ou retornar para o estado quiescente
(Vierck et al., 2000; Kadi et al., 2005; Wahl et al., 2008; Chang e
Rudnicki, 2014). Quando ativadas, as CS expressam varios fatores
transcricionais, entre eles, os fatores reguladores miogénicos MyoD,
Myf5, miogenina e MRF4 (Holterman e Rudnicki, 2005). O MyoD é um
marcador para CS ativadas, sendo encontrado em elevados niveis no
musculo em regeneracdo ¢ de neonatos, o0 Myf-5 (da mesma familia do
MyoD) marca as CS quiescentes e ativadas, ¢ a Miogenina ¢ MRF4
atuam tardiamente na miogénese, durante a diferenciagdo celular.
(Holterman e Rudnicki, 2005).

As CS desempenham um papel central durante a regeneracao
muscular sob condigdes patoldgicas ou fisiologicas como no mecanismo
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de hipertrofia (Sambasivan et al., 2011). Neste processo ocorre ativagao,
proliferagdo e migra¢do das CS para contribuir com o crescimento
muscular (Dhawan e Rando, 2005).

O exercicio fisico pode causar pequenos traumas na fibra
muscular, ocasionando a infiltracdo de macrofagos, e a liberagdo de
fatores de crescimento que regulam a populagio de CS durante a
regeneracdo (Hawke e Garry, 2001). Induzindo a quimiotaxia e fusdo
das CS as fibras musculares pré-existentes, além do aumento da area
seccional da fibra e do numero de mionucleos (Kadi et al.,, 1999). A
regulacdo metabdlica para a ativacdo das CS pode ocorrer em resposta a
varias condigdes, incluindo hipoxia, estresse oxidativo, inflamagao,
exercicio e envelhecimento, sendo um processo coordenado por genes
musculares especificos (Segalés et al., 2015).

Estudos recentes demonstram que pacientes com DPOC tem
diminui¢do de massa muscular, sugerindo que a exposi¢do cronica a
fumaga de cigarro pode interferir na qualidade musculo esquelética de
individuos tabagistas (Barnes, 2014). A perda de massa muscular,
embora ndo seja uma condi¢do diretamente fatal, reduz a qualidade de
vida relacionada a satide e diminui a capacidade de sobrevivéncia para
pacientes com DPOC. A principal caracteristica ¢ a redugdo da massa
livre de gordura (FFM) e estd associada a fraqueza dos musculos
periféricos, comprometimento do estado funcional e & ma qualidade de
vida relacionada a saude (Schols et al., 2005; Mathur et al., 2014). O
tabagismo também esta associado a fraqueza do muisculo esquelético em
individuos saudaveis (Seymour et al., 2010; Barreiro et al., 2011; van
den Borst et al., 2011). A atrofia muscular exacerba o declinio da funcao
fisica, o que provoca uma maior deterioragdo da fun¢do pulmonar,
limitacdo do exercicio e mau estado de saude (Agusti et al., 2003).

As substancias toxicas contidas na fumaga de cigarro estimulam
a degradacdo da proteina muscular e prejudicam a sintese proteica (Rom
et al.,2012). O habito de fumar e/ou a exposi¢do a fumaca de cigarro é o
principal agente causal da DPOC (Eisner et al., 2010), entretanto,
estudos indicam que individuos fumantes nao-portadores da DPOC
também apresentam o processo de atrofia muscular.

Visto que, condi¢des patoldgicas alteram a miogénese, a hipoxia
pode ser um fator que impulsiona mudangas no tecido muscular,
levando a ativag@o do sistema UbP e redugdo da miogénese (Caron et
al.,2009). Pode também potencializar a resposta inflamatoria
proporcionando um mecanismo adicional a atrofia muscular (Gonzalez e
Wood, 2010). De acordo com Faucher et al. (2004), a hipoxemia
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também pode comprometer a capacidade oxidativa muscular e a
capilarizacdo, e predispor a fadiga muscular.

Os mecanismos relacionados a essa baixa oxigenagdo sdo a agdo
vasoconstritora, promovida pela nicotina e o acréscimo de COHb no
sangue (Nakatani et al., 2003). Estudos j& identificaram que em
situagdes de baixo fornecimento de oxigénio o tecido muscular sofre
atrofia e fagocitose de fibras, levando-o em direcdo a um estado
cataboélico.

1.1.6 O estresse oxidativo e a inflamacio associados a fumaca de
cigarro

Adicionalmente, a influéncia do estresse oxidativo e da
inflamag@o sdo dois importantes fatores que contribuem para a atrofia
musculo esquelética (Hoppeler e Vogt, 2001; van Hall, 2012; Barnes,
2014). A instalagdo do processo de estresse oxidativo decorre da
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remog¢do desses. Tal processo conduz a
oxida¢do de biomoléculas com consequente perda de suas fungdes
biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestagdo ¢ o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (Halliwell ¢ Whiteman,
2004; Halliwell e Guteridge, 2007). E uma manifestagdo bioquimica de
agressdo as biomoléculas e estda associado a complicagdes
cardiovasculares, neuroldgicas, enddcrinas ¢ musculares, dentre outras
(Varizi, 2004).

Sob condigoes fisiologicas normais, a maioria das espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas na cadeia respiratoria
mitocondrial, pela qual 2-5% do oxigénio (O2) ¢ desviado para a
formagdo de RLs. Entretanto, as EROs podem ser geradas em outros
eventos bioquimicos celulares como processos inflamatorios,
isquemia/reperfusdo, oxidacdo de catecolaminas, entre outros eventos
oxidativos (Halliwell e Gutteridge, 2007).

EROs estdo envolvidas em varios processos essenciais a vida
humana, sdo fundamentais nos efeitos de danos e também na adaptacdo
que acompanham o exercicio fisico (Sachdev et al., 2008). Em
contrapartida, a fumaca de cigarro é um facilitador do estresse oxidativo,
visto que estudos demonstram que apds a inalacdo continua,
macrofagos, neutrdfilos e outras células migram para o intersticio
pulmonar, produzindo EROs e causando danos as biomoléculas
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(Gerritsen et al., 2005; Sadowska et al., 2005; Menegali et al., 2009). A
hipoxia altera a eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, induzindo vazamento de elétrons para oxigénio molecular
e gerando também EROs (Murray, 2009).

Devido a auséncia de literatura sobre outros tipos de cigarro, os
estudos que relacionam a inala¢do da fumaca a partir do consumo e o
efeito sobre estado redox celular estdo concentrados no cigarro
industrializado. A fumaca de cigarro cont¢ém um grande niimero de
oxidantes que tém efeitos adversos sobre os tecidos por meio de dano
oxidativo (Valenca et al., 2004; Rahman e Macnee, 2005; Barreiro et al.,
2010). Frente a isso, o sistema de defesa antioxidante tem a fungdo de
inibir e/ou reduzir os danos causados pela agdo deletéria dos RL ou das
espécies reativas ndo-radicais e ainda favorecer o reparo e a
reconstitui¢do das estruturas biologicas lesadas (sistemas de reparo)
(Koury e Donangelo ,2003; Bernard e Krause, 2007).

O pulmao apresenta um sistema de defesa com elevada atividade
de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPX) (Halliwell e Gutridge, 1999). Park
et al. (1998) testou o efeito do fumo sobre os marcadores de estresse
oxidativo e demonstrou maiores niveis de glutationa oxidada (GSSG) e
diminuicdo da glutationa reduzida (GSH), um importante sistema
antioxidante pulmonar. Outros estudos mostraram que em fumantes,
bem como em animais cronicamente expostos a fumaca de cigarro, ha
aumentos da peroxidacdo lipidica, da carbonilacdo de proteinas, da
oxidagdo de tidis e da oxidacdo do DNA (Frei et al., 1991; Park et al.,
1998). Além disso, marcadores do estresse oxidativo € do dano ao DNA
estdo também significativamente elevados em portadores de DPOC
(Ceylan et al., 2006). Elevadas concentragdes de agentes oxidantes no
pulmdo diminuem a capacidade antioxidante, o que contribui para o
dano as células, favorecendo ainda mais a resposta inflamatoria
(Combhair e Erzurum, 2002; Valenga ¢ Porto, 2008; Menegali et al.,
2009; Aydin et al., 2015).

