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Resumo



Os beneficios do exercicio na saude fisica e mental sdo bem estabelecidos como uma
alternativa para a manutencdo do bem-estar e como um meio para reduzir o risco de varias
doencas cronicas. Entretanto, quando ndo € prescrito da forma correta, est4 associado ao
estresse oxidativo, envolvido na fisiopatologia de desordens no sistema reprodutor feminino.
Nesse contexto, Spirulina platensis, uma alga com potencial antioxidante, promoveu efeitos
benéficos em modelos de musculo liso. Dessa forma, visando a busca por novas
alternativas terapéuticas, avaliou-se os efeitos do exercicio de for¢ca agudo e crdnico e um
possivel efeito preventivo da S. platensis sobre o Utero de rata. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pela CEUA/UFPB (certiddo 0211/14). Os animais foram
divididos em grupos salina (GS) e suplementados com S. platensis nas doses de 50
(GSP50) e 100 mg/kg (GSP100), grupo somente adaptado (GC, controle), grupos
exercitados e eutanasiados imediatamente (GO), 12 horas (G12) e 24 horas ap0s a sessao
de exercicio fisico (G24), grupo treinado por 8 semanas (GT) e suplementados com a alga
na dose de 50 (GT50) e 100 mg/kg (GT100). Foi avaliada a reatividade contrétil e relaxante
do utero, o balango estresse oxidativo/defesas antioxidantes sistémicas e teciduais, a
modulacdo da via das proteinas cinases ativadas por mitbgenos (MAPK) e parametros
histomorfométricos do Utero e da glandula adrenal. Observou-se que uma Unica sessao de
exercicio de forca aumentou a reatividade contratil, diminuiu a reatividade relaxante uterina,
sem alterar o estresse oxidativo tecidual nem a via das MAPK, diminuiu o nimero de
eosindfilos, aumentou a vascularizagdo e a area da camada muscular uterina, contribuindo
para o aumento da reatividade contratil, além de um aumento da &rea cortical da adrenal,
sugestiva de aumento da produgdo de hormdnios catabdlicos, como o cortisol. Tendo em
vista as diferencas entre as respostas fisiologicas agudas e crénicas do exercicio e que o
treinamento de for¢ca induz um aumento de estresse oxidativo, nos Ultimos anos, observa-se
0 aumento do consumo de suplementos antioxidantes como uma ferramenta néo invasiva
atil para diminuir o dano muscular, melhorar o desempenho no exercicio, prevenir ou reduzir
0 estresse oxidativo. Assim, hipotetizamos que o treinamento de for¢ca induziria alteracdes
na reatividade uterina por meio do aumento do estresse oxidativo e que a suplementacao
com a alga preveniria esses efeitos. Observou-se que o treinamento de forca aumenta a
eficacia contratil, diminui a poténcia relaxante e que esses efeitos sdo previnidos pela
suplementacéo alimentar com S. platensis, por meio da inibicdo da via das ciclooxigenase,
aumento na biodisponibilidade de NO e espécies reativas de oxigénio; ademas, previne a
diminuicdo da expressdo de JNK, sugerindo um papel anti-inflamatoério tanto do exercicio
quanto da suplementacdo com S.platensis e aumenta a vascularizacdo e a area vascular e
previne a reducdo da espessura do miométrio, além de previnir parcialmente o aumento da
area fasciculada e de degeneracdo lipidica, demonstrando um papel protetor frente a
liberagdo de horménios catabdlicos como o cortisol. Portanto, ressalta-se o Utero como um
orgdo-alvo para o exercicio, bem como se demonstra que o exercicio de forca agudo e
cronico alteram a reatividade uterina e a suplementacdo alimentar com a alga previne os
danos associados ao treinamento de forca revelando o potencial promissor da
suplementacdo alimentar com S. platensis em processos fisiopatolégicos que envolvem a
desregulacdes na homeostase contratil uterina e como preventiva para mulheres que
praticam atividade fisica de maneira intensa.

Palavras-chave: 1. Arthospira platensis. 2. Treinamento de forca. 3. Reatividade uterina.
4. Estresse oxidativo. 5. Alteragdes morfologicas.



Abstract



The benefits of exercise in physical and mental health are well established as an alternative
to maintaining well-being and as a means to reduce the risk of various chronic diseases.
However, when it is not prescribed correctly, it is associated with oxidative stress, involved in
the pathophysiology of disorders in the female reproductive system. In this context, Spirulina
platensis, an algae with antioxidant potential, promoted beneficial effects in smooth muscle
models. Thus, aiming at the search for new therapeutic alternatives, we evaluated the effects
of acute and chronic strength exercise and a possible preventive effect of S. platensis on the
rat uterus. The experimental procedures were approved by CEUA/UFPB (certificate
0211/14). The animals were divided into saline (GS) and supplemented with S. platensis at
doses of 50 (GSP50) and 100 mg / kg (GSP100), only adapted group (CG, control),
exercised groups and euthanized immediately (GO), 12 hours (G12) and 24 hours after
exercise (G24), group trained for 8 weeks (GT) and supplemented with algae at the dose of
50 (GT50) and 100 mg / kg (GT100). The contractile and relaxing reactivity of the uterus, the
oxidative stress balance / systemic and tissue antioxidant defenses, the pathway modulation
of the mitogen activated proteins kinases (MAPK) and the histomorphometric parameters of
the uterus and adrenal gland were evaluated. It was observed that a single strength exercise
session increased contractile reactivity, decreased uterine relaxant reactivity, without altering
tissue oxidative stress or MAPK pathway, decreased eosinophil number, increased
vascularity and area of the uterine muscular layer, contributing to the increase of the
contractile reactivity, besides an increase of the cortical area of the adrenal, suggestive of
increased production of catabolic hormones, such as cortisol. Considering the differences
between the acute and chronic physiological responses of exercise and that strength training
induces an increase in oxidative stress, in recent years the consumption of antioxidant
supplements has been shown to be a useful non-invasive tool to decrease the muscle
damage, improve exercise performance, prevent or reduce oxidative stress. Thus, we
hypothesized that strength training would induce changes in uterine reactivity through
increased oxidative stress and that algae supplementation would prevent such effects. It has
been observed that strength training increases the contractile efficacy, decreases the
relaxing potency and that these effects are prevented by dietary supplementation with S.
platensis, by inhibition of cyclooxygenase pathway, increase in NO bioavailability and
reactive oxygen species ; In addition, it prevents the decrease of JNK expression, suggesting
an anti-inflammatory role of both exercise and supplementation with S.platensis and
increases vascularization and vascular area and prevents the reduction of myometrial
thickness, besides partially preventing the increase of fasciculated area and lipid
degeneration, demonstrating a protective role against the release of catabolic hormones
such as cortisol. Therefore, the uterus is highlighted as a target organ for the exercise, as
well as showing that the exercise of acute and chronic strength alter uterine reactivity and
food supplementation with algae prevents the damages associated with strength training
revealing the potential promising dietary supplementation with S. platensis in
pathophysiological processes that involve deregulation in contractile uterine homeostasis
and as a preventive for women who practice intense physical activity.

Keywords: 1. Arthrospira platensis. 2. Strength training. 3. Uterine Reactivity. 4. Oxidative
stress. 5. Morphological changes.
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Os beneficios do exercicio na saude fisica e mental sdo bem documentados
na literatura cientifica como um meio para a manutencao do bem-estar e na reducao
do risco de varias doencas cronicas (HSU et al.,, 2014; STANTON; HANDY;
MESTON, 2018). Diretrizes do “American College of Obstetricians and
Gynecologists” recomendam exercicio regular para mulheres por seus beneficios
gerais para a saude (BARAKAT et al., 2014).

No entanto, a essa pratica esta relacionado a alteracdo do balanco redox do
organismo que pode levar ao estresse oxidativo, condicdo associada com a
fisiopatologia de varias doencas, a citar inflamacédo, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas e cancer (PINGITORE et al., 2015). O efeito do exercicio sobre
o equilibrio redox é complexo e dependente da idade, sexo, intensidade e duracéo
do exercicio (GARBER et al., 2011).

A pratica de exercicio, como o exercicio de for¢ca, esta associada ao excesso
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs), permanecendo assim, a necessidade de elucidacdo dos
mecanismos bioldgicos envolvidos e das condutas adequadas para o uso destas
atividades (FULLE et al.,, 2004). Por outro lado, mecanismos compensatérios sao
responsaveis por promoverem adaptacdes por meio do estimulo a atividade
antioxidante, anti-inflamatéria e reducdo da atividade simpatica (MARCUS et al.,
2000).

O aumento da formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) associado
ao desequilibrio das defesas antioxidantes implicam no estresse oxidativo, condicdo
relacionada a inumeras doencas como cancer, diabetes e doencas neurolégicas
(CECI et al., 2014), polipos e miomas (KASAPOVIC et al., 2008), endometriose, pré-
eclampsia e aborto (AGARWAL et al., 2012). Uma vez que altos niveis de EROs
podem ser prejudiciais por promoverem a oxidacdo de importantes componentes
celulares, como proteinas, DNA e lipidios (CECI et al.,, 2014), a modalidade
adequada e a intensidade do exercicio devem ser ajustadas, a fim de alcancar um
equilibrio entre a melhoria nos parametros relacionados a saude, a indugdo do
aumento da capacidade antioxidante e a producdo de EROs (PINGITORE et al.,
2015).

O estresse oxidativo tem sido amplamente estudado no ambito do exercicio

aerdbio, entretanto, as respostas ao exercicio anaerdGbico, como o exercicio de
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forca, ainda sé@o pouco exploradas, concentrando-se majoritariamente nos musculos
envolvidos com o exercicio, negligenciando as consequéncias para 0s outros tipos
de musculos. Assim, o interesse em se investigar as alteracbes que a pratica do
exercicio fisico possa causar na musculatura lisa € demasiadamente importante, ja
que esse musculo € o principal responsavel pelo controle da maioria dos érgaos
ocos dos sistemas do corpo e suas células estdo presentes nas paredes dos vasos
sanguineos, estdbmago, intestinos, bexiga, vias aéreas e utero (WEBB, 2003).
Adicionalmente, a regulacdo da contracdo desse musculo apresenta um papel
fundamental nos processos fisiolégicos do organismo, associando-se a condicdes
patologicas, como a hipertensdo arterial, vasoespasmos cerebrais e coronarianos,
asma bronquica, disfuncao erétil, dispepsia, diarreia, colica intestinal e uterina, além
de possiveis complicacdes no trabalho de parto (WEBB, 2003).

Considerando a importante participagdo do estresse oxidativo na etiologia de
diversas doencas, incluindo algumas desordens uterinas, e que cargas de treino mal
orientadas podem promover estresse oxidativo, nos ultimos anos, observa-se o
aumento do consumo de nutrientes que podem atuar beneficamente de forma
isolada ou associada ao treinamento fisico, para melhorar o balango redox
(BENTLEY et al., 2015). A ingestao de alimentos ou suplementos antioxidantes sao
utilizadas como uma ferramenta ndo invasiva Util para diminuir o dano muscular,
melhorar o desempenho no exercicio, prevenir ou reduzir o estresse oxidativo e
melhorar o tempo de vida com menores riscos especificos que o exercicio
extenuante produz em atletas (PETERNELJ; COOMBES, 2011; BRISSWALTER,;
LOUIS, 2014).

Nesse contexto, os organismos marinhos tém desempenhado um papel
relevante entre os produtos naturais, pois fornecem metabdlitos secundarios com
grande diversidade quimica, destacando-se entre eles os compostos derivados de
algas (DE ALMEIDA et al.,, 2011). Um dos organismos marinhos que merece
destaque é a Spirulina platensis (Oscillatoriaceae), alga azul-esverdeada que vem
ganhando mais atencédo devido as suas propriedades medicinais e nutricionais,
gracas as suas propriedades antioxidantes (SHARMA et al., 2007) e seus efeitos
sobre a musculatura lisa de aorta (BRITO, 2014), traqueia (BRITO et al., 2015), ileo
(FERREIRA, 2018) e corpo cavernoso (SOUZA, 2018; DINIZ, 2019)
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Diante desse cenério, destaca-se que o numero de pesquisas relacionadas
com a prética de exercicio, em especial com o exercicio de for¢ca, em mulheres ainda
é reduzido. Além disso, a intersec¢do da Spirulina platensis e do treinamento fisico
merece ser investigada. Assim, hipotetisamos que o exercicio de forca altera a
homeostase uterina por meio de aumento no estresse oxidativo, o qual pode trazer
danos ao sistema reprodutos feminino e que esses podem ser prevenidos pela

suplementacéo alimentar com S. platensis.
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2.1 Exercicio fisico: respostas adaptativas e implicacdes na saude

A atividade fisica e o exercicio fisico estdo associados a numerosos
beneficios de saude fisica e mental em homens e mulheres, sendo recomendado
para a manutencdo do bem-estar e como um meio para reduzir o risco de varias
doencas cronicas incluindo doenca cardiaca corondria, hipertensdo, diabetes
mellitus tipo Il, osteoporose, cancer de colon, e ansiedade e depressao (PATE et al.,
1995; McKINNEY et al., 2016).

Atividade fisica (AF) pode ser definida como qualquer movimento corporal
produzido pela contracdo do musculo esquelético com ativacdo de mecanismos de
mobilizacdo de substratos energéticos e variam desde atividades com base em
interesses pessoais até por necessidades tais como caminhadas, jardinagem e
danca e tém como elemento comum 0 gasto energético, embora a intensidade e
duragdo possam varia consideravelmente. Dessa forma, ndo pode ser considerado
um sindnimo de exercicio fisico ou treinamento fisico, que é definido como toda AF
planejada, estruturada e repetitiva que tem por objetivo a melhoria e a manutencgéo
de um ou mais componentes da aptidao fisica (HOWLEY, 2001; NOAKES, 2007;
TEIXEIRA, 2010).

Existem consideraveis diferencas interindividuais nas respostas aos
programas de exercicios estruturados que podem ser classificadas como agudas ou
cronicas. Efeitos ou respostas agudas para a saude sao as mudancas relacionadas
a saude que ocorrem nas horas apds uma sessao de atividade fisica e visam ajustar
o organismo a condicdo desafiadora do exercicio. Ja os efeitos crénicos
(treinamento) ocorrem ao longo do tempo devido a alteragdes na estrutura ou fungao
de varios sistemas, independente de efeitos agudos. Assim como nas respostas
agudas tardias, as respostas crbnicas sdo associadas a melhoria dos sistemas
fisiologicos (HOWLEY, 2001).

O treinamento regular exerce inumeros efeitos benéficos a satde humana por
meio da inducdo de adaptacdes homeostaticas nos diversos sistemas fisioldégicos
como, por exemplo, o cardiorrespiratério e o muscular. (COGGAN; WILLIAMS,
1995). As respostas regulatorias desses sistemas perante o treinamento fisico
variam conforme a intensidade, duragdo, tipo de exercicio e progressoes

empregadas.
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Nesse contexto, a edicdo atual de diretrizes para prescri¢cdo de exercicios do
‘American College of Sports Medicine” (ACSM) ajudaram a esclarecer as
recomendacdes de atividade fisica para a saude ao fornecer recomendacfes
cientificas baseadas em evidéncias para saude e condicionamento fisico, destinadas
a profissionais no desenvolvimento de prescricdes de exercicio de forma
individualizado prescri¢cdes para adultos saudaveis de todas as idades (GARBER et
al., 2011).

Assim, a magnitude do efeito de um regime de treinamento especifico pode
variar significativamente entre os individuos, bem como os individuos submetidos ao
treinamento que podem nao responder como esperado (GARBER et al., 2011).
Multiplos fatores estdo associados a variagdo nos efeitos do treinamento entre
individuos, incluindo as caracteristicas do regime de treinamento, condicdes
ambientais e numerosos fatores individuais, tais como atividade fisica habitual, nivel
de aptidao fisica prévio, genética, e fatores psicoldgicos, idade e sexo (MARCUS et
al., 2000).

O exercicio pode se apresentar em diferentes formas, sendo conveniente
sistematizar algumas formas de classificagéo. Inicialmente, tendo como pressuposto
a via metabdlica predominante, o exercicio pode ser classificado como aerébicos e
anaerébicos. O modelo de exercicio aerébico esta envolvido em diversos grupos
musculares, por meio de atividades dinamicas que aumentam a frequéncia cardiaca
e 0 gasto de energia significativamente, como, por exemplo, caminhada, corrida e
ciclismo. A realizagdo constante desse tipo de exercicio esta associada a melhorias
no sistema cardiovascular e nos musculos esqueléticos. Em contrapartida, os
exercicios do tipo anaerdbico, como os exercicios de forca, sdo realizados com
intensidades elevadas e a maior parte da energia é obtida da glicolise ou da
fosfocreatina armazenada (GASTIN, 2001).

Diante disso, tém se investigado cada vez mais a forma pela qual o exercicio
fisico atua e interage de maneira a induzir as adaptacdes estruturais e funcionais
que aprimorem o desempenho fisico e propiciem resultados desejaveis a aquisi¢édo e
manutencdo de bons niveis de aptidao fisica, relacionada a saude (TEIXEIRA,
2010). Nesse cenario, a ciéncia busca constantemente aprimorar o conhecimento

dos eventos ligados a pratica constante de AF.
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Com o intuito de contribuir para a compreensédo dos mecanismos envolvidos
nas respostas ao treinamento fisico, as pesquisas farmacoldgicas se mostram como
uma importante ferramenta e os estudos de reatividade sdo utilizados para explicar
alteracbes promovidas pelo exercicio em varios processos importantes, como
hipertensdo (FARIA et al., 2010), melhoria na erecdo peniana (CLAUDINO et al.,
2010), diarreia e sangramento intestinal (PEDERSEN et al., 1998) e desordens nas
funcdes reprodutivas como disfuncdes no ciclo menstrual (WARREN; PERLROTH,
2001).