A inflamag@o ¢ um processo biologico complexo que ocorre em
resposta a estimulos nocivos e cuja fungdo € eliminar a causa da lesdo
celular e iniciar o processo de reparagdo. O processo inflamatorio dos
pulmdes com DPOC ¢ regulado por um mecanismo complexo
envolvendo diferentes células e mediadores inflamatorios (Chung e
Adcock, 2008). Importante observar que, além da inflamagdo presente
nas vias aéreas, ha também evidéncias de inflamacao sistémica (Gan et
al, 2005; Wouters, 2005).
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Fumantes sem a DPOC apresentam uma resposta inflamatéria
discreta uma reacdo de defesa da mucosa a inalag@o cronica de irritantes,
entretanto, em individuos que desenvolvem a DPOC, ocorre um
aumento da resposta inflamatoria, que se acentua com a progressao da
doenga (Kanazawa e Yoshikawa, 2005; Barnes, 2009). A inflamacao
cronica inicia-se pela ativagdo e influxo de varias células inflamatérias e
secre¢do de mediadores inflamatdrios no pulmdo, incluindo citocinas,
quimiocinas, enzimas inflamatorias, receptores e moléculas de adesdo,
que sdo reguladas por fatores de transcricdo genética (Barnes et al.,
2003; MacNee, 2005).

Nesse processo inflamatorio existe a participagdo ndo apenas das
células inflamatorias, mas de células estruturais como epiteliais,
musculares e fibroblastos (Barnes ,2008; Kim et al., 2008). A indugéo
de quimiocinas e citocinas em células epiteliais de pulmio por fumaga
de cigarro ¢ principalmente regulada por vias de sinalizagdo redox
sensiveis (Mossman et al., 2006).

O habito de fumar ativa macréfagos, que consequentemente
produzem mediadores inflamatérios, incluindo quimiocinas, espécies
reativas de oxigénio (ROS) e proteases (Cosio et al., 2009; Tuder e
Petrache, 2012). As citocinas atuam em células-alvo e podem
desempenhar muitas fungdes: ativagdo e proliferacdo celular,
quimiotaxia de outras células, imunomodulagdo, liberagdo de outras
citocinas ou mediadores inflamatérios, favorecer o crescimento € a
diferenciacdo celulares, além de apoptose (Chung e Barnes, 1999).
Mediadores importantes produzidos por macrofagos e neutrofilos
incluem fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina (IL) -1, IL-6
e IL-8. Além do envolvimento dos sistemas imune inato ¢ adquirido na
resposta inflamatoria, parece haver um desequilibrio dos mecanismos de
controle da inflamagdo na patogénese da DPOC (Cosio et al., 2009).
Observa-se que em pacientes com DPOC, a inflamagdo pulmonar
cronica ¢ acompanhada pela indugdo de respostas imunes que
contribuem para infecgdes respiratorias intermitentes, agravando o
microambiente pulmonar inflamatoério e a gravidade da doenca (Lee et
al., 2011; Rovina et al., 2013).

1.1.7 O inflamassoma
Considerando o efeito da inflamagdo local e sistémica associada

ao tabagismo, fortes evidéncias t€ém apontado para o papel crucial do
complexo Inflamassoma caspase-1 sobre a inflamagdo neutrofilica
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pulmonar associada a fumaga de cigarro ou em relacionada a DPOC
(Eltom et al., 2014). A resposta imune inata depende de receptores de
reconhecimento padrdo (PRR) para direcionar resposta a micrébios
patogénicos e outros patdgenos enddgenos ou exogenos. Os PRRs sdo
expressos principalmente em células imunes e inflamatorias, como
mondcitos, macrofagos e neutrofilos (Schroder e Tschopp, 2010; Fullard
e O’Reilly, 2005).

Um PRR recentemente identificado, descrito pela primeira vez
em detalhes em 2002, ¢ o Inflamassoma (Martinon et al., 2002; Gentile
et al., 2015; Sanders et al., 2015). O Inflamassoma € um termo derivado
da palavra, “inflamacdo” unida ou sufixo “somo”, que significa corpo, e
refere-se a uma plataforma de interacdo de diversas proteinas que
formam um complexo (Zoete et al., 2014). Numerosos inflamassomas
foram identificados como importantes plataformas de controle de
infecgdes, no entanto, os de proteinas receptoras do tipo NOD (NLRP3)
¢ o mais estudado até hoje, e estd associado com a patogé€nese de
doengas autoimunes, inflamatorias, neurodegenerativas, dentre outras
(Eigenbrod e Dalpke, 2015).

Através da ativacdo direta por padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs,) ou indiretamente via padroes moleculares
associados a danos (DAMPs), os receptores do tipo NOD (NLRs)
detectam a presenca de infecgdes bacterianas, fungicas, parasitarias e
virais, possibilitando a erradicagdo e controle dos microorganismos.
Entretanto, a ativagdo excessiva do inflamassoma pode se tornar
prejudicial ao hospedeiro, gerando um quadro de imunopatologia que
pode causar complicagdes (Martinon et al., 2002; Broz e Dixit, 2016).

O inflamassoma é um complexo multiproteico intracelular que
atua na ativagdo de enzimas da familia cisteina-aspartato proteases
(Caspases) como uma estrutura essencial para a regulagdo da imunidade
em condi¢des fisiologicas e no reconhecimento de sinais de perigo a
diferentes componentes. Sua formagdo ¢ desencadeada por varias
substincias produzidas durante as infecgdes, danos aos tecidos ou
durante os desequilibrios metabdlicos. Sao plataformas chave de
sinalizagdo, que ativam as citocinas altamente pro-inflamatorias
interleucina-1p (IL-1pB) e IL-18 (Martinon et al., 2002; Kawai e Akira,
2011; Miao et al., 2011).

A importancia da ativagdo dessas citocinas esta amplamente
relacionada com a ocorréncia do processo inflamatorio, ja que, através
das mesmas, ocorre a liberacdo de outros fatores pré-inflamatorios,
resultando na manutengdo desse processo, € consequente reparo
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tecidual. A resposta inflamatoria crénica apresenta o envolvimento de
citocinas, como IL-1PB e IL-18, entretanto, necessitam de um processo
pos-transcricional para se estabelecerem na sua forma ativa, isto &,
dependem de uma clivagem exercida pela enzima caspase-1 para
tornarem-se maduras e exercerem suas fung¢des (Thornberry et al.,
1992). Da mesma forma, a ativagdo da caspase-1 ¢ dependente da
clivagem proteolitica, que também ocorre no Inflamassoma. Esse
complexo ¢ constituido por uma proteina receptora da familia NLRPs,
(familia NLR, proteinas contendo dominio pirina), localizada no citosol,
que serve como uma plataforma para a sua formagdo; uma proteina
adaptadora, (proteina speck-like associada a apoptose com dominio de
recrutamento de caspase) ASC que ¢ semelhante a particula apoptotica
contendo CARD (dominio efetor de recrutamento de caspases) e uma
proteina efetora chamada caspase-1.

A formacao do inflamassoma facilita a autoclivagem e a ativagao
da caspase-1, a qual cliva proteoliticamente as citocinas pro-IL-1 e pro-
IL-18 nas suas formas maduras, o que finalmente favorece as respostas
pro-inflamatérias e anti-microbianas (Martinon et al, 2002). O
Inflammasoma NLRP3 esta presente principalmente em células imunes
e inflamatdérias apds asua ativagdo; como macrofagos, monocitos,
células dendriticas, e neutrofilos (Zhong et al., 2013). Na literatura sao
descritos trés mecanismos diferentes que resultam na ativagdo do
inflamassoma NLRP3: os efluxos de Ca*? intracelular relacionados ao
reticulo endoplasmatico (Shenderov et al., 2014). A ativagdo de PAMPs
e DAMPs que desencadeiam a geragao de EROs, que por sua vez induz
a ativagdo do inflamassoma NLRP3. E por fim, a ativacdo por irritantes
ambientais, como os estimulos cristalinos da silica, que é um dos fatores
desencadeantes da secre¢do de IL-1B. Porém, o meio de ativagdo desse
receptor ainda € controverso. Sabe-se que ndo acontece de modo direto
justamente pela grande quantidade de substincias que podem
desencadear sua formagdo (Lawlor e Vince, 2014; Rajanbabu et al.,
2015).

Embora a sua ativacdo seja essencial para a defesa contra
patdgenos, a sua regulacdo inadequada pode afetar negativamente o
equilibrio entre citocinas pr6 e anti-inflamatorias, somado a isso,
recentemente foi demonstrado que a ativagdo desse complexo esta
envolvida na patogénese de varias doengas com componente
inflamatério, incluindo condigdes cronicas periféricas, como o diabetes
do tipo 2, e doencas do SNC, como a doenca de Parkinson e de
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Alzheimer (Halle et al., 2008; Siniscalco et al., 2012; Jamilloux e
Henry, 2013).

A atividade da caspase -1 e a producao de citocinas como IL-1f3 e
a IL-18 tem sido reportada estar aumentada em amostras pulmonares de
modelos de fumaga de cigarro (Kang et al., 2007; Eltom et al., 2014). A
fumaga de cigarro parece ativar inflamassoma NLRP3, considerada sua
via candnica de ativacdo, como demonstrado na Figura 2. Camundongos
expostos a fumaga de cigarro, ¢ pacientes com DPOC, apresentam ASC
extracelular no lavado broncoalveolar sugerindo a sua participagdo nas
doencas inflamatérias cronicas (Kratzer et al., 2013; Franklin et al.,
2014). Outros estudos demonstram a ac¢do do inflamassoma no
mecanismo deletério no sistema respiratorio, no entanto, ainda nao esta
claro seu papel sistémico, tampouco musculo esquelético (Eltom et al.,
2014).

ATP, acido urico, fumaga
de cigarro etc

NLRP3
Inflamassoma

citosol

macrofago alveolar

Figura 2: Fumacga cigarro como ativador do inflamassoma NLRP3. Dois
tipos diferentes de estimulos sdo capazes de ativar o inflamasoma, padrdes
moleculares associados aos patogenos (PAMPs), por um lado, e danificar os
padrdes moleculares associados (DAMPs) no outro. Para a ativagdo
inflamatoria, dois sinais distintos sdo necessarios. Somente a partir dai a PRO
IL-1B ¢ clivada pela caspase-1, de modo que a IL-1p madura pode ser segregada
por macréfagos e promover a resposta inflamatoria. Fonte: Article in PLoS
ONE June 2013.
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No processo de reabilitagdo de individuos com DPOC, ha
evidéncias de que o exercicio fisico modula positivamente tais vias
oxidativas e inflamatorias no processo de disfun¢do cardiopulmonar e
musculo esquelética. Adicionalmente, poucos estudos demonstram que
o exercicio associado a qualquer outro tipo de terapia, pode aumentar
significativamente a capacidade fisica e a qualidade de vida desses
pacientes, agindo positivamente sobre o quadro de disfun¢do muscular
(Cooper, 2001; McCarthy et al., 2015).

1.1.8 Exercicio fisico na funcio muscular

O exercicio fisico tem sido amplamente utilizado a fim de
otimizar a capacidade fisica de pacientes portadores de disfuncdes
cardiorrespiratorias e musculo esqueléticas associadas ao cigarro (Pinho
et al., 2007). E bem estabelecido, portanto, que o exercicio fisico em
suas diferentes formas, tém efeito cardioprotetor (Frederico et al., 2009;
Hassel et al., 2014; Peeri e Amiri, 2015) e antioxidante, ¢ tem sido
usado como recurso terapéutico adjuvante em diversas doengas cronico-
degenerativas (Pinho et al., 2007, Menegali et al., 2009, Silva et al.,
2009).

Porém, a intolerancia ao exercicio ¢ uma manifestacdo comum
em pacientes com DPOC. Este fato ja foi atribuido exclusivamente ao
distirbio respiratério que esses individuos apresentam; entretanto,
atualmente tem-se verificado que a disfungdo muscular esquelética
periférica ¢ um fator importante para a diminui¢do da capacidade para
realizagdo de exercicios nessa populacao (Maltais et al., 1996; Gosselink
et al., 2000; Debigaré et al., 2001). Uma prescricdo apropriada de
exercicios fisicos pode contribuir para a reducdo da dispneia, da astenia
e adaptacdes periféricas, especialmente melhorando a fun¢do muscular
na DPOC (McCarthy et al., 2015). Neste contexto, o exercicio fisico ¢
considerado fundamental na reabilitagdo pulmonar e, dentre os tipos de
exercicio, o treinamento aerdbio pode ser efetivo na reversdo dos
prejuizos funcionais (Cooper, 2001; Spruit et al., 2002).

O exercicio aerobio ¢ recomendado para individuos com DPOC,
visto que estudos demonstram melhora na capacidade respiratoria, na
concentracdo de enzimas oxidativas e mitocondriais, assim como a
capilarizacdo dos musculos treinados entre outros fatores, resultando em
maior condicionamento cardiovascular, tolerdncia ao exercicio € menor
dispnéia (Silva e Dourado, 2008; Van Wessel et al., 2010). Segundo
Puhan et al. (2005), o treinamento de forca é importante no processo de
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reabilitagdo, visto que o aumento da for¢a muscular periférica resulta em
melhora significativa da capacidade funcional de exercicio, evidenciada
por incrementos da distdncia percorrida em testes de caminhada e do
aumento do tempo de endurance (Clark et al., 2000; Normandim et al.,
2002; Ortega et al., 2002; Wright et al., 2002).

Conforme Dourado e Godoy (2004), os componentes mais
efetivos da reabilitacdo pulmonar sdo aqueles relacionados a atividade
fisica como os exercicios aerobios, os exercicios resistidos periféricos e
respiratorios. Além disso, a associacdo destas duas modalidades,
caracterizada pelo exercicio combinado, também ¢ alvo dos mesmos
objetivos, somando exercicios de endurance (aerdbio) e forca
(anaerdbio) que sdo adequados para o aumento da resisténcia e forga
muscular, respectivamente.

O treino aerdbio consiste na realizagdo de exercicios em esteiras e
bicicletas com baixa intensidade e longo tempo, e o treino de forga
inclui exercicios com peso/carga eclevadas e baixas repeticdes de
movimento (Langer et al., 2009). O primeiro esta associado ao aumento
da aptiddo cardiorrespiratoria e também muscular com provavel
aumento nos valores de consumo maximo de oxigénio (VO Miéx),
dependendo da intensidade, ja o segundo esta associado a melhora da
capacidade de gerar forga maxima (Willians et al., 2002).

As respostas adaptativas ao exercicio fisico decorrem em parte do
estresse fisioldgico/metabdlico associado ao esforco cuja magnitude
depende de varios fatores, isto ¢, apresenta heterogeneidade quanto ao
tipo, intensidade e duragdo, portanto, seus efeitos dependem do tipo de
exercicio a ser utilizado (Garber et al., 2011).Estudo recente de nosso
grupo demonstrou que o exercicio fisico é eficaz na prevencdo da
resposta oxidativa pulmonar em ratos expostos a fumacga de cigarro
(Nesi et al.,, 2016), e também pode atuar na resposta inflamatoria
(Horsburgh et al., 2015). O exercicio fisico de intensidades leve a
moderado, realizado regularmente, é recomendado para a manutencio
da saude e prevencao de inumeras doencas. Também reduz a producdo
de oxidantes e a ocorréncia de danos oxidativos, melhorando o sistema
de defesa antioxidante e aumentando a resisténcia dos orgdos e tecidos
contra a agdo deletéria dos RL (Alessio e Goldfarb, 1988; Polidori et al.,
2000; Pinho et al., 2006).

Diferentes tipos de treinamento vém sendo investigados, como a
associa¢do do exercicio de endurance e de for¢a, buscando atenuar o
enfraquecimento muscular geral que acomete o individuo com DPOC e
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também o fumante sem a doenga, porém os resultados ainda
permanecem inconsistentes (Tromm et al., 2015).

1.2 JUSTIFICATIVA

Atualmente o consumo do CP tem aumentado entre a populacao,
difundido como sendo um produto “artesanal, natural, livre de produtos
toxicos” o que poderia sugerir aos consumidores a falsa ideia de que sdo
inofensivos a satde. Devido a isso, a preocupagdo com seus possiveis
efeitos bioquimicos/moleculares e mecanismos de lesdo no sistema
respiratorio e musculo esquelético vém crescendo, e gerando diversas
perguntas a comunidade cientifica.

Varios estudos tém demonstrado que as anormalidades na
musculatura esquelética sdo manifestagdes comumente encontradas em
fumantes, levando a redugdo da capacidade ao exercicio, perda de
qualidade de vida e alta mortalidade (Barnes 2014, Gea et al., 2015). Os
efeitos do exercicio fisico em geral ja estio bem estabelecidos na
disfuncdo respiratoria e muscular relacionado ao uso do cigarro
industrializado. Entretanto, em relacdo a outra forma de consumo do
tabaco, como ao cigarro de palha, ainda existem muitas perguntas acerca
dos seus efeitos biologicos, e quanto as implicagdes do exercicio fisico
sobre uma possivel disfun¢do musculo esquelética associada a esse tipo
de cigarro especialmente.

Portanto, se os efeitos de adaptagdo da musculatura esquelética
exposta ao exercicio forem considerados, espera-se que um fumante que
pratica a exercicio fisico se beneficie dessas adaptagdes, pelo menos
preservando sua massa muscular. Existem também, fortes evidéncias
apontando sobre o papel crucial do complexo inflamassoma caspase-1
sobre a inflamagdo neutrofilica pulmonar na DPOC, o que estd
altamente relacionado ao uso do cigarro.

As respostas para estas questdes podem trazer importantes
avancos no entendimento dos mecanismos associados ao papel do
complexo inflamassoma NLRP3 quando exposto a fumaca de cigarro de
palha, assim como, sobre os efeitos do exercicio fisico combinado no
possivel processo de atrofia muscular decorrentes dessa exposigao.
Neste sentido, adotar estratégias de exercicio fisico que
comprovadamente reduzem os efeitos nocivos do consumo do cigarro de
palha sobre a fun¢do miusculo esquelética, podem contribuir com a
saude da populagdo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do exercicio fisico combinado (exercicio fisico
aerdbio associado ao exercicio de forca) na resposta miisculo esquelética
frente a exposi¢ao cronica a fumaga de CP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar o influxo de leucécitos no conteido de lavado
broncoalveolar (LBA) dos camundongos submetidos ao exercicio
combinado e expostos a inalagdo da fumaca do CP.