Estudos realizados demonstram que o exercicio aerébico cronico de natacao
altera a reatividade contratil do ileo de rato ao KCl e ao carbacol, diminuindo a amplitude
da contracgdo intestinal e promovendo altera¢cdes em nivel tecidual para estabelecer uma
adaptacdo do 6rgao ao exercicio (ARAUJO et al., 2015). Outros achados revelaram que
exercicio agudo de natacdo promoveu uma diminuicdo da reatividade relaxante e um
aumento da reatividade contratii da aorta de rato, seguido por um aumento na
peroxidacao lipidica em aorta e coracao de rato; além disso, potencializou a reatividade
contratil e diminuiu a reatividade relaxante em traqueia de rato, acompanhado de um

aumento da peroxidacéo lipidica (BRITO et al., 2015).

2.1.1 Exercicio de forca

Até o inicio do século XX, os programas de exercicios para promoc¢do da
saude eram baseados, essencialmente, em exercicios aerébicos e dinamicos para
membros inferiores, como corrida, caminhada e ciclismo. Isso porque a “American
Heart Association” e a ACSM nao recomendavam o exercicio de forca ou resistido,
porque se acreditava que este era limitado ao aumento de massa muscular
(ROBBINS; O'CONEELL, 1998; STANTON; HANDY; MESTON, 2018). Todavia, 0
namero de estudos que corroboram os beneficios do exercicio resistido tém
aumentarado (POLLOCK et al., 2000).

O treinamento com exercicios resistidos € uma atividade na qual as
caracteristicas forca, resisténcia e massa muscular sdo desenvolvidas e mantidas,
ocasionando mudancas para o organismo, principalmente em aspectos relacionados
com regulacdo metabdlica, hipertrofia e coordenacdo motora, além de melhorar
aspectos funcionais das atividades de vida diaria (NOBREGA et al., 1999).
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Dentre os diversos beneficios do treinamento resistido destacam-se os efeitos
positivos sobre as dinamicas que controlam a homeostasia da musculatura
esquelética, melhoria na sintese proteica e promocéao de hipertrofia das fibras e do
aumento na forca muscular (JOZSI et al., 1999). Para suprir a demanda metabdlica
promovida pela atividade fisica constante, sdo necessarias adaptagdes fisiologicas
de todos os sistemas (ZANCHI et al.,, 2010), gerando alteracbes expressivas em
outros 6rgaos nao relacionados diretamente com o exercicio.

O exercicio de forca realizado de maneira crénica, possui propriedades
imunomoduladoras, aumenta os niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a), cortisol em homens destreinados (GORZI et al, 2012) e alteracbes na
reatividade relaxante e aumento da peroxidacéo lipidica (COSTA et al.,, 2014). A
pratica dessa modalidade de exercicio fisico, requer uma alta demanda de energia,
0 que pode impor um forte estresse sobre a homeostase do corpo, levando as
alteracbes hormonais como a liberagcdo de cortisol, o hormdnio catabdlico no
sangue, o que por sua vez, pode causar disturbios no sistema reprodutivo feminino
(WARREN; PERLROTH, 2001).

Apesar das alterac6es na responsividade em resposta ao exercicio de forca
estar sendo investigada, os protocolos de treinamento sdo bastante distintos e
distantes do que poderia ser extrapolado para humanos. Em nosso estudo, além de
avaliar a reatividade relaxante e contratil, o protocolo de treinamento utilizado foi
baseado em um praticado por humanos em condicfes reais de atividade fisica, com
exercicios de saltos, simulando o exercicio de agachamento. O protocolo era
constituido por 4 séries de 10 repeticdes, com carga progressiva partindo de 50%
até 80% de 1 RM por um periodo de 8 semanas, cumprindo com as premissas
adequadas para prescricdo de exercicio para humanos (GARBER et al., 2011;
MARQUETI et al., 2006).

Este protocolo ja havia sido proposto em um estudo para induzir hipertrofia
muscular em ratos (MARQUETI et al., 2006) e foi evidenciado que o efeito de
melhoria relaxante e reducdo da resposta contratil j& consolidado na literatura para o
treinamento aerdbico também é observado para o treinamento de forca adotado
nesse estudo com caracteristicas mais proximos das adotadas por humanos. Além
disso, os resultados demonstram entdo uma melhor resposta vasodilatadora e uma

inibicdo vasoconstritora poderiam explicar a reducdo da presséo arterial que tem
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sido observada em humanos que se submetem a programas de treinamento de
forca, como ja bem descrito em artigos (LIMA et al., 2013; BRITO et al., 2014) e
metanalises publicadas (CARDOSO et al., 2010; ANUNCIACAO; POLITO, 2011).

De maneira geral, o niumero de estudos correlacionando o treinamento de
forca e a reatividade de modelos de musculo liso ainda sdo bastante reduzidos,
sendo realizados em sua maioria em leitos vasculares. Diante disso, h4 uma
necessidade da ampliacdo dessas investigacbes, principalmente porque as
caracteristicas mecanicas entre o exercicio aerobio e o exercicio de for¢ca séo
diferenciadas. Como o exercicio aerébio demanda um periodo de trabalho muscular
prolongado, e no exercicio de for¢a o trabalho muscular € de natureza descontinua,
ha diferencas no padrdo do fluxo sanguineo periférico, de modo que as funcdes
vascular, intestinal, respiratdria e uterina podem apresentar comportamento bastante

distinto, fendmeno este que necessita ser mais explorado.

2.1.2 Exercicio e o sistema reprodutor feminino

Nas dultimas décadas, as mulheres tornaram-se cada vez mais ativas
fisicamente e evidéncias demonstram que o treinamento fisico pode aumentar
autoestima, aptiddo cardiorrespiratdria, ovulacdo, regularidade menstrual, enquanto
diminui a resisténcia a insulina e gordura corporal (BANTING et al., 2014). Apesar
disso, varios estudos relataram que o sistema reprodutor feminino é altamente
sensivel ao estresse fisiologico e mulheres praticantes cargas excessivas de
treinamento fisico podem ser acometidas de osteoporose e de distirbios
reprodutivos, incluindo menarca tardia, amenorreia primaria e secundaria e a
oligomenorreia que ocorrem em 6 a 79% das mulheres envolvidas em atividades
atléticas (WARREN; PERLROTH, 2001; SOUZA; WILLIAMS, 2004).

Quando a pratica do exercicio esta associado a baixa ingestdo calérica com
ou sem comportamento de desordem alimentar, relaciona-se a alteracdes
enddcrinas que levam a disfungbes menstruais, além de comprometimento do
desempenho, problemas gastrointestinais e aumento do risco de lesées (BURKE, et
al., 2018).

Adicionalmente, o exercicio também esta associado a um conjunto de riscos

para a atleta feminina entre eles, alteragdo no eixo hipotalamo-hipoéfise-ovario
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resultando em disfung&o hipotalamica com consequente a alteragéo da liberacdo do
GnRH. Alto nivel de cortisol sérico resultante do estresse fisioldgico induzido pelo
exercicio somado a baixa disponibilidade de energia resultante sao fatores
relacionados a supressdo da liberacdo de gonadotrofina e hipoestrogenismo
observados em mulheres atletas (MORAVAT et al., 2014).

No sistema reprodutor feminino, o exercicio induz eventos de
isquemia/reperfusdo que podem ser associados com o aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) devido ao desvio do débito cardiaco para o
musculo esquelético em atividade e para a pele, resultando na em isquemia na
regido pélvica, eventualmente causando estresse oxidativo durante a reperfusdo no
periodo da recuperacdo. O exercicio fisico agudo pode ser considerado como um
estressor, com potencial para aumentar as EROs, principalmente por meio da
producdo mitocondrial de superéxido e de peroxido de hidrogénio, mas também
através de outros mecanismos, como isquemia-reperfusdo, auto-oxidacdo de
catecolaminas e ativacdo de neutrofilos (JI., 1996). Disfuncées no hipotalamo e
alteracbes na secrecdo do horménio regulador da liberacdo de gonadotrofina
(GnRH), resultando em menarca tardia, amenorreia, oligomenorreia, redugao da
fase lutea e ndo ovulacdo (DADGOSTAR et al., 2009). Quando associado com uma
baixa ingestdo nutricional, o exercicio pode causar estados patoldgicos, tais como
transtornos alimentares e osteoporose (WEIMANN, 2002).

No entanto, informacdes acerca dos efeitos do treinamento na fungao uterina
sd0 vagas e na auséncia de dados sobre o tipo de exercicio, intensidade ou duragao
que gere beneficios para mulheres, o uso desse meio como alternativa para a saude
se torna um implemento desafiador. Assim, é relevante destacar que estudos que
demonstrem as alteragbes que a pratica de exercicio intenso, como o exercicio de
forga, exercem em tecidos ndo diretamente envolvidos com o movimento, tais como
o sistema reprodutor feminino, se fazem necessarios a fim de fornecer as
informacgdes necessarias para os profissionais de saude que o recomendam como
uma ferramenta terapéutica, deixando-os cientes da influéncia positiva ou negativa
do exercicio de forga sobre a fisiologia uterina, bem como da sua relevancia como
terapia adjuvante em desordens uterinas como dismenorreia, prevengao do aborto,

entre outras.
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2.2 Fisiologia uterina

O masculo liso uterino pode geralmente ser delineado em duas camadas
situadas entre o revestimento do Utero (endométrio) e a camadas de protecao
externa (perimétrio) (YOUNG, 2007; ARROWSMITH et al., 2014). Em espécies nao-
primatas, o miométrio € formado por duas camadas distintas: uma camada
longitudinal exterior e uma camada circular interna, acomodadas de forma
perpendicular umas as outras, sendo esta a maior camada que compde o utero. No
entanto, no ser humano, a subestrutura do miométrio ndo é tdo bem definida
(HUSZAR; NAFTOLIN, 1984). A espessura do miométrio € composta de feixes
musculares entrelagcados que frequentemente envolvem numerosos vasos
sanguineos. Este arranjo histologico é fundamental para caracterizar a formacédo da
placenta hemocorial caracteristica de primatas (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

As forcas contrateis deste 6rgdo podem ocorrer em qualquer dire¢cdo que o
permite assumir praticamente qualquer forma, assim atribuindo ao (tero a
capacidade de realizar suas funcbes fisioldégicas, como, propiciar um ambiente
protetor para o desenvolvimento do feto, que se da através do crescimento e
estiramento durante a gravidez. JA& nos mecanismos do trabalho de parto, ele se
contrai ritmicamente para expulsar o feto e a placenta, além de contrair-se também
para renovar as células do endométrio (SOSA-STANLEY; BHIMJI, 2017; GRUBER,
2011).

A reatividade do musculo liso uterino, possui um papel critico na regulacéo e
no controle da atividade contratil do miométrio sendo que muitos problemas como
abortos, partos prematuros, hemorragias poés-parto e coélicas uterinas estao
associados a uma regulacdo anormal da contratilidade desse musculo (WORD,
1995; WRAY et al., 2001; SHMYGOL; WRAY, 2004).

O miométrio € um tecido excitavel, ou seja, aciona potenciais de acao e
possui um potencial de repouso de membrana significativamente negativo (WRAY et
al. 2001). Além disso, pode ser considerado miogénico, cujo potenciais de acédo sdo
produzidos pelas células musculares sem a necessidade de estimulos extrinsecos
(nervoso, hormonal, mecénico) (WRAY, 2003). O controle de um musculo
miogenicamente ativo, como 0 miométrio, esta intimamente relacionado a expresséo
de canais ibnicos e suas propriedades e niveis de expressdo que irdo conduzir ou

amortecer o disparo de potenciais de agdo e, portanto, as mudancas de célcio e
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ciclagem de pontes cruzadas de actina e miosina (WRAY et al., 2015), por meio da
ligacdo ciclica da porgcdo globular da miosina com a actina, seguida por uma
mudanca do angulo de orientacdo do complexo actina-miosina, permitindo o
deslizamento de um filamento sobre o outro (HUXLEY; NIEDERGERKE, 1954).

Nas células musculares lisas uterinas, a forca de contracdo depende do
equilibrio entre as atividades da cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) e da
fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) porgue estes ditam a extensédo da
fosforilacdo da miosina e, portanto, a contracédo. A fosforilacdo das cadeias leves por
MLCK é responséavel por causar contracdo e a desfosforilacdo pela MLCP provoca
relaxamento (Figura 1).

As contracBes uterinas acontecem pelo acoplamento farmacomecéanico e
eletromecanico, que se dao predominantemente, por aumento na concentracdo de
célcio citosdlica ([Ca?']c) (AGUILAR; MITCHELL, 2010), sendo o acoplamento
farmacomecanico induzido pela liberacdo de célcio (Ca®") dos estoques
intracelulares mediados por 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e o acoplamento
eletromecanico de contragéo relaciona-se com a mudanca no potencial de repouso
promovendo a despolarizacdo da membrana, desencadeando o influxo de Ca?'
pelos canais de cacio dependentes de voltagem (Ca,) e, consequentemente, uma
resposta contratil. Essa despolarizacdo esta, geralmente, associada diretamente a
um aumento da concentracdo extracelular do jon potassio ([K* ]e) ou indiretamente
pela acdo de agonistas que possuem acoplamentos mistos (eletro e farmamecanico)
(AGUILAR; MITCHELL, 2010).

A atividade uterina pode ser modulada por diversos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs). Por exemplo, os receptores acoplados a Ggi11, cOmo os de
ocitocina (OT), de prostanoides (FP e TP), da endotelina (ET-A e ET-B) ativam a
cascata do inositol, mediando a producédo de IP3 ¢ estimulando a liberacdo de Ca**
do reticulo sarcoplasmatico (RS). Os agonistas contrateis também podem elevar a
[Ca®']. através de receptores de rianodina (RyR) presentes na membrana do RS e
estimular o influxo desse ion pelos multiplos tipos de canais, incluindo canais de
Ca** operados por estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001;
MCFADZEAN; GIBSON, 2002). O aumento da [Ca®']. favorece a ligacéo do Ca®" &

calmodulina (CaM) e este complexo ativa a MLCK para fosforilar a cadeia leve da
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miosina (MLC) e promover a interacdo de miosina com actina, levando a contracao
(VAN BREEMEN; SAIDA, 1989) (Figura 1).

Figura 1 — Mecanismo de contracdo uterina induzida pela ativacdo do receptor de ocitocina.
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A ligagéo de ocitocina ao seu receptor (OT), ativa G,q11, que ativa PCL, que hidrolisa PIP,
em IP; e DAG. IP; ativa seus receptores no RS e libera Ca®', enquanto o ativa a PKC. A
ativagéo de G,q11 promove a abertura de Cay e a entrada de Ca?', direta ou indiretamente,
por um mecanismo ainda ndo bem esclarecido. Aléem disso, Ggq1: inibe a PMCA,
aumentando a [Ca®*"].. O aumento de Ca?* forma o complexo 4Ca*'-CaM que ativa a MLCK,
resultando na interacdo actina-miosina e contragdo do musculo liso do miométrio. Em
adicdo, a ativacdo de PKC pelo DAG resulta em ativacdo da CPI-17 e da MAPK, que ativa
PLA,, contribuindo para producgéo de prostaglandinas contrateis. A ativacdo de OTR também
ativa Gj,13, que ativa RhoA e ROCK. Tanto ROCK como CPI-17, inibem MLCP, levando ao
aumento da fosforilagdo da MLC em um mecanismo conhecido com via de sensibilizagdo ao
Ca®*. A ativagéo de OT também aumenta a producio de prostaglandinas em outros tecidos
uterinos, que atuam como sinalizadoras paracrinas no miométrio. As setas vermelhas
indicam a influéncia direta sobre a [Ca®]., enquanto as setas plrpuras e azuis indicam as
vias de sinalizac&o independentes de Ca®* para a contragéo do miométrio.

Fonte: Adaptado de ARROWSMITH; WRAY, 2014.
A ocitocina, parte integrante do trabalho de parto em mamiferos, permanece o

horménio melhor estudado em relacdo aos efeitos sobre a excitabilidade uterina e

exerce efeito pro-contratilidade na conducdo do trabalho de parto, uma vez que
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aumenta a duracdo potenciais de acdo e aumenta sua frequéncia (NAKAO et al.,
1997). A ligacao da ocitocina ao seu receptor também leva a ativagdo de proteinas
Rho (uma familia de proteinas de homologia Ras) regulam as interacdes actina-
miosina e a sensibilidade ao Ca?* nas proteinas contrateis do musculo liso. No
miométrio, RhoA é ativada principalmente via ativacdo de proteinas Gqiz;13, que por
sua ativa a Rho cinase (ROCK). ROCK entéo inibe MLCP por fosforilacdo de sua
subunidade de ligacdo a miosina (MYPT1), inibindo assim a desfosforilagdo da
cadeia leve da miosina. Isso produz um maior nivel de fosforilacdo da cadeia leve da
miosina, sendo esse processo de manutencdo da contragcdo também conhecido
como via de sensibilizagéo ao Ca®* (Figura 1).

ApoOs a ativacdo do receptor de ocitocina, a proteina cinase C (PKC) ativado
pelo diacilglicerol também pode afetar a atividade da MLCP, quer pela fosforilacdo
da fosfatase diretamente, ou via peptidio inibidor de fosfatase ativada por PKC, de
17 kDa (CPI-17), um inibidor especifico da MLCP do musculo liso (ARROWSMITH et
al., 2014). Estes efeitos da ocitocina podem ser parcialmente explicados por suas
acoes nos mecanismos de influxo e efluxo de Ca* e também através de canais Ca**
operados por estoque (WRAY et al., 2015) (Figura 1).

Além das influéncias diretas da ocitocina na relagéo forca-célcio no miométrio,
esse homonio pode ter outras funcdes que modulam a contracdo miometrial
independente do aparelho contratil, tais como: aumentando a expressado de conexina
no corpo luteo facilitando a coordenacdo e a sincronicidade das contracdes do
miométrio;sinalizacdo do receptor OT em tecidos como amnidn e descidua; nas
células do epitélio amniético humano foi evidenciado por Terdizou e colaboradores
um aumento nas concentracées de RNAm para OTR no inicio do trabalho de parto,
e a incubacdo dessas células com a ocitocina mimetizou uma ativacdo da ciclo-
oxigenase do tipo 2 e sintese da prostaglandina E, . F.,, que, via ativacdo da
proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK) pela PKC, medeia alteractes
contrateis no utero (ZINGG; LAPORTE, 2003; WRZAL et al., 2012). (Figura 1).