* Avaliar o dano em DNA sistémico dos camundongos
submetidos ao exercicio combinado e expostos a inala¢do da fumacga do
CP.

* Avaliar o efeito do exercicio combinado sobre a resposta
oxidativa, DCF, SOD, Nitrito, ONOO na resposta musculo esquelética
de camundongos expostos a fumaca de CP.

* Avaliar o efeito do exercicio combinado sobre o sistema
glutationa, GSH, GSSG ¢ a razdo GSH/GSSG na resposta musculo
esquelética de camundongos expostos a fumaga de CP.

*  Avaliar mediadores inflamatérios Myf5, TGF-f e MPO na
resposta musculo esquelética de camundongos expostos a fumaga de
CP.

* Identificar o perfil histopatolégico do tecido muscular
esquelético de camundongos expostos a fumacga de CP.

. Avaliar o efeito do exercicio combinado sobre os mediadores
do complexo inflamassoma, ASC, e caspase-1 clivada, na resposta
musculo esquelética de camundongos expostos a fumaga de CP.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

A presente proposta foi avaliada e aprovada pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC, sob o protocolo nimero 087/2015-1. Todos os
experimentos respeitaram estritamente o0s principios éticos da
experimentacdo animal em conformidade com as diretrizes brasileiras
para uso de animais com propdsitos cientificos e didaticos (Lei 11.794,
DOU 27/5/13, MCTL, P.7).

3.2 ANIMAIS

Para atender a demanda proposta no projeto foram utilizados 48
camundongos Swiss de 60 dias de idade, pesando entre 30-50 gramas,
agrupados e gaiolas especificas fornecidos pelo Biotério da Unidade
Académica de Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de
12/12 horas a uma temperatura de 22 £ 1 °C, tendo livre acesso a dgua e
alimentacdo padrdo para roedores ad Ilibitum. Os animais foram
divididos randomicamente em 4 grupos com n=8 para as andlises
bioquimicas e moleculares e n=4 para histologia, totalizando n=12 por
grupo: 1- ar ambiente sedentario, 2- sedentdrio + fumaga de CP, 3-
exercicio combinado + ar ambiente, 4- exercicio combinado + fumaga
de CP.

3.3 PROTOCOLO DE EXPOSICAO A FUMACA DE CIGARRO

Todos os CP foram confeccionados artesanalmente e tiveram o
peso de 8 gramas, equivalente ao cigarro comercial (Malboro vermelho).
Seguindo um protocolo previamente estabelecido, os animais foram
expostos passivamente a inalacdo de fumaca de 12 cigarros de palha por
dia, sendo 4 cigarros de palha por sessdo, 3 sessoes por dia (turnos
manha, tarde e noite), durante 7 dias por semana e o tempo de exposi¢do
foi de 30 dias consecutivos para todos os grupos experimentais. Os
animais foram alocados em uma camara de inalagdo de acrilico (com
dimensdes de 40cm x 30cm por 25cm de altura), que ficou dentro de
uma capela de exaustio durante todo o processo de inalag@o. Os cigarros
foram acoplados a uma seringa de plastico de 60 ml para captacao da
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fumaga e assim imediatamente injetada para dentro da caixa acrilica
com os animais. A partir da injecdo de fumaca para o interior da caixa, a
exposicao a fumaga de cigarro teve duracdo de 6 minutos com a tampa
da caixa acrilica fechada, ao final deste tempo, a tampa foi removida, € o
exaustor da capela ligado para eliminagdo da fumaga por 1 minuto
seguido de uma nova exposicdo a queima do cigarro até totalizar os 4
cigarros de cada sessdo. Os animais do grupo controle permaneceram na
caixa inalatéria durante o periodo experimental, porém expostos
somente ao ar ambiente (Valenga et al., 2006). Durante a exposi¢do a
fumaga, as concentragdes de CO foram medidas pelo analisador de
gases de combustdo Optma 7. O equipamento analisa as concentragdes
de monoéxido de carbono de 0 (zero) a 4.000 (quatro mil) ppm.

Para a analise, foi introduzida uma sonda de 40 cm de
comprimento na lateral da caixa hermética. Optou-se por este
posicionamento da sonda, porque em testes previamente realizados néo
foram constatadas diferencas nas concentragdes de CO em diferentes
posicdes. A mensuragdo foi realizada em 3 momentos durante a
exposicao, obteve-se a média de 670ppm.

3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

O protocolo de treinamento foi constituido da associa¢do de 30
minutos de treino de esteira somados a 30 minutos de treino de forga. O
periodo de treinamento foi de 4 semanas ¢ a frequéncia de treinamento
foi de 3 a 4 dias por semana, com intervalos de 48 horas entre as
sessdes. Para o treinamento de esteira os animais foram inicialmente
adaptados previamente durante uma semana (10m/min, 0.6km/h, sem
inclinagdo durante 10min/dia) todos os dias da semana, para reduzir o
estresse do ambiente. Cada sessdo foi constituida por 30 minutos de
duragdo sem inclina¢do, com velocidade média de 13m/min a 17m/min.
Os animais ndo receberam nenhum estimulo para correr. As sessoes do
treino de forca foram de 30 min em um aparato de 12 degraus com 80%
de inclinagdo. A intensidade de esforgo foi progressiva usando um peso
acoplado a cauda do animal de 25% a 75% da massa corporal. Cada
sessdo foi constituida de 3 a 5 séries com 2 min de intervalo entre as
séries e cada séric teve de 8 a 12 repetigdes sem intervalo. A
combinagdo do exercicio aerdbio (esteira) e o de forga seguiu um
protocolo ja publicado (Souza et al., 2016).
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Protocolo de Fumaca de cigarro de Palha (CP)

4CP 4CP 4CP 4CP 4CP 4CP 4CP Manhi

4CP 4CP 4CP 4CP 4CP 4CP 4CP Tarde

Treino ‘ Treino | Treino |
4CP 4CP 4CP 4CP 4CP 4CP 4cCPp Noite
1
______________________________________ 4
semanas
| Treino: 30 min de Esteira —» 10 min - Intervalo ——»30 min de Forga |

Figura 3: Esquema representativo do protocolo experimental. A figura
representa o desenho experimental, onde CP significa fumaca de cigarro de
palha e os demais simbolos (linha continua preta e pontilhada cinza) se referem
as linhas do tempo dos protocolos, os quais serdo aplicados concomitantemente
durante 4 semanas. A linha continua refere-se a exposi¢éo a fumaga de CP ¢ a
pontilhada ao tempo de treinamento.

3.5 EUTANASIA E PREPARACAO DA AMOSTRA
3.5.1 Lavabo broncoalveolar (LBA)

Apo6s 48 horas da ultima exposi¢do ao protocolo de inalagdo de
fumaga de cigarro ¢ da sessdo de exercicio, todos os animais foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Os animais foram
submetidos ao procedimento de lavado broncoalveolar (LBA). A
traquéia foi exposta cirurgicamente e injetado 1 mL de soro fisiologico
com seringa apropriada para lavar o pulmdo. Imediatamente apds a
injecdo o fluido foi aspirado e armazenado em gelo para contagem total
de células (cAmara de Neubauer) e demais analises. O procedimento e
aspiragdo do fluido foi realizado 3 vezes, com velocidade constante para
impedir a lesdo de estruturas. Apds o procedimento de LBA, a porgdo
central do musculo quadriceps foi retirada por dissec¢do e preparado
para posteriores andalises. As amostras foram imediatamente
processadas, aliquotadas e armazenadas a -70° para andlises
bioquimicas. O quadriceps de 4 animais em cada grupo foi submerso em
solu¢do de paraformoldeido 4% para posterior processamento
histologico. O descarte dos animais foi feito do acondicionamento em
saco branco leitoso e armazenados em freezer -40 para posterior
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tratamento e deposicdo final em aterro sanitario, conforme
procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).

3.5.2 Contagem de leucocito total na cimara de Neubauer

Este protocolo constou da contagem total de leucécitos em LBA
utilizando a cdmara de Neubauer. As células nucleadas foram contadas
nos quatro qua—drantes externos da cdmara de Neubauer, cujo volu—me
total ¢ de 0,4 mm®. Amostras com elevada celularidade, pode-se realizar
uma diluicdo em solug¢do aquosa de fucsina 0,2% na proporg¢ao (1:20).
Essa solucdo otimiza a contagem, sobretudo por corar o nucleo das
células nucleadas e por provocar lise dos eritrocitos, os quais,
dependen—do da quantidade, dificultam a contagem (Comar et al.,
2011).