As prostaglandinas (PGs) sédo ramificacbes de uma grande familia de
compostos enddgenos biologicamente ativos (PAYTON; BRUCKER, 1999),
membros da familia dos eicosanoides, derivados do acido araquiddnico (AA) por
meio da conversdo do AA pela enzima ciclo-oxigenase (COX). As PGs séo

moduladoras - chave da contragdo do miométrio e a dismenorreia priméaria esta
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relacionada com um elevado nivel de prostaglandina no periodo da menstruagéo
(CHWALISZ; GARFIELD, 2000).

O relaxamento uterino é mediado pela ativacdo de receptores acoplados a
proteina Gs como o0s [;-adrenérgicos, prostanoides (EP. e IP), receptores de
5-hidroxitriptamina (5-HT7) que aumenta os niveis de monofosfato ciclico de
adenosina (CAMP) do miométrio. Além disso, os receptores acoplados a Gi/o, como
0s apy-adrenérgicos, 0s receptores M, da acetilcolina e o 5-HT; da serotonina
potencializam a contratilidade por inibir a producdo de cAMP (BERNAL, 2003). A
regulacdo fisiologica do miométrio uterino também é modulada pelo 6xido nitrico
(NO), um conhecido indutor de apoptose, que pode participar na iniciagdo e controle
do sangramento menstrual (JOHNSON et al., 2004) e a liberacdo basal de NO esta
envolvida na sintese de prostaglandinas, especialmente de PGE,, resultando no
relaxamento do Utero ndo-gravido (SIEMIENIUCH et al., 2009).

Sabendo-se que essas vias de sinalizacdo estao presentes e sao importantes
na regulacao da contratilidade muscular lisa do utero, sendo os provaveis alvos para
0 exercicio e a para a suplementacdo alimentar com S. platensis, pretende-se
investigar o mecanismo de a¢ao preventivo da alga no Utero de ratas submetidas ao
exercicio agudo de forca, além de compreender os mecanismos fisiologicos,
bioguimicos e moleculares envolvidos nas alteracdes causadas pelo exercicio no
sistema reprodutor feminino, sendo esse um fator imprescindivel para o

acompanhamento e prescricdo do exercicio fisico.
2.3 Estresse oxidativo

A geracdo excessiva de EROs leva a morte celular morte por apoptose ou
necrose, entretanto, o0s niveis homeostaticos e fisiologicos das EROs séo
indispensaveis na regulacado de diversos processos celulares, incluindo funcéo de
canal idnico/transportador, produgdo de “spikes” de Ca?", ativacdo de proteinas
cinase/fosfatase e expressao génica (WANG et al., 2008; ZHAO et al., 2013).

As EROs se referem tanto aos radicais derivados do metabolismo do O,
como também a derivados “n&o radical reativo ao O, (por exemplo, peroxido de
hidrogénio), assim como o termo espécies reativas de nitrogénio (ERNs) referem-se

aos radicais de nitrogénio reativos a outras moléculas em que o centro reativo € o
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nitrogénio (POWERS; JACKSON, 2008). As EROs e ERNs mais comuns, na ordem
de capacidade reativa, sdo: anion superéxido (O;™), peroxido de hidrogénio (H.0,),
radical hidroxila (HO"), oxigénio singleto (*O,), radical peroxila (HO,"), 6xido nitrico
('NO) e peroxinitrito (ONOOY), radical peridroxila (HO;"), radical hidroperoxila
(ROOH), acido hipocloroso (HCLO), ozbnio (O3) e diéxido nitrico (NO,) (POWERS;
JACKSON, 2008).

A cadeia respiratoria mitocondrial € a principal via para a geracao de radical
em sistemas biolégicos que envolve o transporte de elétrons mitocondrial, onde o
oxigénio é utilizado para a producdo de ATP. O complexo enzimatico da
nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato reduzida (NADPH) inicia a cascata de
reacbes oxidativas ao produzir o O% (LIU et al., 2016; SILVA et al., 2013). Em
seguida, o0 O* é dismutado a H,0,, através de reacdes espontaneas ou catalizadas
enzimaticamente. Ambos O% e H,0, podem reagir, na presenca de ferro ou outros
metais, para formar o radical OH (BRUNORI; ROTILIO, 1984) (Figura 2).

Sob condi¢des fisioldgicas, a maior parte do oxigénio consumido pelas células
€ reduzida a agua na mitocondria por meio de uma série de reducdes de unielétrons
através da acao do complexo citocromo oxidase. No entanto, 1-5% da passagem de
oxigénio ao longo da cadeia respiratéria pode dar origem ao O;", que conduz a
outras espécies ndo radicalares (H,O;) e radicais (HO"). No entanto, pode haver
outros locais de geracdo de espécies reativas na cadeia de transporte de elétrons
(SUGAMURA; KEANEY, 2011). As mitocdndrias também geram o 6xido nitrico, que
pode reagir com O, para formar peroxinitrito ONOQO’", um potente oxidante (GIULIVI,
1998) (Figura 2).

Ademas, outros meios importantes para producdo dos radicais livres
englobam microssomos e diversas enzimas, destacando-se a xantina oxidase, a
mono-oxigenase P450, a ciclo-oxigenase, a lipoxigenase, a indolamina dioxigenase
e a monoamina oxidase (MATSUZAWA-NAGATA et al., 2014; MATSUDA;
SHIMOMURA, 2013).

Quando as EROs se apresentam em concentracbes fisioldgicas,
desempenham um importante papel na modulacdo da expressdo de genes e na
sinalizacao das vias de transducao celulares (SEN; PACKER, 1996; FINKEL, 2003).
No entanto, quando sdo produzidas em excesso por um tempo consideravel, elas

podem atacar macromoléculas como as proteinas celulares, lipidios de membrana e
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DNA, além de aumento nas respostas pré-inflamatérias (XU et al., 2006; EMERIT et
al., 2004).

Figura 2 - Reac0es e transformacdes do anion superéxido.
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SOD sao enzimas que catalisam a dismutacéo do superéxido (O,”), produzindo peréxido de
hidrogénio (H,O,). A catalase (CAT), glutationa peroxidases (GPXs) e as peroxiredoxinas
PRXs convertem H,O, em agua. H,O, pode reagir com metais ativos redox (por exemplo,
ferro) para gerar o radical hidroxi (OH ) através da reacdo de Fenton / Haber-Weiss. A
reacao entre o O," e 6xido nitrico (NO ) produz ONOQO", cuja decomposicao, por sua vez, da
origem a alguns intermediarios altamente oxidantes incluindo NO,, OH " e CO; e NO?.
Assim sendo, quando os niveis de O,” aumentam, pode diminuir a biodisponibilidade de NO
" e gerar ONOO™. O," por si s6 pode reduzir o ferro férrico (Fe®*") ao ferro ferroso (Fe*") no
centros ferro-enxofre de proteinas, levando a inativagdo enzimética e concomitante perda de
Fe®* das enzimas, que por sua vez alimenta a protonacdo de O," que pode formar o radical
hidroperoxil mais reativo (HO,)).

Os alvos relativamente bem reconhecidos da sinalizacdo de EROs incluem
proteinas fosfatases (PTPs), proteinas tirosina cinase nao receptoras (PTKSs),
proteina cinase C (PKC), proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKS) e fatores
transcricionais (TFs) (WHANG et al.,, 2018) e se da principalmente pela acéo
potencialmente téxica do O," que pode oxidar aglomerados de ferro-enxofre nas
proteinas (por exemplo, o ciclo de Krebs e a enzima citosolica aconitase), resultando
em perda da atividade enzimatica. Além disso, o atomo de ferro liberado neste
processo pode reduzir diretamente o H,O, e gerar radicais altamente tdxico
(LIOCHEV; FRIDOVICH, 1999; IMLAY, 2003).
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As células produzem continuamente espécies reativas como parte dos
processos metabolicos. Estes radicais livres sdo neutralizados por um elaborado
sistema de defesa antioxidante que sdo agrupados em sistemas enzimaticos (sdo os
primeiros a agir) e ndo enzimaticos. Enzimas antioxidantes principais incluem a
SOD, a CAT e as enzimas dependentes da glutationa, como a glutationa peroxidase
(GSH-Px), a glutationa S-transferase (GST), a glutationa redutase (GSH) e a
glutationa sintetase (RAHA; ROBINSON, 2000; POWERS; JACKSON, 2008).

O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua
formacéao, principalmente pela inibicdo das reagbes em cadeia com o ferro e o cobre.
Um segundo mecanismo € através da interceptacao de radicais livres, impedindo o
ataque sobre os lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos acidos
graxos poliinsaturados e as bases do DNA. Antioxidantes obtidos da dieta séo
extremamente importantes na intercep¢ao. Outro mecanismo € o reparo das lesdes
através da remocdo de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das
membranas celulares danificadas (BLOOMER, 2008).

A SOD existe em trés isoformas, duas das quais que sdo intracelulares:
SOD1, responsavel por aproximadamente 90% da SOD total e existe no citoplasma
e combina com cobre ou zinco para formar um dimero; e SOD2, um indutivel enzima
mitocondrial que combina com manganés para formar um tetramero. SOD3 existe no
espaco extracelular e combina com cobre ou zinco para formar um tetramero (ZHAO
et al., 2013).

Estudos demonstraram que a perda da atividade da SOD estd associada a
niveis aumentados de dano oxidativo como peroxidacdo lipidica da membrana,
carbonilacdo de proteinas e quebra de DNA, sugerindo que a remocéo insuficiente
do O produzido endogenamente é deletério para a célula (VAN REMMEN et al.,
2003; ELCHURI et al., 2005; YANG et al., 2007). Além disso, a decomposicdo do
ONOO™ (formado a partir do O;") também resulta na formacao de algumas espécies
reativas como OH °, NO;' e CO3’ (THARMALINGAM et al., 2017) e as SODs séo as
Unicas enzimas que podem prevenir essa formacao

Dessa forma, constata-se o papel fundamental dessa enzima antioxidante e
sua perda pode induzir potencialmente um aumento do estresse oxidativo e
nitrosativo, além do mais, também pode ser toxica por perturbar a sinalizacdo de

EROs diminuindo a concentracdo de H,0,. De fato, 0os mais conhecidos
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mecanismos de como as EROs agem como moléculas sinalizadoras consistem na
oxidacao pelo H,O, de grupos tiol presentes nos residuos de cisteinas de proteinas-
chaves com funcdes reguladoras (FINKEL, 2001). A oxidacdo dos residuos reativos
de cisteinas pode resultar em uma ampla gama de modificacbes pos-traducionais
resultando em alteracdo da funcédo da proteina, estabilidade e localizagdo subcelular
(RHEE, 20086).

Uma classe amplamente estudada de alvos da regulacdo redox € a familia da
proteina tirosina fosfatase (PTPs), que juntamente com receptores de tirosina
cinases, desempenham um papel regulador em muitas funcdes celulares
(TRACHOOTHAM et al., 2008). O H,0O, também mostrou desempenhar um papel na
ativacdo da via de sinalizacdo da tirosina cinase intracelular e proteinas cinases
especificas de serina/treonina (MAPK e Akt) (NAKASHIMA et al., 2002,
CORCORAN; COTTER, 2013).

O estresse oxidativo produz radicais livres que podem atacar &cidos graxos
poli-insaturados na membrana celular levando a uma cadeia de reacdes quimicas
chamadas peroxidacéao lipidica. A maioria dos estudos tem utilizado o malonilaldeido
(MDA), um produto da peroxidagéao lipidica, como uma medida do estresse oxidativo
imposto pelo exercicio. O MDA pode ser medido por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), espectrofotometria ou espectrofluorescéncia tanto em tecidos
como no plasma ou sangue (URSO; CLARKSON, 2003).

2.3.1 Estresse oxidativo e exercicio fisico

Apesar dos beneficios atrelados a pratica regular de AF, um numero
consideravel de estudos demonstrou que o estresse oxidativo pode ocorrer durante
e apbés uma sessao de exercicio (DEATON; MARLIN, 2003). Exercicio fisico pode
aumentar o consumo sistémico de oxigénio, causando a geracdo excessiva de
EROs que, por sua vez, provocam reacdes de estresse oxidativo, sendo o dano
oxidativo muscular, a mais comum dessas reacoes (ZHAO et al., 2013). Ele ocorre
através da geracao de radicais livres de varias maneiras: por um aumento de 2 a 5%
do consumo de oxigénio na forma de radicais livres; a medida que a fosforilagéo

oxidativa aumenta em resposta ao exercicio, havera um concomitante aumento de
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radicais livres. A outra maneira € pela liberacdo de catecolaminas durante o
exercicio que pode levar a producéo de radicais livres (COOPER et al., 2002).

E bem aceito na literatura que o exercicio exaustivo aumenta bruscamente as
EROs, o que € deletério, causando lesbes, envelhecimento e morte celular
(GOMEZCABRERA; DOMENECH; VINA, 2008). Assim, os beneficios do exercicio
diminuem nas atividades exaustivas, especialmente quando esporadica, pois esta
causa prejuizo as células musculares e reacdes inflamatdrias dentro do musculo
através do aumento da atividade plasmatica de enzimas citosdlicas, sarcolema e
ruptura da linha Z (ARMSTRONG; OGILVIE; SCHWANE, 1983). No entanto, a
realizacdo de um treinamento fisico crénico bem estruturado desencadeia
adaptacdes fisioldgicas, que reduzem a susceptibilidade dos musculos aos radicais
livres e induzem o aumento das enzimas antioxidantes (BLOOMER, 2008).

Ha uma interacdo complexa dos pro-oxidantes e antioxidantes, resultando na
manutencdo da homeostase intracelular. Sempre que houver um desequilibrio entre
0s pro-oxidantes e antioxidantes, um estado de estresse oxidativo € iniciado e esse
evento repercute em todo o organismo (BRITO, 2014). Tais condicfes estdo
relacionadas com a fadiga muscular (DAVIES et al., 1982), diabetes (KARASU,
2000), hipertensdo arterial (LACY; O'CONNOR, 1998) e isquemia intermitente
induzida por contragBes miometriais que restringem o fluxo sanguineo para o Utero,
causando um estado de reperfusdo/isquemia (NAKAI et al., 2000; WARREN et al.,
2005).

Portanto, no momento em que o exercicio fisico ndo € prescrito corretamente,
as EROs podem induzir a peroxidacao lipidica conduzindo a problemas como a
inativacdo de enzimas da membrana celular, necrose das fibras musculares,
liberacdo de enzimas celulares para o sangue, diminuicdo da efetividade do sistema
imune e alteracdo da funcdo mitocondrial, levando a diminuicdo do desempenho
muscular, overtraining e prejudicando importantes adaptagbes ao treinamento
(POWERS; JACKSON, 2008).

Diferentes etapas dos mecanismos moleculares relacionadas com a
contracdo muscular demonstraram ser suscetiveis a modulagéo redox, entre elas a
regulacéo de canais de Ca** do reticulo sarcoplasmatico e a sensibilidade miofibrilar
ao Ca?* (WILSON et al., 1991; AGHDASI et al., 1997; ANDRADE et al., 1998).
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A SOD é a primeira linha enzimatica antioxidante e foi considerada capaz de
proteger de forma eficaz o estresse oxidativo muscular induzido pelo exercicio. O
H.O, pode atuar nos musculos lisos como um agente contratil e relaxante, podendo
agir de maneira dual em alguns casos (GAO et al., 2003; WARREN et al., 2005;
APPIAH et al., 2009). O relaxamento induzido por H,O, envolve varios mecanismos
e podem aumentam os niveis de producdo de O6xido nitrico (NO) por meio do
aumento da expressdo endotelial da sintase de NO (DRUMMOND et al., 2000) e
ativacdo aguda da enzima por meio do aumento da fosforilagdo pds-traducional
(THOMAS et al.,, 2002) e como um fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) via ativacdo de canais de potassio (K*) (BARLOW et al., 2000; GAO et al.,
2003; ROGERS et al., 2007).

Diferentes relatos demonstram que o exercicio altera a dinamica muscular,
tais como o exercicio agudo de natacdo que promoveu uma diminuicdo da
reatividade relaxante e um aumento da reatividade contratil da aorta de rato, seguido
por um aumento na peroxidacao lipidica em aorta e coracdo de rato; além disso,
potencializou a reatividade contratil e diminuiu a reatividade relaxante em tragueia
de rato, acompanhado de um aumento da peroxidacao lipidica (BRITO et al., 2015).
Outros achados mostraram também que o exercicio aerdbico cronico de natacéo
altera a reatividade contrétil do ileo de rato ao KCl e ao carbacol, diminuindo a
amplitude da contracdo intestinal e promovendo alteracdes em nivel tecidual para
estabelecer uma adaptacédo do érgdo ao exercicio (ARAUJO et al., 2015).

No sistema reprodutor feminino, o exercicio induz eventos de
isquemia/reperfusao gerando situacdes de hipéxia que podem ser associados com o
aumento da producéo de EROs devido ao desvio do débito cardiaco para o musculo
esquelético em atividade e para a pele, causando isquemia na regido pélvica,
eventualmente causando estresse oxidativo durante a reperfusdo no periodo da
recuperacdo. Esse ultimo pode danificar membrana e/ou macromoléculas celulares,
tais como enzimas, canais ibnicos e proteinas receptoras, modificando a sinalizacao
dos mecanismos de transducéo, além de frequentemente relacionado a desordens
como polipos, miomas, hiperplasia e adenocarcinoma (ALESSIO, 1993;
KASAPOVIC et al., 2008).

Assim como citado acima, os radicais livres tém um papel dual no sistema

reprodutor. Eles também s&o moléculas-chave de sinalizacdo que modulam varias
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funcbes reprodutoras e podem influenciar diretamente a qualidade dos ovdcitos, a
interacdo ovocito-espermatozoide, o implante e desenvolvimento embrionério inicial
em seus microambientes, fatores esses determinantes para a manutencdo de um
ambiente celular redox que é critico para a reproducdo e, consequentemente, uma
gravidez bem-sucedida (AGARWAL et al.,2006). Assim, o Utero deve ser,
definitivamente, considerado um érgdo importante, sendo um alvo atraente para o
exercicio.