3.5.3 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado em amostras de sangue coletadas sob
condigdes alcalinas ¢ o dano em DNA de células individuais foi
quantificado para analises de dano em DNA (Singh et al.,1988).

3.6 ENSAIOS BIOQUIMICOS E MOLECULARES
3.6.1 Anadlises bioquimicas

Os niveis de espécies reativas foram mensurados com base na
oxidagdo da sonda 2’,7’- diclorodiidrofluoresceina acetato (DCF-DA)
em um composto fluorescente 2°,7°- diclorodiidrofluoresceina (DCF),
como previamente descrito (Hempel et al., 1999). A amostra foi
incubada com DCF-DA 80 mM a 37°C durante 15 minutos. A DCF-DA
¢ desesterificada no interior das células por esterases enddgenas para o
acido livre ionizado, DCFH. DCFH ¢ oxidado em DCF pelas espécies
reativas. A formagdo deste derivado oxidado fluorescente foi
monitorada com os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de
488 ¢ 525 nm, respectivamente. A producdo de espécies reativas foi
quantificada utilizando uma curva padrdo de DCF e os dados foram
expressos como mol DCF/mg de proteina.

Os niveis de GSH foram determinados por meio do ensaio
fluorimétrico descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas
modificagdes. Este ensaio baseia-se no principio de que os grupos tidis
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(-SH) da GSH reagem especificamente com orto-ftalaldeido (OPT) (em
pH 8,0), resultando na produg@o de um produto altamente fluorescente.

A atividade da enzima SOD foi estimada através da inibi¢do da
auto-oxidacdo da adrenalina e lida em um comprimento de onda de 480
nm (McCord e Fridovicj, 1969).

A atividade da MPO foi avaliada através da adigdo de HTBA e
TMB sobre a amostra de quadriceps. O substrato foi lido em leitor de
Elisa a 650 nm (Kuebler et al., 1996). A quantidade de nitrito em
amostras de homogeneizado de quadriceps foi estimada através da
reagdo da sulfanilamida com o 4cido fosforico acrescido de
naftilenodiamido dicloridrico. Apés descanso de 10 min na estufa as
amostras foram lidas em leitor de placa a 550 nm (Giovannoni, 1997).

3.6.2 Método de ELISA

Foi avaliada a produ¢do de TGF-B por método de imuno ensaio
mediante utilizagdo do kit de ELISA conforme recomendagdo do
fabricante (R&D systems®, USA ¢ ALPCO®, USA, Labtest®, Brazil).

3.6.3 Analise por Western Blotting

As proteinas foram desnaturadas em aquecimento com tampao
contendo 100mM DTT. Apos isto, 0.2 mg do extrato de proteina obtido
de cada tecido foi separado por SDS-PAGE, transferido para uma
membrana de PVDF que foi incubada com anticorpos da via do
complexo inflamassoma, (anti-ASC, anti-CASPASE-1), marcador de
peroxinitrito ONOO" (anti nitrotirosina) e da via de reparo tecidual (anti-
Myf5). Todos os anticorpos foram obtidos das empresas Abcam ou
Santa Cruz (Santa Cruz Biotecnologias, CA, USA). A deteccao
quimioluminescente foi realizada com anticorpos secundarios
conjugados a peroxidases. Visualizacdo das proteinas foi realizada pela
exposicdo das membranas ao raio-x (Kodak XAR, Rochester, NY).
Depois de transferidas, as membranas foram coradas e quantificadas por
corante de ponceau, para controle da transferéncia. As proteinas foram
reveladas em filmes radiograficos e a intensidade das bandas foram
detectadas por densitometria Optica usando um softwarede imagem
(Scion Corporation) (Oliveira et al., 2014).
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3.7 ANALISE MORFOLOGICA

Para analise histologica foram coletadas amostras do musculo
quadriceps (area da porg¢do central do musculo quadriceps em geral) de
cada animal, que foram embebidos em solugdo fixadora de
paraformaldeido tamponado a 10% por 48 horas para posterior
processamento e corte de laminas histologicas com 4-5 pm de espessura.
As laminas foram coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), para
posterior avaliagdo em microscopia de luz, utilizando o sistema de
captura em microscopio invertidlo NIKON ECLIPSE Ti-U. Foram
realizadas a quantificagdo da area da fibra e a quantificagdo do nucleo
central, como analise de morfologia muscular, ambas analises foram
realizadas por método estereoldgico (Stewart et al., 2016).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos na determinagdo dos parametros bioquimicos,
moleculares e morfologicos foram expressos em média e erro padrido
médio e analisados estatisticamente pela analise de varidncia (ANOVA)
two-way, seguido pelo teste post hoc Newman-Keuls. O nivel de
significancia estabelecido para o teste estatistico ¢ de p<0,05. Para a
analise do ensaio cometa, os dados foram analisados estatisticamente
pela analise de variancia (ANOVA) de 1 via -Tukey. Considerando os
grupos estatisticamente diferentes quando o valor de p for < 0,05. (*
Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, #Diferenga
significativa em relagdo ao grupo exercicio combinado e fumaga de CP
+ exercicio combinado, p<0,05, ANOVA 1 via -Tukey). Para todas as
analises, foi utilizado o graph-pad prisma versio 5.0.
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4 RESULTADOS
Figura 4.
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Figura 4: Contagem total de leucécitos em amostras de de LBA de
camundongos expostos cronicamente a2 fumaca do cigarro de palha. Os
dados obtidos estdo expressos em média e erro padrdo da média e analisados
estatisticamente pela andlise de varidncia (ANOVA) two-way, seguido pelo
teste de Newman-Keuls. Considerando os grupos estatisticamente diferentes
quando o valor de p for < 0,05. (* diferenga estatistica em relagdo ao grupo ar
ambiente sedentario, # diferenca estatistica em relagdo ao CP sedentario.

A Fig4 apresentou aumento significativo do numero de
leucocitos totais no conteido de LBA no grupo CP sedentario em
relacdo ao sedentario ar ambiente. Houve uma redugéo significativa de
leucocitos no grupo exercicio combinado exposto a CP quando
comparado ao grupo exercicio combinado ar ambiente. Adicionalmente,
nossos dados demonstraram que o exercicio combinado foi capaz de
diminuir significativamente os leucécitos no grupo CP em relagdo ao
grupo CP sedentario.
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Figura 5 (A-B).
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Figura 5 (A-B): Dano em DNA de amostras de sangue de camundongos
expostos cronicamente 2 fumaca do cigarro de palha. A- dados referentes ao
indice de dano e B- frequéncia de dano, ambos analisados pelo ensaio cometa.
Os dados obtidos estdo expressos em média e erro padrao da média e analisados
estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA) de 1 via -Tukey.
Considerando os grupos estatisticamente diferentes quando o valor de p for <
0,05. (* Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, #Diferenca
significativa em relacdo ao grupo exercicio combinado ¢ fumaga de CP +
exercicio combinado, p<0,05, ANOVA 1 via -Tukey).

Foram analisados, indice de frequéncia (Fig. 5A) e indice de dano
em DNA (Fig. 5B), por ensaio cometa. Os resultados demonstraram um
aumento significativo tanto da frequéncia quanto do indice de dano em
DNA no grupo sedentario + CP em comparagdo aos demais grupos. Ja
0s grupos, exercicio combinado + ar ambiente e exercicio combinado +
CP apresentaram uma diminui¢do significativa, ambos comparados ao
grupo sedentario+ ar ambiente.

Figura 6 (A-B).
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Figura 6 (C-D)
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Figura 6 (A-D): Capacidade oxidativa e resposta nitrativa em amostras de
homogeneizado de quadriceps de camundongos expostos cronicamente a
fumaca do CP. A. Quantifica¢do de capacidade oxidativa através do DCF em
homogeneizado de quadriceps. B. Atividade da SOD por método colorimétrico.
C. Quantificacdo de nitrito pelo método de Griess em homogeneizado de
quadriceps. D. Imagem representativa do contetido de 3-nitrotirosina (ONOO")
normalizado pela B-actina, por método de western blotting (n=3). Os dados
obtidos estdo expressos em média e erro padrdo da média e quantificados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) two-way, seguido pelo post
hoc de Newman-Keuls. Os grupos foram considerados estatisticamente
diferentes com valor de p < 0,05, onde * significa diferenga estatistica em
relagdo ao grupo ar ambiente sedentdrio e # indica diferenca estatistica em
relagdo ao CP sedentario.