Diante do exposto, a realizacdo de estudos que avaliem a acdo de novos
antioxidantes é necesséria, pois alteracfes destas fungdes, caracterizadas por um
aumento na producdo das EROS, em detrimento da redugdo das enzimas
antioxidantes, estdo associadas com os fatores de riscos cardiovasculares (VIRDIS
et al., 2013), patologias como podlipos e miomas (KASAPOVIC et al., 2008),
endometriose, pré-eclampsia e aborto (AGARWAL et al., 2012).

2.4 Produtos naturais marinhos

Os produtos naturais sdo considerados como uma biblioteca natural de
guimica combinatéria que pode proporcionar substancias com diversidade quimica e
farmacolégica (WANG et al., 2014). Véarios destes sao de origem aquética e
recebem destague em pesquisas farmacoldgicas, uma vez que o ambiente aquatico
€ considerado rico em recursos naturais € em muitos compostos biologicamente
ativos (ASMATHUNISHA; KATHIRESAN, 2012).

Os oceanos se apresentam como uma importante fonte de organismos, e ja
que correspondem a mais de 70% da superficie terrestre, exibem uma fonte rica
para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Nesse contexto, entre 1977 e
1997, foram relatados em torno de 2.500 metabdlitos isolados a partir de organismos
marinhos (BLUNT et al., 2014) e mais de 840 novas estruturas descritas
provenientes do ecossistema marinho (FAULKNER, 2000)

.Nos ultimos anos, pesquisadores tém se atentado ao enorme potencial que
as microalgas possuem para se tornar uma nova fonte de moléculas bioativas. A
grande parte das investigacdes sugere que as microalgas podem ser utilizadas para
produzir uma ampla gama de metabdlitos primario e secundario (RASTOGI; SINHA,
2009).
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As microalgas ja sao usadas como fonte de proteinas para consumo humano
ha séculos, com relatérios sobre o consumo de espécies tais como Spirulina
platensis, Nostoc e Aphanizomenon por tribos indigenas. Entretanto, o cultivo de
microalgas comecou ha apenas algumas décadas com o intuito de diversificar as
fontes de proteinas na alimentagdo de humanos e animais, visto que o0 crescimento
exponencial da populagdo mundial e possivel falta de alimentos implica na
necessidade de diversificar as fontes de proteinas, além de desenvolver novas
fontes ndo convencionais.

Além da possibilidade de utilizacdo como fonte de nutrientes na alimentagéo
de humanos e animais, as microalgas sdo consideradas uma matéria-prima versétil
sendo utilizada também para producdo de biocombustiveis, como biodiesel,
bioetanol, biogas e bio-hidrogénio.

Algumas microalgas demonstram atividade na musculatura lisa intestinal
como a Caulerpina, alcaloide inddlico obtido de alga do género Caulerpa, em ileo de
cobaia (CAVALCANTE-SILVA et al., 2013). No entanto, em comparacédo as plantas,
o potencial farmacéutico de metabdlitos secundarios derivados de algas tem sido
relativamente negligenciado (DUVAL et al., 1999) e embora tenham sido sugeridas
como uma potencial fonte de antioxidantes naturais, poucos estudos investigam as
possiveis atividades bioldgicas de microalgas (HAJIMAHMOODI et al., 2010).

No contexto dos organismos aquaticos marinhos, tem-se destacado, devido
as suas diversas atividades biolégicas, as algas do género Spirulina, da divisdo
filogenética das eubactérias, classificada por Bergey (1989) como Cianobactérias,
da ordem Oscillariales e género Spirulina (BROCK; MADIGAN, 1991). Sdo algas
microscopicas e filamentosas, formato helicoidal, com comprimento de 0,2 a 0,5 mm,
sendo cultivada em larga escala em muitos paises para fins comerciais (PARK et al.,
2008). Possuem um longo histérico de uso como alimento, sendo fonte de vitaminas,
especialmente a vitamina B, e a pro-vitamina A, minerais, pigmentos como a
ficocianina, beta caroteno e xantofila, alfa tocoferol e compostos fendlicos
responsaveis pelas atividades antioxidantes (SENGUPTA; BHOWAL, 2017a, 2017b;
LIU et al., 2016), com seguranga para consumo humano ja estabelecido através de
numerosos estudos toxicologicos (PARK et al., 2008).

Relatos datados desde a pré-historia, mostram que a Spirulina tem sido

utilizada como fonte alimentar por tribos de cacadores que coletavam massas
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gelatinosas de algas verde-azuladas para comé-las cruas ou cozidas (RICHMOND,
1990; AMBROSI et al, 2008), era consumida pelos astecas no México e tém sido
colhidas, secas e consumidas pelo antigo povo Kanembu na regido de Lake Chad
na Africa ao longo dos séculos (GERSHWIN; BELAY, 2007).

Conhecida por ser fonte rica de nutrientes, a Spirulina € um dos alimentos
mais bem pesquisados como alimento funcional no mercado bilionario da
suplementacdo alimentar (GERSHWIN; BELAY, 2007), e em alguns paises da
Europa, no Japéo e nos Estados Unidos, é autorizada como complemento alimentar
visto que n&o se evidenciou relatos de toxicidade com o seu uso (BELAY et al, 1993;
VON DER WEID; DILLON; FALQUET, 2000). No Brasil, sua comercializacdo €&
permitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) cuja
regulamentacao para registro de novos alimentos foi aprovada em 1999, por meio de
Resolucbes de Diretoria Colegiada (RDC) que estabelece as diretrizes basicas para
o registro de alimentos e/ou novos ingredientes (RDC n°16/99) (BRASIL, 1999a) e
para avaliacdo do risco e seguranca dos alimentos (RDC n°17/99) (BRASIL, 1999b).
No ano de 2013, a S. platensis foi classificada pela ANVISA como novo alimento e,
em julho de 2017, listada como constituinte autorizado para a utilizagdo como
suplemento alimentar, com base em estudos que relatavam seguranca para uso
comprovadas e citadas pela OMS (BRASIL, 2013; BRASIL, 2017a; OMS, 2017b).

Apesar de, a principio, o interesse pelo consumo da alga ser principalmente
devido seu valor nutritivo, estudos tém demonstrado a eficacia e as potenciais
aplicacoes clinicas da S. platensis no tratamento e prevencdo de doencas (KARKOS
et al., 2008), fazendo com que ela se destaque no mundo cientifico. Tendo em vista
0 seu conteudo nutricional e as grandes concentracdes de proteina, a S. platensis, a
pode ser utilizada como produtos nutracéuticos ou ser incluido como alimentos
funcionais, para combater e prevenir lesdes em células/tecidos (PARK et al., 2008)e
aminoacidos presentes sdo constituintes de biocompostos, como horménios e
enzimas que, juntamente com as proteinas auxiliam na substituicdo de tecidos
danificados (DE JESUS RAPOSO et al., 2013).

Sobre as enzimas, S. platensis contém principalmente a SOD, que € uma
metaloenzima oxidorredutase, constituida de ferro, cobre/zinco ou manganés na sua
estrutura, servindo como meio de transporte de elétrons, a fim de atuar como

antioxidante contra o anion superéxido. A anidrase carbénica é outra metaloenzima
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que esta presente no sangue e é responsavel pela catalise da reacdo que converte
CO, em acido carbdnico e ions de bicarbonato nas células. Por fim, encontra-se a
lisozima, que apresenta acao antimicrobiana (DE JESUS RAPOSO et al., 2013).

Acerca dos acidos graxos poli-insaturados, sabe-se que 0s humanos
necessitam de alguns acidos graxos essenciais, como o dmega-3, 6mega-6, acido
eicosapentaenoico, acido docosahexaenoico e o acido y-linolénico e o consumo de
S. platensis fornece grandes quantidades de acido y-linolénico e 6mega 3,
fundamentais para o sistema imunologico e a regeneracdo de tecidos,
respectivamente (DE JESUS RAPOSO et al., 2013). Além disso, o acido y-linolénico
atua como um precursor das prostaglandinas da membrana celular, como o acido
araquidénico (AA) e via ciclooxigenase (COX), aumenta a producdo das
prostaglandinas E; e E, e reduz a producdo sérica de tromboxano A, (QUOC,;
PASCAUD, 1996).

Dentre os constituintes dessa alga, destacam—se os pigmentos fotossintéticos
ficobiliproteinas (ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina) (HERRERO et al., 2004;
ASMATHUNISHA; KATHIRESAN, 2012; KU et al.,, 2013). Mas a ficocianina, € o
pigmento mais abundante sendo responsavel por cerca de 20% do seu peso seco
(KU et al., 2013; KUDDUS et al.,, 2013) e destaca-se por sua alta capacidade,
antioxidante como sequestradora de radicais livres devido a sua estabilidade (BHAT
et al., 2000), inibidora na formacao de radicais superdxido por reducao da expressao
da subunidade p22°"* da nicotinamida adenina dinucleotidio fostato (NADPH)
oxidase (MCCARTY et al., 2007; KUDDUS et al., 2013), além da modulagdo positiva
no sistema imunoldgico, visto que atua reduzindo a liberacdo da lactato
desidrogenase LDH, e a expressdo da sintase de Oxido nitrico induzivel (iNOS), da
ciclooxigenase 2 (COX-2), do fator de necrose tumoral (TNF-a), e da interleucina-6
(IL.-6) (REDDY et al, 2003; SHIH et al, 2009; CHEN et al, 2012). Mais
recentemente, Ichimura et al. (2013), através de uma analise imuno-histoquimica,
relataram que a ficocianina aumentou significativamente a expressao da sintase de
oxido nitrico endotelial (eNOS) em aorta de rato, e consequentemente, observou a
reducdo da pressao arterial sistémica através da maior biodisponibilidade de oxido
nitrico (NO).

Diferentes atividades bioldgicas ja foram descritas para a Spirulina, como, por
exemplo, imunomoduladora (HAYASHI et al., 1993), antioxidante (ESTRADA et al.,
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2001), anti-inflamatéria e para o tratamento da anemia, da hepatotoxicidade, da
hiperglicemia e da hiperlipidemia (CHAMORRO et al., 2002), anti-hipertensiva e anti-
tumoral (HE et al., 2007; LU et al., 2010; WANG; ZHANG, 2016). Além disso,
diversos estudos relatam que a ingestdo de S. platensis pode promover a diminuigéo
na concentracdo plasmatica de triacilglicerois (MAZOKOPAKIS et al., 2014); redugéo
de rinites alérgicas (KULSHRESHTHA et al., 2008); acdo anti-inflamatéria (KU et al.,
2013); inibicdo do apetite e reducdo da massa corporal em individuos obesos
(BECKER et al.,1986; ZEINALIAN et al., 2017); preservacdo da microbiota intestinal
saudavel por favorecer o crescimento de Lactobacillus e Bifidobacterium
(KULSHRESHTHA et al., 2008); atividade antifungica contra Aspergillus orizae
(BIERHALS et al., 2009); atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (PARISI et al., 2009); atividade
antioxidante, atribuida a inibicdo da peroxidacao lipidica promovida pela ficocianina
(BASHANDY et al., 2016); atividade anti-inflamatoria, por reduzir a expressdo e
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias em macréfagos (KU et al.,, 2013; PHAM,;
PARK; LEE, 2016)

Em modelos de musculo liso, a S. platensis, também conhecida como
Arthrospira platensis, ja demonstrou atividade em aorta de ratos saudaveis, com
diminuicdo da reatividade contratil & fenilefrina e aumento na atividade relaxante a
ACh, por modulacédo positiva da via do NO (BRITO et al., 2018), restauracdo da
reatividade contratil intestinal em ratos Wistar alimentados com dieta hipercalérica
(FERREIRA, 2017) e potencializagéo da resposta relaxante do corpo cavernoso de
ratos saudaveis e reducao da reatividade contratil cavernosa e potencializacdo da
responsividade relaxante de corpos cavernosos de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica (SOUZA, 2017) e diminuiu a reatividade contratii e aumentou a
reatividade relaxante em aorta e traqueia de ratos treinados (BRITO, 2014). A S.
platensis ainda retarda a fadiga durante exercicio de resisténcia em humanos (LU et
al., 2006), reduz a lesdao muscular induzida por exercicio fisico em ratos, melhora a
reatividade relaxante da aorta de ratos diabéticos (HUANG et al., 2005).

Diante do exposto, demonstra-se um papel promissor para a S. platensis na
melhora da reatividade muscular lisa vascular e intestinal, da disfuncéo endotelial e
do estresse oxidativo. Apesar disso, ndo ha relatos da aplicabilidade da utilizagdo da

alga na prevencéo de problemas relacionados a alteracdes da contratilidade uterina,
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promovida ou ndo pelo exercicio fisico, sendo necessarios estudos para evidenciar
um possivel efeito protetor da S. platensis sobre as alteragbes no sistema
reprodutor.

Analisando os pontos apresentados, modelos experimentais de treinamento
de forca se apresentam como uma forma vidvel de se investigar disfuncdes
organicas induzidas pelo exercicio sobre a contratilidade uterina, e partindo do
pressuposto que a alga promove efeitos benéficos em modelos de musculo liso
intestinal e vascular de animais submetidos a treinamento intenso de forca, levantou-
se a hipbtese de que o exercicio intenso de forca altera a reatividade contratil e
relaxante de utero de rata Wistar, e que a suplementacao alimentar com S. platensis

previne as disfun¢des uterinas causadas pelo exercicio.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do exercicio de forca agudo e crbénico sobre o Utero de rata,

sistema redox e mecanismos moduladores envolvidos.

3.2 Objetivos especificos

» Investigar o efeito do exercicio de forca agudo em ratas Wistar, avaliando:
e A eficacia e a poténcia contratil dos agentes KCI e ocitocina na reatividade

uterina;

e A eficacia e a poténcia relaxantes dos agentes nifedipino e isoprenalina na

reatividade uterina;

e Os niveis de malondialdeido, da capacidade antioxidante no plasma e no

Utero e da expressao da SOD em utero;
¢ A modulacao da via das MAPK

e Parametros hismorfomeétricos do Utero e da glandula adrenal

» Avaliar o efeito do treinamento de forca e da suplementacdo com S. platensis em
ratas Wistar sobre:

¢ A reatividade contratil de Utero de rata
e O envolvimento das vias da Rho e das EROs na resposta contratil
uterina
e A reatividade relaxante de utero de rata
¢ O envolvimento das COXs, NO e EROs na resposta relaxante uterina
¢ Os niveis de malondialdeido, da capacidade antioxidante no plasma e no Gtero e
da expresséo da SOD em Uutero;
e A modulacao da via das MAPK

e Parametros  hismorfométricos do Gtero e da glandula adrenal
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Capitulo I: O datero de rata como alvo para os efeitos agudos
induzidos pelo exercicio de forca

4 Metodologia

4.1 Material

4.1.1 Animais

As ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens, com oito semanas de idade e
pesando entre 150 e 200 g, eram adquiridos da Unidade de Producdo Animal do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM). Os animais tiveram
acesso a agua ad libitum e eram mantidos sob ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C)
controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h,
sendo o periodo claro das 6 as 18h00. As ratas eram tratadas 24 h antes da
eutanasia com dietilestilbestrol (1 mg/kg, s.c.) para inducdo do estro. O efeito da
inducdo do estro era observado pelo aspecto hiperplasico observado no atero. A
fisiologia do trato reprodutivo muda drasticamente através do ciclo hormonal (estro)
das ratas. Os cornos uterinos bicornados estdo inflamados na noite do proestro
(proestro PM) durante a receptividade sexual. Na auséncia de um sinal copulatério,
0S cornos uterinos sofrem uma reducdo na retencdo e no tamanho do fluido luminal
pela manha do estro, fase essa observada na dissecacéo apés eutanasia (Figura 3)

A eutanasia das ratas era realizada no periodo claro desse ciclo, entre 8 e 9
h. Todos os procedimentos experimentais eram realizados seguindo os principios de
cuidados com animais Guidelines for the ethical use of animals in applied etiology
studies (SHERWIN et al., 2003) e do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016), submetidos e aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFPB, certiddo 0211/2014.
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Figura 3 - Trato reprodutivo de ratas nas diferentes fases do ciclo hormonal.
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Fonte: BRADSHAW, HB , ALLARD, C., 2011

4.1.2 Substancias e reagentes

O cloreto de caélcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o sulfato de magnésio hepta-
hidratado (MgS04.7H20), a glicose (CsH1206) e o formaldeido foram adquiridos da
Vetec (Brasil). O bicarbonato de sodio (NaHCO3) foi adquirido da Fmaia (Brasil). O
cloreto de sédio (NaCl) e o cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos da Quimica
Moderna (Brasil). O fosfato de potassio monobasico (KH2POa), o fosfato de sédio
monobasico (NaH2POa), o hidroxido de sédio (NaOH) e o éacido cloridrico (HCI)
foram adquiridos da Nuclear (Brasil). Estas substancias, exceto a glicose, o
bicarbonato de sédio e o cloreto de sédio eram dissolvidas e diluidas em agua
destilada para obtencdo de cada solugcdo-estoque que era mantida sob
refrigeracdo. O formaldeido foi utilizado para conservar as amostras de tecidos
utilizadas para cortes histolégicos.

O MDA, o 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH), o metano hidroximetilamina
(tris), o fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF), a aprotinina, o ditiotreitol (DTT), o
tween 20 e a albumina foram adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil). As substancias
utilizadas nos experimentos funcionais eram dissolvidas e diluidas em agua
destilada, exceto a indometacina, a apocinina e o Y27632 que eram dissolvidos
em alcool absoluto (96 °GL) para obtencdo de cada solucdo-estoque, as quais
eram mantidas a 4 ou -20 °C.

Todos os reagentes utilizados na eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE), o reagente de Bradford, o tampéao de

Laemmli, o triton X-100, o pirofosfato de soédio, o fluoreto de sodio e o
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ortovanadato de sédio foram adquiridos da Bio-Rad (EUA). A membrana de
nitrocelulose e os kits para deteccdo de quimioluminescéncia foram adquiridos da
Amersham (GB). O anticorpo anti-ERK (K-23, sc-94) foi adquirido da Santa Cruz
Biotechnology (EUA) e o anticorpo secundario biotinilado de cabra anticoelho foi
adquirido da Vector Laboratories (EUA).

A mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO2) foi adquirida da White

Martins (Brasil).

4.1.3 Programa de Exercicio de Forca

Os animais exercitados eram submetidos a um programa especifico de saltos
em um cilindro de PVC, com 30 cm de diametro e 70 cm de comprimento, contendo
dgua. A profundidade da é&gua contida nos tanques era de 50 cm, sendo
aproximadamente equivalente ao dobro do comprimento da rata para limitar a
alternativa do subir até se agarrar na borda do cilindro. Antes de iniciar o exercicio, a
agua era aquecida a uma temperatura em torno de 32°C, por ser considerada neutra
em relacao a temperatura corporal do rato (MARQUETI et al., 2006).

O exercicio de forca era baseado no protocolo de saltos em meio liquido,
desenvolvido por Marqueti et al., (2006). O protocolo era constituido por 4 séries de
10 repeticdes, com intervalo de 30 segundos entre as séries com uma sobrecarga
de acordo com o peso do animal. A sobrecarga era aplicada ao térax dos animais
por meio de um colete especial que permitiu a execucao dos saltos sem que a carga
desconectasse do corpo ou impedisse seus movimentos. O peso do colete quando
molhado (25 g), era considerada e debitada da carga especifica correspondente a
massa corporal do animal para uma melhor precisédo do treinamento.

O exercicio de forga era desenvolvido da seguinte forma:

Semana de adaptagcdo: a primeira semana de treinamento sera destinada a
adaptacdo dos animais, para isso, 0s animais realizardo trés sessdes alternadas de
exercicio, com uma sobrecarga equivalente a 50% da massa corporal do animal,
com o numero de séries e repeticdes ajustada diariamente e um intervalo de 30
segundos de repouso entre as séries: 1° dia: 2 séries x 5 saltos; 2° dia: 4 séries x 5
saltos; 3° dia: 4 séries x 9 saltos.

Sessédo de exercicio agudo: Os animais que eram submetidos ao exercicio agudo

de forga realizaram uma Unica sesséo de treinamento, na qual executaram 4 series
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de 10 saltos cada, com repouso de 30 segundos entre as séries e sobrecarga 70%
do peso corporal.

A avaliacdo da eficiéncia do protocolo foi comprovada por meio do tempo de
execucao de cada série, onde foi avaliado durante cada série de exercicio da sessao
aguda realizada, o tempo que o animal despendeu para executar a mesma. Durante
a sessao de exercicio, foi observada um aumento significativo na média do tempo de
execucdo de cada seérie na 32 (25s) e 42 (28s) séries de exercicio quando
comparadas com a 12 (21,5s) e 22 (24s) séries, respectivamente.

Os animais foram eutanasiados em diferentes momentos apdés a sessdo

aguda de exercicio.

4.1.4 Solugbes

Para a manutengdo dos cornos uterinos, era utilizada a solugdo de Locke
Ringer (ajustada ao pH 7,4 com NaOH ou HCI 1N), gaseificada com carbogénio e
mantida a temperatura de 32° C, contendo a seguinte composi¢cdo (mM): NacCl
(154,0); KCI (5,6); CaCl, (2,2); MgCl, (2,1); Glicose (5,6); NaHCOs3 (6,0).

Para conservacdo das amostras para procedimentos histolégicos, era
utilizada solucdo de formaldeido tamponado 10% com a seguinte composi¢ao:
formaldeido (1:10 v/v), NaH,PO, (0,04:10 m/v), Na,HPO, (0,005:10 m/v) e H,O (9:10
VIV).

As amostras para separacdo em eletroforese eram extraidas em tampdao
contendo a seguinte composicao: triton X-100 1%, tris 100 mM (pH 7,4), pirofosfato
de sddio 100 mM, fluoreto de sddio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio
10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina 0,01 mg/mL.

Para o bloqueio de ligacdes inespecificas de proteinas a membrana de
nitrocelulose era utilizada uma solucdo de bloqueio contendo leite desnatado
Molico®, tris 10 mM, NaCl 150 mM e tween 20 0,02%.

4.1.5 Aparelhos

Para o0 registro das contracdes isomeétricas, 0S cornos uterinos eram
suspensos em cubas de banho (6 mL) para 6rgaos isolados, modelo BOI-04, e

conectados a transdutores de forgca isométricos modelo TIM 05, acoplados a um
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amplificador modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, era conectado a um sistema de
aquisicao digital de dados com o software AQCAD verséo 2.1.6, para aquisicdo dos
dados, e ANCAD, para analise. O sistema continha uma bomba termostatica modelo
BT-60 que controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram
adquiridos junto a AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil).

Para a realizagdo dos cortes histolégicos, as amostras eram submetidas ao
processador de tecidos modelo PTO5 (LUPTEC, Brasil), seccionadas em micrétomo
rotativo modelo RM 2125 RT (Leica, Alemanha), fotografadas em microscopio 6tico
com camera acoplada modelo BX41 (Olympus, Formosa) e posteriormente
analisadas por programa analisador de imagem (Leica Qwin 3.1).

O pH das solucdes era aferido através de um pHmetro digital, modelo
PG2000 (GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG 200 e os
animais em balanca semianalitica (ambas da GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As amostras utilizadas foram centrifugadas em aparelho refrigerado, modelo
VS-15000 CFN II (VISION, Coreia do Sul) e centrifuga de bancada, modelo NI 1811-
A (NOVA instruments, SP, Brasil).

A leitura das absorbancias para dosagem de MDA e o teste da capacidade
antioxidante total (CAT) foi realizada no espectrofotometro modelo SP-22 da
Biospectro (Parand, Brasil).

As medidas de absorbancia eram feitas utilizando um espectrofotometro
ultravioleta modelo SP 22 (Bioespectro, Salvador, BA, Brasil).

O processamento das amostras para extracdo do conteddo proteico era
realizado com o auxilio do processador de tecidos do tipo Polytron PTA 20S
(Brinkmann Instruments, USA). Além disso, a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS PAGE) e transferéncia de proteinas para a membrana de nitrocelulose foi
realizada em equipamentos da Bio-Rad (Richmond, CA). Adicionalmente, a
deteccdo da quimiluminescéncia foi realizada no leitor MF CHEMIBIS (Bio-Imaging
Systems Ltda., Jerusalem, Israel) e a densitometria Optica foi quantificada no

programa ImageJ 1.43u (National Institute of Health, USA).

4.2 Métodos



65
Ferreira, 2019 Capitulo
I

4.2.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos: animais submetidos a semana de
adaptacao (GC, controle), grupos exercitados e eutanasiados imediatamente apos a
sessdo de exercicio (GO), 12 horas ap0s a sessao de exercicio (G12) e 24 horas

apos a sessao de exercicio fisico (G24).

4.2.2 Obtencao dos 6rgaos para os protocolos funcionais e bioquimicos

As ratas eram tratadas 24 h antes da eutanasia com dietilestilbestrol (1 mg/kg,
s.c.) para indugcdo do estro. A cavidade abdominal era aberta, e o Gtero era
dissecado e colocado em uma placa de Petri contendo solugéo nutritiva de Locke
Ringer, a 32° C, gaseificada com carbogénio. Em seguida os dois cornos uterinos
eram separados por meio de uma incisédo, abertos longitudinalmente e suspensos
verticalmente por linha de algoddao em cubas para banhos de érgaos isolados (6
mL), sob tensdo de 1 g e mantidos em repouso durante no minimo 40 minutos,
sendo a solucédo trocada a cada 15 minutos (REVUELTA et al., 1997).

Para as dosagens bioquimicas e moleculares, eram obtidos fragmentos do
Utero e plasma. Essas amostras eram removidas rapidamente e armazenados em

um freezer a temperatura de -80 °C até o momento das analises.

4.2.3 Efeito do exercicio de forca agudo sobre a reatividade contratil induzida

por KCI ou ocitocina em utero de rata.

O utero foi montado como descrito no item anterior. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgao. Decorrido 15 minutos, era induzida uma contragcdo com
concentragbes cumulativas de ocitocina ou KCIl. Os resultados foram avaliados
comparando-se a amplitude da resposta contratil do utero das ratas submetidas ao
exercicio de for¢ca agudo com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das
curvas controle.

A reatividade do utero de rata foi avaliada pela determinacdo do efeito
maximo (Emax) € do logaritmo negativo na base dez da concentracdo de uma

substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEsg) da ocitocina ou do KClI,
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para os grupos foram submetidas a exercicio de forca agudo com aquela obtida pela

média das amplitudes méaximas das curvas controle.

4.2.4 Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a reatividade relaxante induzida

por isoprenalina ou nifedipino em atero de rata

O utero foi montado conforme descrito no item 4.2.2 Em seguida, as
preparacdes foram lavadas e, ap6s 15 min, uma nova contracdo com 10 Ul/mL de
ocitocina ou com 60 mM de KCI foi induzida e durante o componente ténico da
contragdo, a isoprenalina ou o nifedipino foram adicionados de maneira cumulativa a
cuba em preparacdes de todos os grupos (HEYLEN et al., 2008).

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao
induzida por ocitocina ou KCI, e os resultados foram avaliados comparando-se a
amplitude da resposta relaxante do Utero das ratas dos grupos submetidos ao
exercicio de forca agudo com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das
curvas controle.

A reatividade do Utero de rata foi avaliada pela determinacdo do efeito
méaximo (Emax) © do logaritmo negativo na base dez da concentracdo de uma
substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEsp) da isoprenalina ou do
nifedipino, para os grupos submetidos ao exercicio de forca agudo com aquela

obtida pela média das amplitudes maximas das curvas controle.

4.2.5 Avaliacdo dos efeitos do exercicio de forca agudo sobre o balanco entre

0 estresse oxidativo e as defesas antioxidantes de ratas

4.2.5 1 Obtencéo do plasma

Apoés a eutanasia dos animais, eram coletados sangue por meio de seccéo
dos vasos cervicais, colocados imediatamente em tubos de ensaio contendo
anticoagulante (EDTA) e levados a centrifugacéo a 1.198 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante era entéo transferido para tubos Eppendorf® e refrigerado a -20 C até
a analise (OKAFOR et al., 2011; SILVA et al., 2012).
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4.2.5.2 Obtencdo do homogenato do tecido muscular uterino

Apés a eutanasia dos animais, 0s cornos uterinos e eram isolados e
congelados a -20 °C até o preparo do homogenato. Para isso, o tecido era pesado,
macerado e homogeneizado com KCI| 10% na proporgao de 1:1. Em seguida, as
amostras eram centrifugadas (1.198 x g/10 min) e o sobrenadante era separado

para analise posterior.

4.2.5.3 Anédlise dos niveis de malondialdeido (MDA) e da capacidade

antioxidante total (CAT) no plasma e no tecido muscular uterino

A medida da producdo de MDA era feita por meio do método descrito por
Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). ApGs a obtencdo do plasma e do homogenato uterino,
aliquotas de 250 pL eram incubadas a 37 °C em banho-maria por 60 minutos.
Depois, as amostras eram precipitadas com 400 uL de &cido perclorico 35% e
centrifugadas a 16.851 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante era transferido
para tubos Eppendorf®, 400 pL de Acido tiobarbitarico (TBA) 0,6% eram adicionados
as amostras e incubadas a temperatura de 95-100 °C por 1 h. Em seguida, apés o
resfriamento, as amostras eram lidas em espectrofotometro a 532 nm. As amostras
turvas ap6s o banho-maria eram centrifugadas novamente a 1.198 x g por 10
minutos antes da leitura. A determinacdo dos niveis de MDA (umol/L de amostra)
nas amostras era feita substituindo os valores de absorbancia na curva-padréo de
MDA obtida para a solucdo padrdo (1 pL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL
de agua destilada, diluida em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750,
2000, 2250, 2500, 2750 e 3000 pL de agua destilada).

A medida da capacidade antioxidante total (CAT) era feita utilizando o método
de DPPH descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Em tubos
apropriados para centrifuga, eram adicionados 50 pL do plasma ou do homogenato
pulmonar e 2 mL da solugcdo de DPPH dissolvido em etanol absoluto (0,012 g/L) e
protegido da luz; em seguida, os tubos eram agitados em vértex por 10 segundos e,
entdo, mantidos em repouso por 30 minutos. A seguir, as amostras eram
centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos a 20 °C. O sobrenadante era lido em
espectrofotometro a 515 nm. Os resultados eram expressos como percentual de

inibicdo da oxidacdo, através da seguinte equacdo: CAT = 100-([DPPH-R] x
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T)/([IDPPH-R] x B) x 100; sendo [DPPH-R] x T e [DPPH-R] x B correspondentes a
concentracdo de DPPH- remanescente apds 30 minutos, avaliados na amostra (T) e
no branco (B) preparado com agua destilada.

As andlises eram feitas comparando-se o0s niveis de MDA (umol/L de
amostra) ou da CAT (%) entre os grupos GC, GO, G12, G24.

4.2.6 Avaliacado dos efeitos do exercicio de for¢ca agudo sobre a expressao de
proteinas das vias de sinalizacdo da proliferacdo muscular lisa e das defesas

antioxidantes

4.2.6.1 Analise dos niveis de superoxido dismutase (SOD), Janus cinase (JNK),

proteina cinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2) no tecido uterino

4.2.6.1.1 Extracdo do tecido uterino e corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida

ApOGs a eutanasia das ratas, 0s cornos uterinos eram isolado da cavidade
abdominal e rapidamente congelado em N, liquido. Os 6rgdo eram mantidos sob
congelamento a -80 °C até as analises. Os cornos eram homogeneizados em
tampdo de extracdo, cuja composicado esta descrita no item 4.1.4, utilizando um
processador de tecidos do tipo Polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments, EUA). Em
seguida, os extratos teciduais eram centrifugados a 17.530 g a 4 °C por 20 minutos.
AplOs esse processo, 0 conteudo proteico das amostras era quantificado no
sobrenadante utilizando o reagente de Bradford (Bio-Rad, Richmond, CA), e as
amostras eram conservadas pela adicdo do tampado de Laemmli (Bio-Rad,
Richmond, CA) (LAEMMLI, 1970), acrescido de DTT 200 mM (4:1 v/v).
Posteriormente, 50 a 100 ug de proteinas totais eram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE 15% em aparelho de minigel (Bio-Rad,
Richmond, CA). Em cada gel era adicionado um marcador com peso molecular com
valores conhecidos (Bio-Rad, Richmond, CA).

4.2.6.1.2 Western blot
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ApOGs a separacdo, as proteinas eram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por estimulacdo elétrica a 120 V por 2 h (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1992). Em seguida, a ligacao inespecifica de proteinas a membrana de
nitrocelulose era reduzida pela incubacdo com uma solucdo de bloqueio, cuja
composicdo esta descrita no item XXX, em temperatura ambiente durante 2 h sob
leve agitacao.

Subsequentemente, as membranas de nitrocelulose eram incubadas com os
anticorpos anti-SOD, JNK e ERK1/2, preparados em solucdo bloqueadora
(substituindo o leite pela albumina na sua composi¢do), pernoite a temperatura de 4
°C, sob leve agitacdo. ApoOs esse periodo, as membranas eram lavadas com esta
solucdo decrescida de leite ou albumina por 30 minutos e entdo o anticorpo
secundario anticoelho conjugado com peroxidase era incubado por 1 h a
temperatura ambiente.

Para a revelacdo das membranas, era adicionada uma solugéo para deteccao
por guimioluminescéncia conforme descrito no kit comercial. Nesse protocolo, a
emissao da luz era detectada pelo sistema de deteccdo MF-CHEMIBIS (Bio-Imaging
Systems Ltda., Jerusalem, Israel) e a determinagdo da intensidade das bandas
reveladas era realizada pela leitura da densitometria 6ptica das imagens analisadas
no programa ImageJ 1.43u (National Institute of Health, EUA).

4.2.7 Avaliacdo dos efeitos do exercicio de forca agudo sobre a morfologia

uterina e da glandula adrenal de ratas

As amostras de Utero e a glandula adrenal eram isolados e fixados em solucéo
de formaldeido tamponado 10% e incluidos em parafina. Posteriormente, foram
cortadas em micrétomo na espessura de 3 ym, montadas em laminas histoldgicas e
desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em &lcoois em
concentracbes decrescentes por 25 minutos e lavadas em &gua corrente por 5
minutos, e apos, lavadas em agua destilada. As amostras entdo foram tratadas pela
hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas novamente em agua destiladas por 5
minutos e novamente coradas pela eosina por 3 minutos e, posteriormente também
lavadas em agua corrente durante mais 30 segundos. Finalmente as laminas foram
desidratadas em concentracdes crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol, e

montadas com Entellan®[]
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Os aspectos avaliados nos cortes histolégicos uterinos foram o numero de
eosindfilos, nimero e didmetro dos vasos e espessura do miométrio, e nos cortes da
glandula adrenal, observou-se a area das camadas glomerulosa, fasciculada, reticulada
e medular, além do nudmero de vacuolos. As fotomicrografias das laminas foram
capturadas através de camera acoplada a um microscopio 6ptico. A metodologia
empregada para o imageamento microscopico, segmentacdo de imagens e a definicdo
das condi¢bes de morfometria é a descrita por Caliari (1997).

4.2.8 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média e o erro padrdo da média
(e.p.m.) e foram analisados estatisticamente empregando-se a analise de variancia
(ANOVA) one-way seguido do poés-teste de Tukey, para comparacdo multipla entre
0S grupos experimentais. Como parametro de poténcia foi utilizado o pCEsy,
calculado por regressao nao linear, e como parametro de eficacia 0 Emax (NEUBIG et
al., 2003).