Na Fig. 6A, foi observado uma diminuig¢do significativa dos
niveis de DCF no grupo exposto a fumaca de CP quando comparado ao
sedentario + ar ambiente. O grupo exercicio combinado ndo apresentou
diferenga estatistica quando comparado ao sedentario + ar ambiente ou
sedentario + CP. E um aumento do DCF no grupo exercicio combinado
+ CP em comparagdo aos grupos; sedentario + ar ambiente e sedentario
+ CP respectivamente. O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo
primordial de manter o processo oxidativo dentro dos limites
fisiologicos e passiveis de regulacdo, em relacdo a atividade da enzima
antioxidante SOD, na Fig. 6B, nossos dados demonstram a atividade da
SOD significantemente aumentada no grupo exercicio combinado +CP
em comparagdo ao grupo sedentario + ar ambiente e sedentario + CP.
Na Fig. 6D o nitrito, um produto da oxida¢do do 6xido nitrico (ON),
teve seus niveis aumentados significativamente pela exposicao a fumaca
de CP em relagdo ao sedentario + ar ambiente. Entretanto no grupo
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exercicio combinado + CP, os niveis de nitrito estdo significantemente
menores em relagdo ao grupo CP sedentario. A Fig. 6D observa-se uma
tendéncia ao aumento do conteudo de 3-nitrotirosina, marcador indireto
de ONOO-, no grupo sedentirio + CP quando comparado ao grupo
exercicio combinado + CP.

Figura 7 (A-C).
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Figura 7 (A-C): Atividade do sistema glutationa em amostras de
homogeneizado de quadriceps de camundongos expostos cronicamente a
fumacga do CP. A. Atividade de GSH, B. atvidade de GSSG ¢ C. a razdo entre
GSH/GSSG por método colorimétrico. Os dados obtidos estdo expressos em
média e erro padrdo da média e quantificados estatisticamente pela analise de
variancia (ANOVA) two-way, seguido pelo post hoc de Newman-Keuls. Os
grupos foram considerados estatisticamente diferentes com valor de p < 0,05,
onde * significa diferenga estatistica em relagdo ao grupo ar ambiente
sedentario e # indica diferenca estatistica em relagdo ao CP sedentario.
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Na Fig. 7A. o conteudo de GSH, uma das principais enzimas do
sistema glutationa apresentou aumento significativo no grupo exercicio
combinado + CP quando comparado aos grupos sedentarios. J4 a GSSH,
Fig. 7B, apresentou-se aumentada somente no grupo sedentario + CP
quando comparado ao sedentario + ar ambiente, ndo apresentando
diferencga significativa nos demais grupos. Por fim, na Fig. 7C, a razdo
GSH/GSSG apresentou-se diminuida no grupo sedentario + CP em
comparacdo ao sedentdrio + ar ambiente e¢ aumentada no grupo
exercicio combinado +CP em comparagao ao sedentario + CP.

Figura 8 (A-C).
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Figura 8 (A-C): Marcadores de inflamacio e regeneracio muscular em
amostras de homogeneizado de quadriceps de camundongos expostos
cronicamente a fumaca do CP. A. Contetido de Myf5 normalizada pela f3-
actina em imagens representativas de western blotting. B. Producdo de TGF-$
pelo método de ELISA em homogeneizado de quadriceps. C. Atividade da
MPO por método colorimétrico. Os dados obtidos estdo expressos em média e
erro padrdo da média e quantificados estatisticamente pela anélise de varidncia
(ANOVA) two-way, seguido pelo post hoc de Newman-Keuls. Os grupos foram
considerados estatisticamente diferentes com valor de p < 0,05, onde * significa
diferenca estatistica em relagdo ao grupo ar ambiente sedentdrio e # indica
diferenca estatistica em relagdo ao CP sedentario.
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Como apresentado na Fig. 8A, o fator miogénico Myf5 foi
aumentado significantemente no grupo exercicio combinado + CP em
relacdo ao grupo sedentario + ar ambiente, os demais grupos ndo
obtiveram diferenga estatistica. Na Fig. 8B. Fator de transformagdo do
crescimento beta (TGF-B), proteina que controla a proliferacéo,
diferenciacdo celular e outras fungdes na maioria das células,
apresentou-se aumentado no grupo exposto a fumaca de CP comparado
ao sedentario + ar ambiente. Entretanto, o grupo que foi exposto ao
exercicio combinado + CP apresentou diminuicdo significativa dos
niveis de TGF-B em relagdo ao grupo de animais sedentarios CP. A
mieloperoxidase (MPO) é uma enzima liberada principalmente por
neutrofilos ativados, caracterizada pela sua propriedade pro-oxidativa e
pré-inflamatoria; na Fig. 8C, nossos resultados demostram um aumento
significativo da MPO nos grupos de animais expostos ao exercicio
combinado quando comparados aos seus respectivos controles,
sedentario + ar ambiente e sedentario + CP, respectivamente.

Figura 9 (A-F).
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Figura 9 (A-F): Dados morfologicos do tecido muscular de quadriceps de
camundongos expostos cronicamente a fumaca do CP. Na fig. 9 (A-D),
fotomicrografias do musculo quadriceps corados em coloragao de hematoxilina
e eosina, apresentadas na seguinte ordem dos grupos: (A) sedentario, (B)
sedentario + CP, (C) exercicio combinado, evidenciando aumento da fibra
muscular na seta pontilhada e nucleo central na seta preta continua, (D)
exercicio combinado + CP. O grafico (E) representa a quantificagdo do diametro
da fibra muscular de quadriceps por célculos estereologicos (densidade de
superficie — Sv); (F) representa os dados de porcentagem de centralizagdo de
nucleo nos respectivos grupos. Os dados obtidos estdo expressos em média e
erro padrio da média e quantificados estatisticamente pela analise de varidncia
(ANOVA) two-way, seguido pelo post hoc de Newman-Keuls. Os grupos foram
considerados estatisticamente diferentes com valor de p < 0,05, onde * significa
diferenca estatistica em relacdo ao grupo ar ambiente sedentdrio e # indica
diferenca estatistica em relagdo ao CP sedentario. Imagens em objetiva de 20x.

Na Fig. 9 (A-F), imagens representativas de cortes histologicos
transversais do misculo quadriceps de animais expostos a fumaca de CP
corados com coloragdo de (H&E) foram mostrados. Na Fig. 9A, o grupo
sedentario + ar ambiente apresentou morfologia das fibras musculares
de aspecto normal com nucleo periférico. Na imagem do grupo fumaga
de CP na Fig. 9B, foi possivel observar poucas fibras musculares com
nucleos centralizados e ainda uma diminui¢do da area da fibra. Na Fig.
9C, o grupo exercicio combinado apresentou aumento da area da fibra
muscular (seta pontilhada) e presenga de nucleo centralizado na
histoarquitetura do tecido no detalhe a direita da imagem evidenciado
pela seta continua. Na morfometria, na Fig. 9D houve uma diminui¢io
da area da fibra com poucas regides de nucleo central. Na Fig. 9E o
grupo CP apresentou diminuicdo do didmetro da fibra muscular
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comparado ao sedentario + ar ambiente. O grupo exercicio combinado
aumentou o didmetro da fibra em comparacdo ao sedentario + ar
ambiente e o sedentario + CP. Adicionalmente, o grupo exercicio
combinado + CP apresentou diminui¢do significativa do didmetro da
fibra muscular em comparagdo ao sedentario + ar ambiente e o CP. Na
Fig. 9F nao apresentou diferenga entre os grupos sedentarios. Somente o
exercicio combinado apresentou aumento significativo da porcentagem
de nucleo centralizado quando comparado com os grupos; sedentrio +
ar ambiente e sedentario + CP.

Figura 10 (A-B).
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Figura 10 (A-B): Imagens representativas do conteiido de ASC e caspase-1
em amostras de homogeneizado de quadriceps de camundongos expostos
cronicamente a fumaca do cigarro de palha. (A) Conteudo de ASC ¢ (B)
caspase-1, ambas normalizadas pela B-actina em imagens representativas de
western blotting (n=3). As fotos das bandas sdo representativas para o
resultado. Os dados obtidos estdo expressos em média e erro padrao da média e
quantificados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) two-way,
seguido pelo post hoc de Newman-Keuls. Os grupos foram considerados
estatisticamente diferentes com valor de p < 0,05, onde * significa diferenca
estatistica em relagdo ao grupo ar ambiente sedentario e # indica diferenca
estatistica em relagdo ao CP sedentario.

O conteado da ASC na Fig. 10A apresentou diminuigdo
significativa nos grupos sedentario + CP e no grupo exercicio
combinado + ar ambiente quando comparados ao sedentario + ar
ambiente. Na Fig. 10B houve uma tendéncia ao aumento relativo a
caspase 1 clivada, no grupo sedentario + CP em relagdo aos demais
grupos, entretanto, sem diferenca estatistica.
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5 DISCUSSAO

Durante décadas, os efeitos da fumaca de cigarro industrializado
sobre o sistema bioldgico foram alvo de diversos grupos de pesquisa. Os
constutintes quimicos do cigarro industrializado podem causar alteragao
na estrutura celular e no perfil redox pulmonar, além de contribuir para
demais alteracdes no sistema musculo esquelético e em varios 6rgaos
(Gochman et al., 2007, Menegali et al., 2009; Aydin et al., 2015).