Os valores de CEso (NEUBIG et al., 2003) foram calculados por regressao

nao linear para todos os experimentos realizados, usando a seguinte equacao:

(Top — Bottom)

Y = Bottom + 1 + 10LogCES0 —X) . HillSlope

Onde:

Y = resposta da substancia testada em porcentagem.

X = Logaritmo na base 10 da concentracdo do agonista.

Bottom = menor efeito assumido para “Y”.

Top = maior efeito assumido para “Y”.

LogCEsp = logaritmo na base 10 da concentragdo da substancia teste que

produz 50% do seu efeito maximo.
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HillSlope = valor da constante de Hill.
Todos os resultados foram analisados com auxilio do programa GraphPad
Prism® versdo 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).

A hipotese nula foi rejeitada quando os valores de p < 0,05.
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4.2 Resultados

4.2.1 Efeito do exercicio de forca agudo sobre as respostas contratil e

relaxante em Utero de rata

4.2.1.1 Efeito do exercicio de forca agudo sobre a resposta contrétil induzida
por KCI

Pode-se verificar que, em relagdo ao GC (Emax = 100%; pCEso = 2,0 £ 0,07), a
sessdo de exercicio de forca agudo alterou a poténcia contrati ao KCI
(Emax = 75,0 £4,0%; pCEsy=1,6£0,07) imediatamente apdés o exercicio (GO0),
entretanto, diminuiu a eficacia a esse agente contratil. 12 horas (G12) apds a sessao
aguda de exercicio de forga, a poténcia contratil, mas nao a eficacia contratil ao KClI
foi restaurada (Emax=78,6 +2,8%; pCEs0=2,0+£0,08) e 24 horas (G24) apos
(Emax = 95,6 £ 3,1%; pCEsy=1,8+0,1), ambas a eficacia e a poténcia foram

restauradas (Grafico 1 e Tabela 1).
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Grafico 1 — Efeito do exercicio de forga agudo sobre a reatividade contratil ao KCl em utero
de rata, nos GC (O), GO (@), G12 ([1) e G24 (W).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 1 — Valores de E. € de pCEso da reatividade contratil ao KCI em utero isolado de
rata, nos GC, GO, G12 e G24.

GC 100 2,0+0,07
GO 75,0 £ 4,0* 1,6 £0,07*
G12 78,6 +2,8* 2,0+0,08
G24 95,6 +3,1 18+0,1

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC); (n = 5).
GC =grupo controle; GO =grupo eutanasiado imediatamente apdés o treinamento;
G12 = grupo eutanasiado 12 horas apdés o treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas
apos o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.1.2 Efeito do exercicio de forca agudo sobre a resposta contrétil induzida

por ocitocina

Em relacdo ao GC (pCEsp = 3,4 £ 0,1), a sessédo de exercicio de forca agudo
ndo alterou a poténcia contratil a ocitocina em nenhum dos tempos analisados GO
(pCEsp = 3,4 £0,2), G12 (pCE5,=3,210,2) e G24 (pCEsy = 3,4 £0,1). Entretanto,
em relacdo a eficacia contratii a esse agonista, observou-se que a sessao de
exercicio de forca agudo aumentou 0 Enax de 100% em todos os tempos, para GO
(Emax = 164,1 £ 8,9%), G12 (Emax=152,2+9,5%) e G24 (Emax = 156,0 £ 12,0%),

respectivamente (Grafico 2 e Tabela 2).
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Gréfico 2 — Efeito do exercicio de forca agudo sobre a reatividade contrétil a ocitocina em
Gtero de rata, nos GC (O), GO (@), G12 (1) e G24 (W).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 2 — Valores de E . € de pCEsy da reatividade contratil a ocitocina em Utero isolado
de rata, nos GC, G0, G12 e G24.

GC 100 34+0,1
GO 164,1 + 8,9* 3,4+0,2
G12 152,2 + 9,5* 3,2+0,2
G24 156,0 £12,0* 34+0,1

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC), (n = 5).
GC =grupo controle; GO =grupo eutanasiado imediatamente apés o treinamento;
G12 = grupo eutanasiado 12 horas apds o treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas
apos o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.1.3 Efeito do exercicio de forca agudo sobre a resposta relaxante induzida

por nifedipino

A sessao de exercicio de forca agudo alterou a reatividade relaxante ao
nifedipino (Emax = 100%; pCEsp =9,0 £0,2) imediatamente apos a sessao de
exercicio agudo (GO0), diminuindo a poténcia relaxante ao nifedipino em relagdo ao
GC (Emax = 100%; pCEso = 10,0 £ 0,4). 12 horas (G12) apds a sesséo de exercicio
(Emax = 90,1 £ 2,4%; pCEso = 11,4 £ 0,2), observou-se uma diminuicdo na eficacia e
um aumento da poténcia relaxante do nifedipino, tanto em relacdo ao GC como ao
GO0. De maneira mais acentuada, no G24 (Enax = 80,5 £ 1,5%; pCEs5 = 12,6 £0,1), a
curva controle foi desviada para esquerda, com aumento da poténcia relaxante ao
nifedipino, sendo a eficacia diminuida em comparagao a todos os outros grupos
(Grafico 3 e Tabela 3).
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Gréfico 3 — Efeito do exercicio de forca agudo sobre a reatividade relaxante do nifedipino
em utero de rata, nos GC (O), G0 (@), G12 (1) e G24 (M).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 3 — Valores de E.. € de pCEsy da reatividade relaxante do nifedipino em Utero de
rata, nos GC, G0, G12 e G24.

GC 100 10,0+0,4
GO 100 9,0+0,2*
G12 90,1 +2,4* 11,4 £ 0,2*
G24 80,5+ 1,5* 12,6 £0,1*

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC), (n = 5).
GC =grupo controle; GO = grupo eutanasiado imediatamente apds o treinamento; G12 =

grupo eutanasiado 12 horas apés o treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas ap6s o
treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.1.4 Efeito do exercicio de forca agudo sobre a resposta relaxante induzida

por isoprenalina

A sessdo de exercicio fisico agudo nao alterou a eficacia relaxante da
isoprenalina em nenhum dos grupos, em comparagdo ao GC (Enax = 100%);
entretanto, diminuiu a poténcia relaxante a isoprenalina para o GO
(pCEsp = 10,9+ 0,3), G12 (pCE5,=9,6 +0,1) e G24 (pCEsy = 10,7 £0,4), quando
comparado ao controle (pCEsp = 12,1 £ 0,2) (Grafico 4 e Tabela 4).
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Gréfico 4 - Efeito do exercicio de forca agudo sobre a reatividade relaxante da isoprenalina
em utero de rata, nos GC (O), G0 (@), G12 (1) e G24 (M).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 4 — Valores de E,.x € de pCEso da reatividade relaxante da isoprenalina em utero
isolado de rata, nos GC, G0, G12 e G24.

GC 100 12,1+0,2
GO 100 10,9+ 0,3
G12 100 9,6+0,1
G24 100 10,7+ 0,4

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC), (n = 5).
GC =grupo controle; GO = grupo eutanasiado imediatamente apés o treinamento; G12 =

grupo eutanasiado 12 horas apdés o treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apos o
treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.2 Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a concentracdo de MDA no

plasma e no Utero de rata

Nas ratas submetidas a sessdo de exercicio agudo de forca, ndo foi
observada diferenca na concentracdo de MDA no plasma dos GC (3,1 + 0,2 ymol/L),
GO (2,8 £0,2 umol/L), G12 (3,2 £ 0,1 umol/L) e G24 (3,0 + 0,1 umol/L) (Gréfico 5A,
n =5). De maneira semelhante, a concentracdo de MDA no utero nao diferiu entre
as ratas dos GC (1,5+ 0,1 ymol/L), GO (1,2 + 0,1 ymol/L), G12 (1,4 + 0,2 ymol/L) e
G24 (1,4 £ 0,1 uymol/L) (Gréfico 5B, n =5).
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Gréfico 5 — Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a concentracdo de MDA no plasma (A)
e no Utero (B) de rata, nos GC, G0, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, (n=5). GC =grupo controle; GO = grupo
eutanasiado imediatamente apds o treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas apés o
treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.3 Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre o percentual de inibicdo da

oxidacdo no plasma e no Utero de rata

Nas ratas submetidas a sessdo de exercicio de forca agudo, nao foi
observada diferenca no percentual de inibicdo da oxidagcdo no plasma do GO
(27,2 £ 4,5%) em relacdo ao GC (28,6 + 0,8%). Entretanto, os G12 (11,8 + 0,5%) e
G24 (9,8 £1,1%) apresentaram uma diminuicdo no percentual de oxidacdo no
plasma em relacdo ao GC (Grafico 6A, n = 5).

No tecido uterino, o percentual de oxidacdo n&o diferiu entre 0s grupos
submetidos a sessao de exercicio agudo, GO (76,0 + 3,4%), G12 (75,2 +5,0%) e
G24 (92,4 + 2,5%) em relacdo ao GC (80,0 + 5,4%) (Grafico 6B, n = 5).
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Gréfico 6 — Efeito do exercicio de forca agudo sobre o percentual de inibicdo da oxidacéo
no plasma (A) e no Utero (B) de rata, nos GC, GO, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC); *p < 0,05 (G12
e G24 vs. GO) e ¥p<0,05 (G24 vs. G0), (n = 5). GC =grupo controle; GO = grupo
eutanasiado imediatamente ap0s o treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas apés o
treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.4 Efeito do exercicio de forca agudo sobre a expresséo proteica de JNK em

Utero de rata

Na avaliacdo da expresséo proteica da JNK no utero de ratas foi observada
uma semelhanca entre as ratas submetidas a exercicio de for¢ca agudo dos GO
(0,89 £0,01), G12 (0,94 +0,05) e G24 (0,83+0,02) em comparacdo ao GC
(0,88 + 0,03) (Grafico 7, n = 5).
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Gréfico 7 — Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a expressao proteica de JNK em atero
de rata, nos GC, G0, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, (n=5). GC =grupo controle; GO = grupo
eutanasiado imediatamente apGs o treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas apds o
treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.5 Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a expresséo proteica de ERK1/2

em Utero de rata

Na avaliacdo da expressdo proteica da ERK1/2 em duatero de rata foi
observada a semelhanca entre as ratas submetidas ao exercicio de forca agudo dos
GO (0,91 +0,02), G12 (0,92 +0,05) e G24 (0,98 +0,07) em comparacdo ao GC
(1,01 £ 0,07) (Grafico 8, n =5).
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Gréfico 8 — Efeito do exercicio de forca agudo sobre a expressao proteica de ERK1/2 em
Utero de rata, nos GC, G0, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey, (n=5). GC =grupo controle; GO = grupo
eutanasiado imediatamente apds o treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas apds o
treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apdés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.6 Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a expresséo proteica de SOD em

Utero de rata dos

Ao avaliar a expressao de SOD em Utero de ratas submetidas ao exercicio de
forca agudo, observou-se um aumento na expressdo em G12 (0,96 £ 0,13),
comparado com GC (0,37 +0,07); entretanto, no GO (0,42 +0,05) e no G24
(0,57 £ 0,12), os niveis de SOD néo difeririam do controle (Grafico 9, n = 5).
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Gréfico 9 — Efeito do exercicio de forca agudo sobre a expressao proteica de SOD em Utero
de rata dos GC, GO0, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pds-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC) e *p < 0,05 (G12
vs. G0), (n=5). GC =grupo controle; GO =grupo eutanasiado imediatamente apds o
treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas ap6s o treinamento; G24 = grupo
eutanasiado 24 horas apés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.7 Avaliacdo dos efeitos do exercicio de forca agudo sobre a morfologia

uterina e da adrenal em rata

4.2.7.1 Analise histomorfométrica em Utero de rata

4.2.7.1.1 Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre o nimero de eosinéfilos e de

vasos sanguineos e sobre a area vascular e muscular

Nas ratas submetidas a sesséo de exercicio de for¢ca agudo, foi observado no
GC a presenca de eosindfilos tanto no endométrio quanto no miométrio (seta
amarela; Figura 3). Essas células também apareceram nas demais condicbes
experimentais. Na analise morfométrica, o GO (44,2 + 1,1) apresentou aumento do
namero de eosinofilos em relagédo ao grupo controle (39,8 = 1,9), no entanto, os G12
(26,0+1,7) e G24 (225+1,0) apresentaram reducdo em relacdo ao GC
(Gréfico 10A).

Além disso, foi observado no grupo controle a presenca de vasos dilatados
especialmente no endométrio. Apos isso, foi quantificado o nimero de vasos e a
area vascular em cada situacdo experimental. Em relacdo ao GC (5,8 +0,2),
imediatamente apds o exercicio de forca agudo (GO =3,5%0,6) houve uma
diminuicAio do numero vascular, enquanto que no G12 (6,2+0,2) e no
G24(11,0 £ 0,4) houve aumento desse parametro em relacdo ao GC (Figura 3;
Gréfico 10B). Quando quantificada a area vascular, observou-se em relacdo ao GC
(0,13+0,05pm? um aumento em todos os grupos (GO =0,16+0,02;
G12=0,24+0,04 e G24=0,86+ 0,04 um?), respectivamente (Figura 3; Gréfico
10C).

Em relacdo a area do miométrio, foi observada em comparacdo ao GC
(0,5 + 0,07 ym? uma manutencdo da espessura dessa camada tanto em GO
(0,45+0,03 pm? como G12 (0,46 +0,05pum?. No entanto, em G24
(0,86 + 0,05 pm?) foi observada hipertrofia e hiperplasia muscular. A hiperplasia é
vista pela presenca de nucléolos multiplos e evidentes além da hipercromasia

nuclear seguido de cariomegalia (Figura 3; Grafico 10D).
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Figura 1 — Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre o niumero de eosindfilos e de
vasos sanguineos e sobre a area vascular e muscular em dtero de rata, nos GC, GO,
G1l2 e G24.

Fotomicrografia de Utero de rata em GC, GO, G12 e G24. Aumento de 4x (esquerda) e 40x
(direita). Setas em vermelho indicam células em divisdo. E = endométrio; M = miométrio; GC
= grupo controle; GO = grupo eutanasiado imediatamente apos o treinamento; G12 = grupo
eutanasiado 12 horas ap0s o treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apds o
treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 10 — Efeito do exercicio de forca agudo sobre o nimero de eosindfilos (A) e de
vasos sanguineos (B) e sobre a area vascular (C) e muscular (D) em Utero de rata, nos GC,
GO, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC); *p < 0,05 (G12
e G24 vs. GO) e ¥p<0,05 (G24 vs. G12), (n = 5). GC =grupo controle; GO = grupo
eutanasiado imediatamente ap6s o treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas apés o
treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apdés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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4.2.7.2 Analise histomorfométrica da glandula adrenal em ratas

4.2.7.2.1 Efeito do exercicio agudo de forca sobre as areas das camadas
glomerulosa, fasciculada, reticulada e medular e do numero de vacuolos da

glandula adrenal em rata

Para esta analise, foi observado no cortex da glandula adrenal, as camadas
glomerulosa, fasciculada e reticulada além da sua camada medular (Figura 4). Nas
ratas submetidas a sessdo de exercicio de for¢ca agudo, néo foi observada diferenca
na area da camada glomerulosa no GO (0,16 + 0,01 um?) e no G12 (0,16 + 0,01 um?)
em relacdo ao GC (0,17 + 0,01 pm?). Ja para o G24 (0,23 + 0,02 pm?) foi observado
um aumento dessa area (Figura 4; Grafico 11A).

De forma semelhante, em relacdo a area da camada fasciculada, houve
aumento somente no G24 (3,7+0,1pm?) em relacdo aos demais grupos
(GC=2,1+0,04; G0O=2,4+0,1 e G12 =1,7 + 0,2 pm?), respectivamente (Figura 4;
Grafico 11B). Quando avaliada, ainda nessa mesma camada, a area de
degeneracdo lipidica, sugestiva da presenca de cortisol, pode-se notar que houve
uma reducao dessa area no GO (6,2 + 1,0). No entanto, no G12 (38,2 +0,8) e no
G24 (23,5 = 1,0) foi observado um aumento dessa area quando comparados ao GC
(17,8 + 1,0) (Figura 4; Grafico 11E).

Na camada reticulada, houve uma diminuicdo no G24 (0,38 + 0,03 pm?)
gquando comparado aos demais grupos (GC =0,86+0,04; GO=0,74+£0,08 e
G12 = 0,96 + 0,02 um?), respectivamente (Figura 4; Grafico 11C). Ao avaliar a area
medular, ndo foi observada diferencas entre 0 GC (2,3+0,2 pm?) e o G12
(2,8 +0,2um?. J& no GO (1,7+0,1um? e G24 (1,0 +0,01 pm?) se notou uma
reducdo quando comparado ao GC (Figura 4; Grafico 11D).
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Figura 2 — Efeito do exercicio de for¢ca agudo sobre a morfologia da glandula adrenal em
rata, nos GC, GO, G12 e G24.

G12

G24

Fotomicrografia da glandula adrenal de ratas no GC, GO, G12 e G24. Aumento de 4x (esquerda) e
40x (direita). Setas amarelas indicativas de vacuolos lipidicos na camada fasciculada. C = cortex; M
= medulla; GC = grupo controle; GO = grupo eutanasiado imediatamente apds o treinamento;
G12 = grupo eutanasiado 12 horas ap0s o treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas
apos o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 11 - Efeito do exercicio de forca agudo sobre as areas das camadas glomerulosa
(A), fasciculada (B), reticulada (C) e medular (D) e do nimero de vacuolos (E) em rata, nos
GC, GO, G12 e G24.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pds-teste de Tukey, *p < 0,05 (GO, G12 e G24 vs. GC); *p < 0,05 (G12
e G24 vs. GO) e 4p<0,05 (G24 vs. G12), (n = 5). GC =grupo controle; GO = grupo
eutanasiado imediatamente apds o treinamento; G12 = grupo eutanasiado 12 horas apds o
treinamento; G24 = grupo eutanasiado 24 horas apés o treinamento.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Capitulo II: Efeito preventivo da suplementacdo com S. platensis
sobre as alteragdes induzidas pelo treinamento de for¢ca em utero
de rata

5.1 Metodologia

5.1 1 Material

5.1.1.1 Produto-teste

A Spirulina platensis na forma de p6 foi adquirida do laboratério INFINITY
Pharma. (HONG KONG - China) (lote n° 17J11-B004-025041, Anexo A). Uma
amostra foi analisada e manipulada pela Farmacia de Manipulacdo Roval (Jodo
Pessoa-PB) (lote n° 20121025). As solucfes para administracéo foram diluidas com

soro fisiolégico.

5.1.1.2Animais

As ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens, com oito semanas de idade e
pesando entre 150 e 250 g, eram adquiridos da Unidade de Producdo Animal do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM). Os animais tiveram
acesso a agua ad libitum e eram mantidos sob ventilacdo e temperatura (21 + 1 °C)
controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h,
sendo o periodo claro das 6 as 18h00. As ratas eram tratadas 24 h antes da
eutanasia com dietilestilbestrol (1 mg/kg, s.c.) para inducdo do estro. Os
experimentos eram realizados no periodo das 7 as 23h00. A eutanasia das ratas era
realizada no periodo claro desse ciclo. Todos o0s procedimentos experimentais eram
realizados seguindo os principios de cuidados com animais Guidelines for the ethical
use of animals in applied etiology studies (SHERWIN et al., 2003) e do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016),
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB,
certiddo 0211/2014.

5.1.1.3Substancias e reagentes
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O cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o sulfato de magnésio hepta-
hidratado (MgS0O4.7H20), a glicose (CsH1206) e 0 formaldeido foram adquiridos da
Vetec (Brasil). O bicarbonato de sodio (NaHCOs3) foi adquirido da Fmaia (Brasil). O
cloreto de sédio (NacCl) e o cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos da Quimica
Moderna (Brasil). O fosfato de potassio monobasico (KH2POa4), o fosfato de sédio
monobasico (NaH2POa), o hidroxido de sédio (NaOH) e o acido cloridrico (HCI)
foram adquiridos da Nuclear (Brasil). Estas substancias, exceto a glicose, o
bicarbonato de sédio e o cloreto de sddio eram dissolvidas e diluidas em agua
destilada para obtencdo de cada solugcdo-estoque que era mantida sob
refrigeracdo. O formaldeido foi utilizado para conservar as amostras de tecidos
utilizadas para cortes histologicos.

O MDA, o 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH), o metano hidroximetilamina
(tris), o fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF), a aprotinina, o ditiotreitol (DTT), o
tween 20 e a albumina foram adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil). As substancias
utilizadas nos experimentos funcionais eram dissolvidas e diluidas em &gua
destilada, exceto a indometacina, a apocinina e o Y27632 que eram dissolvidos
em alcool absoluto (96 °GL) para obtencdo de cada solucdo-estoque, as quais

eram mantidas a 4 ou -20 °C.

Todos os reagentes utilizados na eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE), o reagente de Bradford, o tampao de
Laemmli, o triton X-100, o pirofosfato de sédio, o fluoreto de sodio e o
ortovanadato de sédio foram adquiridos da Bio-Rad (EUA). A membrana de
nitrocelulose e os kits para deteccdo de quimioluminescéncia foram adquiridos da
Amersham (GB). O anticorpo anti-ERK (K-23, sc-94) foi adquirido da Santa Cruz
Biotechnology (EUA) e o anticorpo secundario biotinilado de cabra anticoelho foi
adquirido da Vector Laboratories (EUA).

A mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO2) foi adquirida da White
Martins (Brasil).

5.1.1.4 Programa de Treinamento de Forga

Os animais do grupo de treinamento de forca eram submetidos a um

programa especifico de saltos em um cilindro de PVC, com 30 cm de diametro e 70



99
Ferreira, 2019 Capitulo 1l

cm de comprimento, contendo agua. A profundidade da &gua contida nos tanques
era de 50 cm, sendo aproximadamente equivalente ao dobro do comprimento da
rata para limitar a alternativa do subir até se agarrar na borda do cilindro. Antes de
iniciar o exercicio a 4gua era aquecida a uma temperatura em torno de 32°C, por ser
considerada neutra em relacdo a temperatura corporal do rato (MARQUETI et al.,
2006).

O treinamento de forca era baseado no protocolo de saltos em meio liquido,
desenvolvido por Marqueti et al., (2006). O protocolo era constituido por 4 séries de
10 a 12 repeticdes, com intervalo de 30 segundos entre as séries, sendo ajustada
uma sobrecarga progressiva de acordo com o peso do animal. A sobrecarga era
aplicada ao térax dos animais por meio de um colete especial que permitiu a
execucao dos saltos sem que a carga desconectasse do corpo ou impedisse seus
movimentos. Uma sobrecarga correspondente ao peso do colete quando molhado
(25 ), era considerada e debitada da carga especifica correspondente a massa
corporal do animal para uma melhor precisdo do treinamento.

O treinamento de forga era desenvolvido da seguinte forma:

Semana de adaptacdo: a primeira semana de treinamento sera destinada a
adaptacdo dos animais, para isso, 0s animais realizardo trés sessoes alternadas de
exercicio, com uma sobrecarga equivalente a 50% da massa corporal do animal,
com o0 numero de séries e repeticdes ajustada diariamente e um intervalo de 30
segundos de repouso entre as séries: 1° dia: 2 séries x 5 saltos; 2° dia: 4 séries X 5
saltos; 3° dia: 4 séries x 9 saltos.

Os animais que pertenciam ao grupo de treinamento crénico seguiram o
seguinte protocolo:

12 e 22 semanas: 0s animais realizaram 4 séries de 10 saltos, com 30 segundos de
repouso entre as séries e sobrecarga equivalente a 50% do peso corporal do animal.
32 e 42 semanas: eram realizadas 4 séries de 10 saltos, com 30 segundos de
intervalo entre as séries e sobrecarga de 60% do peso corporal.

52 e 62 semanas: permaneceram as 4 seéries de 10 saltos, com 30 segundos de
intervalo entre as séries, porém com sobrecarga de 80% do peso corporal do animal.
72 e 8% semanas: permaneceram as 4 séries, 0s segundos de intervalo entre as
séries e sobrecarga de 80% do peso corporal do animal, mas com 12 saltos de

execucao.
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Ao final dos protocolos de intervencdo, os animais do grupo de treinamento
cronico eram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina, seguido de seccéo dos
vasos cervicais, 48 horas ap0s a Ultima sessdo de exercicio, com objetivo de

eliminar o efeito agudo do exercicio sobre a reatividade (MOURA et al., 2012).

5.1.1.5 Solucdes

Para a manutengdo dos cornos uterinos, era utilizada a solugdo de Locke
Ringer (ajustada ao pH 7,4 com NaOH ou HCI 1N), gaseificada com carbogénio e
mantida a temperatura de 32° C, contendo a seguinte composi¢cdo (mM): NacCl
(154,0); KCI (5,6); CaCl, (2,2); MgCl, (2,1); Glicose (5,6); NaHCOs3 (6,0).

Para conservacdo das amostras para procedimentos histolégicos, era
utilizada solucdo de formaldeido tamponado 10% com a seguinte composi¢ao:
formaldeido (1:10 v/v), NaH,PO, (0,04:10 m/v), Na,HPO, (0,005:10 m/v) e H,O (9:10
v/v).

As amostras para separacdo em eletroforese eram extraidas em tampdao
contendo a seguinte composicao: triton X-100 1%, tris 100 mM (pH 7,4), pirofosfato
de sodio 100 mM, fluoreto de sédio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio
10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina 0,01 mg/mL.

Para o bloqueio de ligacdes inespecificas de proteinas a membrana de
nitrocelulose era utilizada uma solucdo de bloqueio contendo leite desnatado
Molico®, tris 10 mM, NaCl 150 mM e tween 20 0,02%.

5.1.1.6 Aparelhos

Para o registro das contracbes isométricas, 0S cornos uterinos eram
suspensos em cubas de banho (6 mL) para 6rgaos isolados, modelo BOI-04, e
conectados a transdutores de forgca isométricos modelo TIM 05, acoplados a um
amplificador modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, era conectado a um sistema de
aquisicao digital de dados com o software AQCAD verséo 2.1.6, para aquisicdo dos

dados, e ANCAD, para analise. O sistema continha uma bomba termostatica modelo
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BT-60 que controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram
adquiridos junto a AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil).

Para a realizacdo dos cortes histologicos, as amostras eram submetidas ao
processador de tecidos modelo PT05 (LUPTEC, Brasil), seccionadas em micrétomo
rotativo modelo RM 2125 RT (Leica, Alemanha), fotografadas em microscépio 6tico
com camera acoplada modelo BX41 (Olympus, Formosa) e posteriormente
analisadas por programa analisador de imagem (Leica Qwin 3.1).

O pH das solugbes era aferido através de um pHmetro digital, modelo
PG2000 (GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG 200 e os
animais em balanca semianalitica (ambas da GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As amostras utilizadas foram centrifugadas em aparelho refrigerado, modelo
VS-15000 CFN Il (VISION, Coreia do Sul) e centrifuga de bancada, modelo NI 1811-
A (NOVA instruments, SP, Brasil).

A leitura das absorbancias para dosagem de MDA e o teste da capacidade
antioxidante total (CAT) foi realizada no espectrofotdmetro modelo SP-22 da
Biospectro (Parana, Brasil).

As medidas de absorbancia eram feitas utilizando um espectrofotbmetro
ultravioleta modelo SP 22 (Bioespectro, Salvador, BA, Brasil).

O processamento das amostras para extracdo do conteddo proteico era
realizado com o auxilio do processador de tecidos do tipo Polytron PTA 20S
(Brinkmann Instruments, USA). Além disso, a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS PAGE) e transferéncia de proteinas para a membrana de nitrocelulose foi
realizada em equipamentos da Bio-Rad (Richmond, CA). Adicionalmente, a
detecgédo da quimiluminescéncia foi realizada no leitor MF CHEMIBIS (Bio-Imaging
Systems Ltda., Jerusalem, Israel) e a densitometria Optica foi quantificada no

programa ImageJ 1.43u (National Institute of Health, USA).

5.1.2 Métodos
5.1.2.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos sedentéarios, submetidos a protocolo de

treinamento de forca, suplementados com S. platensis (50 e 100 mg/kg) e treinados
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e suplementados com S. platensis (50 e 100 mg/kg). Dessa forma, o trabalho era
composto pelos seguintes grupos com 28 ratas cada: grupo sedentario (GS), grupo
sedentario 50 (GSP50), grupo sedentario 100 (GSP100), grupo somente adaptado
(GC, controle), grupo treinado por 8 semanas (GT), grupo treinado e suplementado
com S. platensis 50 mg/kg (GT50) e grupo treinado e suplementado com S. platensis
100 mg/kg (GT100).

5.1.2.2 Preparo e administracdo da S. platensis

O po6 de S. platensis era diariamente dissolvido em solu¢do salina nas
proporcdes de 0,005 e 0,010 g/mL para a preparagéo das doses de 50 e 100 mg/kg,
respectivamente, que foram administradas aos animais ao fim da preparacdo. As
suplementacdes foram realizadas por um periodo de oito semanas para todas as
doses (50, 100 mg/kg/dia) (adaptado de JUAREZ-OROPEZA et al., 2009). A
administracéo era feita por via oral no periodo das 12 as 14 h, utilizando agulhas de
aco inox para gavagem (BD-12, Insight, Ribeirdo Preto, SP) e seringas descartaveis
de 10 mL com precisdo de 0,2 mL (BD, HIGILAB, Jodo Pessoa, PB). Aos grupos
submetidos ao treinamento de forca, a suplementacdo era realizada 30 minutos

antes da sessao de exercicio (BRITO, 2014).

5.1.2.3 Obtencéao dos 6rgédos para os protocolos funcionais e bioquimicos

As ratas eram tratadas 24 h antes da eutanasia com dietilestilbestrol (1 mg/kg,
s.c.) para indugcdo do estro. A cavidade abdominal era aberta, e o Utero era
dissecado e colocado em uma placa de Petri contendo solugéo nutritiva de Locke
Ringer, a 32° C, gaseificada com carbogénio. Em seguida os dois cornos uterinos
eram separados por meio de uma incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos
verticalmente por linha de algoddo em cubas para banhos de 6érgaos isolados (6
mL), sob tensdo de 1 g e mantidos em repouso durante no minimo 40 minutos,
sendo a solucgéo trocada a cada 15 minutos (REVUELTA et al., 1997).

Para as dosagens bioguimicas e moleculares, eram obtidos fragmentos do
Utero e o plasma. Essas amostras eram removidos rapidamente e armazenados em

um freezer a temperatura de -80 °C até o momento das analises.
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5.1.2.4 Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo com S. platensis

sobre a reatividade contratil induzida por KCl ou ocitocina em utero de rata.

O utero foi montado como descrito no item anterior. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de KCI para verificar a
funcionalidade do 6rgao. Decorrido 15 minuots, era induzida uma contragdo com
concentragbes cumulativas de ocitocina ou KCI. Os resultados foram avaliados
comparando-se a amplitude da resposta contratil do Gtero das ratas dos grupos que
receberam a suplementacdo com S. platensis e/ou foram submetidas ao treinamento
de forca, com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das curvas
controle.

A reatividade do Utero de rata foi avaliada pela determinacdo do efeito
maximo (Emax) € do logaritmo negativo na base dez da concentracdo de uma
substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEsg) da ocitocina ou do KCl,
para 0S grupos que receberam a suplementacdo com S. platensis e/ou foram
submetidas ao treinamento de for¢a, com aquela obtida pela média das amplitudes

maximas das curvas controle.

5.1.2.5 Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo com S. platensis
sobre a reatividade relaxante induzida por isoprenalina ou nifedipino em Utero

de rata

O dutero foi montado conforme descrito no item 4.2.3. Em seguida, as
preparacdes foram lavadas e, ap6s 15 min, uma nova contracdo com 10 Ul/mL de
ocitocina ou com 60 mM de KCI foi induzida e durante o componente ténico da
contracao, a isoprenalina ou o nifedipino foram adicionados de maneira cumulativa a
cuba em preparacoes de todos os grupos (HEYLEN et al., 2008).

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao
induzida por ocitocina ou KCI, e os resultados foram avaliados comparando-se a
amplitude da resposta relaxante do Utero das ratas dos grupos que receberam a
suplementacdo com S. platensis e/ou foram submetida ao treinamento de forga, com

aguela obtida pela média das amplitudes maximas das curvas controle.
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A reatividade do Utero de rata foi avaliada pela determinacdo do efeito
maximo (Emax) € do logaritmo negativo na base dez da concentracdo de uma
substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEsp) da isoprenalina ou do
nifedipino, para os grupos que receberam a suplementacdo com S. platensis e/ou
foram submetidos ao treinamento de forca, com aquela obtida pela média das

amplitudes maximas das curvas controle.

5.1.2.6 Investigagdo do mecanismo de agdo envolvido nas alteragdes induzidas
pelo treinamento de forgca e/ou da suplementacao alimentar com S. platensis

5.1.2.6.1 Investigacdo da participacdo da via da Rho/ROCK e das enzimas
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e superoxido
dismutase (SOD).

5.1.2.6.1.1 Obtencdo de curvas cumulativas concentracdes-resposta a
ocitocina, na auséncia e na presenca da apocinina, do tempol ou da catalase
em Utero de rata dos grupos GC, GT, GT100

O utero foi montado conforme descrito no item 4.2.3. Apds o periodo de
estabilizacdo era incubada, por 20 minutos, a apocinina (10* M), inibidora da
NADPH oxidase (COCO et al., 2016) ou o tempol (10 M), um mimético da SOD
(PEIXOTO et al., 2009), em preparacdes distintas e, em seguida, era induzida uma
contracdo com ocitocina (10> M) e ap6s a formagdo do componente ténico, a ACh
(10*-3 x 10™ M) era adicionada & cuba de maneira cumulativa.

A resposta contratil do Utero na presenca dos inibidores era calculada com
base na amplitude média da curva obtida no grupo GC. A reatividade contratil era
avaliada tendo como base os valores de Enax € de pCEsp da ocitocina, na auséncia e

na presenca dos inibidores, e comparada entre GC, GT e GT100.

5.1.2.6.2 Investigagao da participacdo da via das COX, do NO e da catalase.

5.1.2.6.2.1 Obtencdo de curvas cumulativas concentracdes-resposta a

isoprenalina, na auséncia e na presenca da indometacina, L-NAME ou catalase,
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em UGtero de rata pré-contraido com 102 UI/mL de ocitocina nos grupos GC, GT
e GT100

O uatero foi montado conforme descrito no item 4.2.3. Apds o periodo de
estabilizacdo, era incubada. por 20 minutos, a indometacina 10-5 M, bloqueadora
nao seletiva das COXs (CARTLEDGE; EARDLEY; MORRISON, 2000), o L-NAME
(10 M), um inibidor n&o seletivo da NOS (VIGNOZZI et al., 2006) e a catalase (500
Ul/ml), enzima que converte H202 em H20 e O2, em diferentes preparacgoes.

A resposta relaxante era expressa como a percentagem reversa da contragao
inicial produzida pela ocitocina. As compara¢cfes eram realizadas entre GC, GT,
GT100 com base nos valores de Enax € de pCEsp dos agentes relaxantes, calculados

a partir das curvas concentracdes-resposta cumulativas obtidas.

5.1.2.7 Avaliacéo dos efeitos do treinamento de forca sobre o balanco entre o
estresse oxidativo e as defesas antioxidantes de ratas

5.1.2.7 1 Obtencéao do plasma

Apés a eutandsia dos animais, eram coletados sangue por meio de secc¢ao
dos vasos cervicais, colocados imediatamente em tubos de ensaio contendo
anticoagulante (EDTA) e levados a centrifugacdo a 1.198 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante era entdo transferido para tubos Eppendorf® e refrigerado a -20 °C até
a analise (OKAFOR et al., 2011; SILVA et al., 2012).