Outras formas de tabaco podem induzir danos ao nosso
organismo. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais
essas substancias podem induzir tais alteragdes. O aumento no consumo
do CP gerou intensa preocupagdo devido aos seus possiveis efeitos
bioquimicos e moleculares sobre o sistema respiratorio e musculo
esquelético. A literatura demonstra que esse tipo de cigarro pode
aumentar o desenvolvimento de bronquite cronica e cancer de cavidade
oral (Menezes, 1997; Niel, 2008). Dados preliminares do nosso grupo
demonstram que o CP pode levar a alteragdes no epitélio respiratorio e
contribuir para o dano oxidativo pulmonar e musculo esquelético
(Camera et al., 2016). Novas terapias ndo farmacoldgicas como o
exercicio fisico, tém sido aplicadas para minimizar a disfuncdo
respiratoria e muscular relacionado aos efeitos do cigarro. A inflamagao
sistémica e o estresse oxidativo sdo importantes mecanismos de lesdo
envolvidos na resposta celular neste contexto, induzindo efeitos nocivos
independentes sobre os pulmdes e o sistema musculo esquelético
(Cielen et al., 2015). Nos pulmdes, sabe-se que ha um forte aumento na
quimiotaxia de células inflamatérias, como neutréfilos e macrofagos,
para o intersticio pulmonar (Kenedi-Feitosa et al., 2014). Nossos dados
reforcam essa informagdo, demonstrando que o CP também pode
induzir tal influxo de leucécitos no LBA.

O exercicio fisico aerébio tem efeito antioxidante e anti-
inflamatorio em resposta a fumaca de cigarro industrial, de forma
preventiva ou terapéutica (Nesi et al., 2016, Menegali, 2009). O
exercicio combinado associa exercicios aerobios e de forga. A
modalidade aerébia é recomendada para individuos com DPOC, pois
induz aumento na concentragdo de enzimas oxidativas e mitocondriais,
melhorando a capacidade ao exercicio (Tromm et al., 2015). Por outro
lado, a modalidade de forga é indicada a esses pacientes, em virtude da
fraqueza muscular relacionada a intolerancia ao exercicio (Da Luz et al.,
2011). Nosso modelo demonstrou que o exercicio combinado pode
diminuir a resposta leucocitiria no pulmao, reforcando estudos
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anteriores que mostraram que o exercicio aerobio melhora a resposta
inflamatoria induzida por cigarro em amostras de LBA (Toledo et al.,
2012). Portanto, o exercicio combinado demonstrou ser eficaz sobre o
controle da inflamag¢do pulmonar em nosso modelo.

A inflamag¢do como mecanismo de defesa natural atua contra uma
variedade de fatores nocivos, como infec¢des, doencas cronicas e
tabagismo, estdo relacionados ao aumento da producao de radicais livres
ocasionando a oxidagdo de proteinas, lipidios ¢ DNA, pulmonar e
sistémico (Salzano et al., 2014, Zang et al., 2011). Estudos indicam que
a ineficiéncia do reparo do DNA ¢ comum em pacientes com DPOC e
estd relacionado com a susceptibilidade ao desenvolvimento e
progressdo da doenga (Neofytou et al., 2012). O dano em DNA esta
ainda associado a0 mecanismo de atrofia muscular também presente no
paciente com DPOC e em condi¢des de hipoxia (Deldicque et al, 2013).
Dependendo da intensidade e do volume do treinamento, o exercicio
fisico pode modular o dano em DNA.

Recentemente foi descrito que o exercicio regular de baixa a
média intensidade evitou a instabilidade do DNA diminuindo o dano
(Danese et al., 2017). Nossos dados corroboram com tais achados, uma
vez que o a fumaga de CP induziu aumento do dano em DNA em
amostras de sangue e o exercicio combinado atenuou essa condigéo,
atuando de forma eficiente sobre o reparo do dano em DNA. Esse dano
¢ comumente associado com o estresse oxidativo, e o reparo de DNA
recorrente, ligados a condi¢do de hipdxia, podem esgotar a capacidade
regenerativa das células satélites em pacientes com DPOC, contribuindo
para disfun¢do musculo esquelética (Deldicque et al, 2013). A disfung¢éo
muscular, presente nos pacientes com DPOC, tem se manifestado,
dentre outras formas, pelo déficit da for¢ca muscular periférica,
acometendo a musculatura dos membros inferiores e, mais
especificamente, o0 misculo quadriceps femoral (Miranda et al., 2011).
A fumaga de cigarro pode induzir uma intensa resposta oxidativa
muscular (Carlos et al., 2014).

Embora dados demonstrem que a fumaga de cigarro industrial
aumente enzimas antioxidantes como a SOD em musculo esquelético
(Barreiroet al., 2012), nossos dados demonstram que o CP pode atuar de
forma distinta sobre a resposta oxidativa muscular, demonstrando uma
diminui¢do da SOD e um regulagdo positiva da resposta nitrativa, pelo
aumento de nitrito no quadriceps.

Dentre os constituintes da fumaca de cigarro, altas concentragoes
de ERO e de radical ON sdo encontrados (Nakayamma et al.,1989).
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Acreditamos que o CP pode aumentar a producdo de ON e assim,
favorecer o desvio da via oxidativa para uma via nitrativa, o que explica
o aumento do DCF e diminui¢do de nitrito nessa condigdo. O ON esta
associado a varias sinalizagdes em processos fisioldgicos e patologicos,
no entanto, em excesso também aumenta a geracdo de ERO e ERN,
principalmente na condi¢do de DPOC. Esse excesso de ON pode reagir
com o superoxido formando peroxinitrito (ONOQO"), uma ERN que pode
causar danos as macromoléculas em células musculares (Reid, 2001;
Collins et al., 2012), tal achado corrobora com nossos dados.

Por outro lado, a contracdo muscular resulta em um aumento da
produgdo de ON através de uma maior expressdo de oOxido nitrico
sintase (nONs), o que aumenta o fluxo sanguineo devido a vasodilatagio
e aumenta indiretamente a defesa antioxidante muscular durante o
exercicio (Reid, 2001; Collins et al., 2012) O mecanismo especifico
pelos quais as enzimas nNOs regulam a hipertrofia, tipo de fibra,
resisténcia, resisténcia a fadiga e microtibulos, ainda ¢é incerto. Até o
presente momento, existem possiveis mecanismos que podem permitir
que o nNOS regule varios processos fisioldgicos no musculo esquelético
(Moon Y et al., 2017). Um desses mecanismos sugere que os musculos
glicoliticos apresentem maior expressao de nNos do que os muisculos
oxidativos (Kobzik et al., 1994). Tanto em individuos fumantes como
em modelos experimentais de fumaga de cigarro, ¢ observado uma
diminuicdo das fibras musculares oxidativas com predominancia das
fibras glicoliticas (Montes et al., 2008, De Paepe et al., 2008, Gosker et
al., 2009, Rinaldi et al., 2012), sugerindo que tal tipo de fibra poderia
favorecer uma resposta nitrativa estimulada pela fumaca de cigarro.

Nossos dados corroboram com essa hipdtese, visto que
apresentam aumento de nitrito em tecido muscular exposto ao CP,
sugerindo que esse tipo de cigarro também poderia induzir tal
mecanismo. Essa via tem sido amplamente estudada em musculos
expostos a fumaca de cigarro, sugerindo que altos niveis de estresse
oxidativo e nitrativo promovem a disfun¢do musculo esquelética,
caracterizada pelo processo de atrofia por regulacdo de protedlise
muscular (Rom et al., 2012, Sukhanov et al., 2011).

Como adaptagdo ao exercicio fisico, ha um aumento da
capacidade antioxidante e essa resposta é extremamente dependente da
intensidade do treinamento (Garber et al., 2011). O exercicio combinado
em nosso modelo, otimizou a capacidade antioxidante no musculo,
aumentando a atividade da SOD e da razdo GSH/GSSG além de
diminuir a resposta nitrativa induzida pelo CP, sugerindo que esse tipo
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de exercicio é capaz de modular a resposta nitrativa por uma regulacao
positiva da via oxidativa no musculo esquelético.

A fumaga de cigarro demonstra modificagdes irreversiveis da
glutationa no epitélio da via aérea. No miuisculo, os resultados
demonstram que a fumaca de cigarro industrial diminui a atividade do
sistema glutationa (Ardite et al., 2005). Nossos dados corroboram com a
literatura, mostrando que o CP também pode diminuir a razdo
GSH/GSSG. Adicionalmente, o exercicio combinado teve a capacidade
de aumentar a resposta do sistema glutationa de forma efetiva, mesmo
sob o estimulo da fumaga de CP.

Em musculo esquelético, a resposta aguda ao estresse envolve a
sintese de proteinas de manuteng@o da estrutura e homeostase celular. A
proliferagdo celular presente na regeneragdo do tecido, também requer
aumento da sintese de proteinas, ¢ a manuten¢do do equilibrio entre
sintese e degradagdo proteica, o que pode ser regulado pela resposta
antioxidante. Como um dos principais mecanismos de controle da
degradacdo proteica, o estresse oxidativo tem o papel de impedir a
fosforilagdo da AKT, liberando o fator de transcricio FoxO que
favorece a indugdo de genes pro atroficos (Caron et al., 2013).

O fator de transcricdo de elemento de resposta antioxidante,
NRF2 é um mecanismo alternativo de resposta antioxidante que pode
regular o estresse oxidativo, principalmente por aumentar GSH e demais
sistemas de defesa que contribuem muito para o processo de
regeneragdo muscular (Al-Sawaf et al., 2014).

Nossos dados estdo de acordo com esse achado, demonstrando
que o CP diminuiu a atividade do sistema glutationa e que o exercicio
combinado, como resposta adaptativa apresentou um aumento desse
sistema em presenca de CP. Tais achados reforcam a ideia de que esse
tipo de exercicio pode reorganizar o perfil bioquimico muscular em
nosso modelo.

Embora, haja essa reorganizagdo do estresse oxidativo muscular,
nao avaliamos os possiveis danos bioquimicos para compreender essa
resposta. Entretanto, observamos em nossos dados que a morfologia
muscular sofreu intensas alteragdes, mostrando que o CP pode alterar a
resposta muscular nos animais expostos ao ar ambiente ¢ ainda impedir
o aumento de diametro muscular induzido pelo exercicio combinado. Ja
foi mostrado que a exposi¢do de fumaga de cigarro durante 15 dias
apresentou resultado semelhante ao nosso, sugerindo modelo cronico
para elucidar tais vias. Nosso trabalho confirmou tal hipotese com
modelo de 30 dias de fumaga de CP apresentando o mesmo resultado na
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alteragdo morfologica. De forma geral, a hipertrofia ¢ uma importante
adaptacdo muscular ao exercicio fisico, o que resulta na amplificagdo do
numero de elementos contrateis em paralelo ao aumento maximo de
tensdo que o musculo pode produzir (Camargo et al., 2011)

Quando exposto a fumaga de cigarro, o musculo apresenta maior
tendéncia a processos de atrofia, como uma resposta adaptativa a
hipéxia muscular. Em situagdes de pouco suprimento de oxigénio no
corpo, o tecido muscular responde com adaptagdes histologicas como a
atrofia da fibra muscular e fagocitose (Dubowitz, 2007). Esses aspectos
foram encontrados em nossos dados, mostrando que o CP também pode
gerar tal diminuicdo do diametro da fibra muscular, assim ja ¢
demonstrado em diversos trabalhos cientificos com o cigarro
industrializado (Caron et al., 2013). Niveis elevados de CO, como
observado na queima do CP, promove aumento da CoHb periférica
(Melo et al., 2005; Torres, 2009; Jardim et al. 2010), a qual interfere
diretamente na transferéncia de oxigénio para os tecidos e leva a
hipoxemia em diferentes o6rgaos (Varisco, 2004).

Nessas condi¢gdes ha uma diminui¢do da diferenciagdo muscular,
em parte, pela inibicdo da expressio do Myf5, evitando que os
precursores musculares se tornem fibras musculares p6s-mitoticas (Di
Carlo et al., 2004). Apesar de estar presente somente por alguns dias
durante o desenvolvimento embrionario, a Myf5 ainda é expressa em
certas células satélites adultas (Beauchamp, 2000), portanto, pode estar
presente em fibras musculares que passaram por processo de
regeneragdo. Especificamente, permitindo um breve impulso de
proliferagdo dessas CS em resposta a lesdes. Em acordo com esses
resultados, nossos dados demonstram uma diminuicdo do conteudo de
Myf5 no musculo exposto a fumaga de CP, sugerindo que esse tipo de
cigarro pode limitar a diferenciagdo muscular. Interessantemente, o
exercicio combinado somado a fumaca de CP demonstrou aumento da
Myf5, sugerindo melhora do perfil de regeneragdo muscular. Nossos
dados demonstraram um aumento da secrecdo de TGFp, importante
marcador de remodelamento, nos animais expostos a fumaga de CP e
aqueles do grupo exercicio combinado e CP apresentaram uma
diminuigéo dessa resposta.

O tecido muscular exposto a fumaga de cigarro apresenta
adaptacdes inflamatorias e oxidativas com objetivo de regular o
equilibrio entre a sintese e a degradacdo proteica para manutengido de
homeostase. Em resposta a processos de reducdo de massa muscular em
doengas cronicas, citocinas incluindo o TGFp, induzem o sistema Ubp,
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que reduz a massa muscular pelo aumento da degradacdo proteica
contribuindo para o quadro de disfun¢do muscular (Waning et al., 2015).

Estudos tem mostrado que o TGFP ¢ um fator importante na
inducdo de fraqueza muscular no contexto da caquexia via NADPH
oxidase Nox4 (Waning et al., 2015).

Nesse contexto, areas transversais das fibras glicoliticas tipo 11
apresentam-se substancialmente reduzidas (Li et al., 2007), tais
respostas refletem uma susceptibilidade diferencial de tipo de fibra a
inatividade fisica, bem como aumento de citocinas proinflamatorias,
hipoxia e estresse oxidativo nessa condicdo (Ciciliot et al., 2014).
Nossos dados estdo de acordo com tais achados, demonstrando um
aumento da secre¢do de TGFB e uma diminui¢do do didmetro da fibra
muscular em resposta a exposi¢ao ao CP.

Surpreendentemente, em resposta a esse mecanismo, 0 e€Xercicio
combinado com fumaga de CP apresentou uma diminui¢do de TGFf
acompanhado de uma reducdo do diametro muscular. Um estudo
mostrou uma redugdo dos niveis sist€émicos de TGF-§ apos exercicio em
pacientes com DPOC, corroborando com nossos resultados e sugerindo
que essa resposta seja mediada pela inflamagdo via TNF-a (Chiang, et
al., 2014). Outro estudo mostrou que o inflamassoma NLRP3 pode
induzir a produgdo de coldgeno, principalmente via IL-1p, ativado por
caspase-1 em musculo liso (Hughes et al., 2017). Visto a grande
limitagdo de estudos sobre o mecanismo do inflamassoma no musculo
esquelético e que suportem nossa hipdtese, ¢ de suma importincia a
associacdo de dados que possam elucidar tal via. Mesmo com aumento
de MPO no grupo exercicio combinado e fumaga de CP, evidenciando
uma intensa resposta leucocitaria, ndo foi suficiente para modular ou
estimular o processo de hipertrofia muscular em resposta ao exercicio.
Houve portanto, uma diminui¢do de massa muscular indicada pela
reducdo de didmetro da fibra incluindo a redu¢do da secre¢do de TGFf
muscular, importante indutor de colageno, ambos, induzidos pelo
exercicio em presenga de CP. Sugerimos ainda que esse mecanismo
adaptativo do exercicio combinado pode modular negativamente o
inflamassoma NLRP3, indicado pela diminui¢do de ASC em nosso
modelo, visto que o conteudo de caspase-1 clivada ndo demonstrou
diferenca significativa em nossos dados. Dados suportam nossos
achados, demonstrando que o exercicio fisico pode diminuir a ativagao
de inflamassoma em modelo de depressdo (Martins, et al., 2016),
entretanto na resposta muscular ainda é pouco explorado tal mecanismo.
Além disso, varios estudos tém demonstrado que as anormalidades
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musculares sdo manifestagdes comumente encontradas em fumantes,
levando a redugdo da capacidade ao exercicio (Barnes 2014, Gea et al.,
2015). Entretanto esses estudos referem-se ao uso de cigarro
industrializado e nosso estudo foi um dos primeiros a investigar o
possivel efeito do CP neste contexto, e se o exercicio fisico na
modalidade combinado poderia contribuir para minimizar ou evitar
essas alteragcdes no musculo esquelético quando associado 4 esse tipo de
cigarro.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, a resposta muscular no modelo de fumaga
de CP parece ser dependente da intensidade do exercicio. Acreditamos
que nosso modelo de exercicio combinado foi capaz de aumentar o
diametro da fibra muscular para os animais expostos ao ar ambiente,
porém na condi¢do de fumaca de CP, com as alteragdes metabolicas e
oxidativas geradas por esse estimulo nocivo, o exercicio sob influéncia
do CP, foi incapaz de exercer seu papel estrutural sobre o tecido
muscular e tampouco de regeneragdo. Assim, mesmo com aumento na
resposta antioxidante, o CP impediu que o exercicio modulasse
positivamente a morfologia da fibra muscular, demonstrando que em
condi¢des de fumaca de CP, considerada quadro de hipdxia, a
intensidade e tipo de exercicio tem papel chave sobre a capacidade de
regeneragao e hipertrofia muscular.
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