5.1.2.7.2 Obtenc¢&o do homogenato do tecido muscular uterino

ApOs a eutanasia dos animais, 0os cornos uterinos e eram isolados e
congelados a -20 °C até o preparo do homogenato. Para isso, o tecido era pesado,
macerado e homogeneizado com KCI 10% na propor¢cdo de 1:1. Em seguida, as
amostras eram centrifugadas (1.198 x g/10 min) e o sobrenadante era separado

para analise posterior.

5.1.2.7.3 Anélise dos niveis de malondialdeido (MDA) e da capacidade

antioxidante total (CAT) no plasma e no tecido muscular uterino
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A medida da produgdo de MDA era feita por meio do método descrito por
Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Apos a obtencdo do plasma e do homogenato uterino,
aliquotas de 250 pL eram incubadas a 37 °C em banho-maria por 60 minutos.
Depois, as amostras eram precipitadas com 400 pL de &cido perclérico 35% e
centrifugadas a 16.851 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante era transferido
para tubos Eppendorf®, 400 pL de &cido tiobarbittrico (TBA) 0,6% eram adicionados
as amostras e incubadas a temperatura de 95-100 °C por 1 h. Em seguida, apds o
resfriamento, as amostras eram lidas em espectrofotometro a 532 nm. As amostras
turvas ap0s o banho-maria eram centrifugadas novamente a 1.198 x g por 10
minutos antes da leitura. A determinacdo dos niveis de MDA (umol/L de amostra)
nas amostras era feita substituindo os valores de absorbancia na curva-padréo de
MDA obtida para a solucdo padrdo (1 pL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL
de agua destilada, diluida em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750,
2000, 2250, 2500, 2750 e 3000 pL de agua destilada).

A medida da capacidade antioxidante total (CAT) era feita utilizando o método
de DPPH descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Em tubos
apropriados para centrifuga, eram adicionados 50 pL do plasma ou do homogenato
pulmonar e 2 mL da solucdo de DPPH dissolvido em etanol absoluto (0,012 g/L) e
protegido da luz; em seguida, os tubos eram agitados em vértex por 10 segundos e,
entdo, mantidos em repouso por 30 minutos. A seguir, as amostras eram
centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos a 20 °C. O sobrenadante era lido em
espectrofotometro a 515 nm. Os resultados eram expressos como percentual de
inibicdo da oxidacdo, através da seguinte equacdo: CAT = 100-([DPPH-R] x
T)/([DPPH-R] x B) x 100; sendo [DPPH-R] x T e [DPPH-R] x B correspondentes a
concentracdo de DPPH- remanescente apés 30 minutos, avaliados na amostra (T) e
no branco (B) preparado com agua destilada.

As analises eram feitas comparando-se os niveis de MDA (umol/L de
amostra) ou da CAT (%) entre os grupos GS, GSP50, GSP100, GC, GT, GT50 e
GT100.
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5.1.2.8 Avaliacao dos efeitos do exercicio de for¢ca agudo e crbénico sobre a
expressédo de proteinas das vias de sinalizacdo da proliferacdo muscular lisa e

das defesas antioxidantes

5.1.2.8.1 Andlise dos niveis de superéxido dismutase (SOD), Janus cinase
(JNK) e proteina cinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2) no tecido

uterino

5.1.2.8.1.1 Extracdo do tecido uterino e corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida

ApOGs a eutanasia das ratas, os cornos uterinos eram isolado da cavidade
abdominal e rapidamente congelado em N liquido. Os 6rgdo eram mantidos sob
congelamento a -80 °C até as analises. Os cornos eram homogeneizados em
tampdo de extracdo, cuja composicdo esta descrita no item 4.1.4, utilizando um
processador de tecidos do tipo Polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments, EUA). Em
seguida, os extratos teciduais eram centrifugados a 17.530 g a 4 °C por 20 minutos.
AplOs esse processo, 0 conteudo proteico das amostras era quantificado no
sobrenadante utilizando o reagente de Bradford (Bio-Rad, Richmond, CA), e as
amostras eram conservadas pela adicdo do tampdo de Laemmli (Bio-Rad,
Richmond, CA) (LAEMMLI, 1970), acrescido de DTT 200 mM (4:1 viv).
Posteriormente, 50 a 100 ug de proteinas totais eram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE 15% em aparelho de minigel (Bio-Rad,
Richmond, CA). Em cada gel era adicionado um marcador com peso molecular com
valores conhecidos (Bio-Rad, Richmond, CA).

5.1.2.8.1.2 Western blot

Apoés a separacao, as proteinas eram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por estimulacdo elétrica a 120 V por 2 h (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1992). Em seguida, a ligacdo inespecifica de proteinas a membrana de
nitrocelulose era reduzida pela incubacdo com uma solucdo de bloqueio, cuja
composicdo esta descrita no item XXX, em temperatura ambiente durante 2 h sob

leve agitacao.
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Subsequentemente, as membranas de nitrocelulose eram incubadas com o0s
anticorpos anti-PI3K, ERK1/2 e SOD, preparados em solucdo bloqueadora
(substituindo o leite pela albumina na sua composicao), pernoite a temperatura de 4
°C, sob leve agitacdo. ApoOs esse periodo, as membranas eram lavadas com esta
solugdo decrescida de leite ou albumina por 30 minutos e entdo o anticorpo
secundario anticoelho conjugado com peroxidase era incubado por 1 h a
temperatura ambiente.

Para a revelacdo das membranas, era adicionada uma solugéo para deteccao
por quimioluminescéncia conforme descrito no kit comercial. Nesse protocolo, a
emissao da luz era detectada pelo sistema de deteccdo MF-CHEMIBIS (Bio-Imaging
Systems Ltda., Jerusalem, Israel) e a determinacdo da intensidade das bandas
reveladas era realizada pela leitura da densitometria 6ptica das imagens analisadas
no programa ImageJ 1.43u (National Institute of Health, EUA).

5.1.2.9 Avaliacao dos efeitos do treinamento de forca e da suplementacdo com

S. platensis sobre a sobre a morfologia uterina e da adrenal de ratas

As amostras de utero e a adrenal eram isolados e fixados em solucdo de
formaldeido tamponado 10% e incluidos em parafina. Posteriormente, foram cortadas
em micrétomo na espessura de 3um, montadas em laminas histolégicas e
desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em &lcoois em
concentracbes decrescentes por 25 minutos e lavadas em agua corrente por 5
minutos, e apos, lavadas em agua destilada. As amostras entdo foram tratadas pela
hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas novamente em agua destiladas por 5
minutos e novamente coradas pela eosina por 3 minutos e, posteriormente também
lavadas em agua corrente durante mais 30 segundos. Finalmente as laminas foram
desidratadas em concentragdes crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol, e
montadas com Entellan®.

Os aspectos avaliados nos cortes histolégicos uterinos foram o numero de
eosinofilos, nimero e diametro dos vasos e espessura do miomeétrio, e nos cortes da
glandula adrenal, observou-se a area das camadas glomerulosa, fasciculada, reticulada
e medular, além do numero de vacuolos. As fotomicrografias das laminas foram
capturadas através de camera acoplada a um microscopio o6ptico. A metodologia
empregada para o imageamento microscépico, segmentacdo de imagens e a definicdo

das condi¢cdes de morfometria é a descrita por Caliari (1997).
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Capitulo II: Efeito preventivo da suplementacdo com S. platensis sobre as

alteracdes induzidas pelo treinamento de forgca em Utero de rata

5.2 Resultados

5.2.1 Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo com S. platensis

sobre as respostas contrétil e relaxante em Utero de rata

5.2.1.1 Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo com S. platensis

sobre aresposta contratil induzida por KCI

Nos grupos sedentarios, a poténcia contrati do KCI no GS
(pCEsp = 1,5+ 0,01) ndo foi alterada pela suplementagdo alimentar no GSP50
(pPCEs0=1,4+0,01) e no GSP100 (pCEsp=1,6+0,08). Em relacdo a eficacia
contrétil, observou-se que em comparacdo ao GS (Emax = 100%), a suplementacao
com S. platensis reduziu a eficacia contratil ao KCl no GSP50 (Emax = 73,5 £ 4,9%) e
no GSP100 (Emax = 84,8 + 3,2%) de maneira equiparada (Grafico 12A e Tabela 5).

No grupo submetido ao treinamento de forca (GT), observou-se uma reducao
na poténcia e um aumento na eficacia contrati ao KCI (pCEso= 1,0 £ 0,03;
Emax = 172,7 £ 8,1%) quando comparado ao GC (pCEsp = 2,0 £ 0,07; Emax = 100%).
A suplementacdo com S. platensis no GT50 (pCEsp = 1,6 £ 0,02; Eax = 84,3 = 8,8%)
e no GT100 (pCEso=2,1+0,05, Emax=119,7 £9,1%) preveniu 0 aumento da
eficacia e a reducao da poténcia ao KCI (Gréfico 12B e Tabela 6).
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Grafico 12A - Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentracdes-resposta cumulativas ao KCIl em utero isolado de rata, nos GS (@), GSP50
(O) e GSP100 (O).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 5 — Valores de E € de pCEsq da reatividade contratil ao KCI em Gtero isolado de
rata, nos GS, GSP50 e GSP100.

GS 100 1,53+0,01
GSP50 73,5+ 4,9* 1,4+0,01
GSP100 84,8 + 3,2* 1,6 +0,08

ANOVA one-way seguido do p6s-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP50 e GSP100 vs. GS), (n =
5). GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 12B — Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre as curvas concentragfes-resposta cumulativas ao KCl em Utero isolado de
rata, nos GC (W), GT (), GT50 ([1) e GT100 ().
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 6 — Valores de E. € de pCEso da reatividade contratil ao KCI em utero isolado de
rata, nos grupos GS, GC, GT, GT50 e GT100.

GS 100 1,53+ 0,01
GC 100 2,0+0,07
GT 172,7 + 8,1* 1,0 + 0,03*

GT50 84,4 + 3,8" 1,6 +0,02**

GT100 119,7 +9,1% 2,0 + 0,05*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT50 E GT100 vs. GC);
*n < 0,05 (GT50 E GT100 vs. GT), (n = 5). GS = grupo salina; GC = grupo controle; GT =
grupo treinado; GT50 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de 50
mg/kg; GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.2 Efeito do treinamento de for¢ca e da suplementacdo com S. platensis

sobre a resposta contratil induzida por ocitocina

A poténcia e a eficacia contratil da ocitocina no GS (pCEso=3,3+0,1;
Emax = 100%) néo foram alteradas pela suplementacdo com S. platensis no GSP50
(pCE5p =3,3%£0,1; Emax=986+7,4%) e no GSP100 (pCEs=3,5%0,2;
Emax = 88,0 £ 1,0%) (Grafico 13A e Tabela 7).

Nas ratas submetidas ao treinamento de forca, observou-se um reducdo da
poténcia e um aumento da eficdcia contratii da ocitocina (pCEso=2,1+0,1;
Emax = 222,0 £ 7,1%) comparado ao GC (pCEsp=3,4+0,2; Emnax =100,0%) e a
suplementacdo alimentar com S. platensis no GT50 (pCEsy=3,5%0,1;
Emax = 207,2 + 15,0%) e no GT100 (pCEsp = 3,5 £ 0,1; Emax = 169,1 + 7,7%) preveniu
parcialmente o aumento da eficacia e da reducdo da poténcia desse agonista
(Grafico 13B e Tabela 8).
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Grafico 13A - Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentragdes-resposta cumulativas & ocitocina em Utero isolado de rata, nos GS (A),
GSP50 (4A) e GSP100 (A).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 7 — Valores de E.x € de pCEsq da reatividade contratil a ocitocina em atero isolado
de rata, nos GS, GSP50 e GSP100.

GS 100 3,3+0,1
GSP50 98,6 +7,4 3,3+0,06
GSP100 88,0+1,0 3,5+0,2

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey, (n =5). GS = grupo salina; GSP50 = grupo
suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GSP100 = grupo suplementado com
S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 13B — Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre as curvas concentracdes-resposta cumulativas a ocitocina em utero de rata,
nos GC (V¥), GT (V), GT50 (V) e GT100 (V).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 8 — Valores de E . € de pCEsy da reatividade contratil a ocitocina em Utero isolado
de rata, nos GS, GC, GT, GT50 e GT100.

GS 100 3,3+0,1
GC 100 3,4+0,2
GT 2220+ 7,1 2,1+0,1*
GT50 207,2 £ 15,0* 3,51+0,1
GT100 169,1 +7,7* 3,52+0,1

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT50 e GT100 vs. GC), (n
=5). GS = grupo salina; GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.3 Efeito do treinamento de for¢ca e da suplementacdo com S. platensis

sobre a resposta relaxante induzida por nifedipino

A poténcia relaxante do nifedipino GS (pCEsp = 10,0 + 0,1) n&o foi alterada
pela suplementacéo alimentar no GSP50 (pCEsp = 9,1 + 0,2). Ja a suplementacao no
GSP100 (pCEso = 8,9 = 0,4) atenuou a poténcia relaxante do nifedipino em relagéo
ao controle. No entanto, a eficacia contratil do nifedipino no GS (Emax = 100%) né&o
foi alterada pela suplementacdo com S. platensis no GSP50 (Emax = 100%) e no
GSP100 (Emax = 100%) (Grafico 14A e Tabela 9).

O treinamento de forga nao alterou a poténcia nem a eficacia relaxante do
nifedipino (pCEso = 11,0 £ 0,2; Enax = 100%) em relagéo ao GC (pCEsp = 10,6 £ 0,08;
Emax = 100%). Entretanto, a suplementagcdo alimentar com a alga no GTS50
(pCEsp = 8,8 £ 0,2; Emax = 100%) e no GT100 (pCEsp=8,6 = 0,2; Emax = 100,0%),
diminuiu a poténcia relaxante do nifedipino, sem alteracédo da eficacia (Grafico 14B e
Tabela 10).
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Grafico 14A - Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentracdes-resposta cumulativas ao nifedipino em Utero isolado de rata pré-contraido
com KClI, nos GS (@), GSP50 (O) e GSP100 (O).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 9 — Valores de En. € de pCEs, da reatividade relaxante ao nifedipino em Utero
isolado de rata, nos GS, GSP50 e GSP100.

GS 100 10,0+0,1
GSP50 100 9,1+0,2
GSP100 100 8,9+0,4*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP vs. GS), (n = 5).
GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis ha dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 14B - Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre as curvas concentragfes-resposta cumulativas ao nifedipino em Utero
isolado de rata pré-contraido com KCI, nos GC (l), GT (), GT50 ([1) e GT100 ([]).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 10 — Valores de En. € de pCEs, da reatividade relaxante ao nifedipino em utero
isolado de rata, nos GS, GC, GT, GT50 e GT100.

GS 100 10,0+0,1
GC 100 10,6 £ 0,08
GT 100 11,0+0,2
GT50 100 8,8 +0,2*
GT100 100 8,6 £0,2*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT50 e GT100 vs. GC), (n = 5).
GS =grupo salina; GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 =grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.4 Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo com S. platensis

sobre a resposta relaxante induzida por isoprenalina

A poténcia e a eficacia relaxante da isoprenalina no GS (pCEsp = 12,4 + 0,1;
Emax = 100%) n&o foram alteradas pela suplementacédo com S. platensis no GSP50
(PCEsp = 12,0 £ 0,2; Emax = 100%) e no GSP100 (pCEsp= 11,8 + 0,9; Emax = 100%)
(Grafico 15A e Tabela 11).

O treinamento de forgca (Emax = 89,6 + 3,6%) diminuiu a eficacia relaxante ao
nifedipino em relagdo ao CG (Enmax = 100%) e a suplementagdo com S. platensis nos
GT50 e GT100 (Emax = 100%) previniu a diminuicdo de eficacia. Em relagédo a
poténcia, o GT (pCEsy =9,8 £0,3) diminuiu a poténcia relaxante ao nifedipino
comparada com o GC (pCEsy =12,0£0,3); a suplementagdo alimentar com S.
platensis preveniu essa redug¢do em ambas as doses (GT50 — pCEsp = 12,0 + 0,2;
GT100 - 12,3 + 0,2) (Grafico 15B e Tabela 12).
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Grafico 15A - Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentracdes-resposta cumulativas a isoprenalina em Utero isolado de rata pré-contraido
com acitocina, nos GS (A), GSP50 (A) e GSP100 (A).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 11 — Valores de E. .« € de pCEs, da reatividade relaxante a isoprenalina em utero
isolado de rata, nos GS, GSP50 e GSP100.

GS 100 12,6 +0,2
GSP50 100 11,5+0,3
GSP100 100 13,1+0,6

GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 15B — Efeito do treinamento de forca e da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre as curvas concentragdes-resposta cumulativas a isoprenalina em Gtero de
rata pré-contraido com ocitocina, nos GC (V¥), GT (V), GT50 (V) e GT100 (V).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 12 — Valores de E..x € de pCEs, da reatividade relaxante a isoprenalina em utero
isolado de rata, nos GS, GC, GT, GT50 e GT100.

GS 100 12,6 +0,2
GC 100 12,0+0,3
GT 89,6 + 3,6* 9,8 +£0,3*
GT50 100 12,0 £ 0,2*
GT100 100 12,3 +0,2*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT50 e GT100 vs. GC), (n
= 5). GS = grupo salina; GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 =grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.5 Avaliacdo do mecanismo de acdo preventivo da S. platensis em Utero de

rata submetida a treinamento de forca

5.2.5.1 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacéo alimentar com S.
platensis sobre a resposta contrétil induzida por ocitocina, na auséncia e na
presenca de Y-27632

Nas ratas submetidas ao treinamento de forca, a eficacia contrétil da ocitocina
nao foi alterada na presencga de Y-27632 (Emax = 208,1 + 6,1%), um inibidor de
ROCK, quando comparado a sua auséncia no GT (Emax = 222,0 = 7,1%).
Adicionalmente, ndo houve alteracdo na poténcia contratil do agonista na auséncia
(pCEsp = 2,3 £ 0,2) e na presenca (pCEsp = 2,1 £ 0,1) de Y-27632 nesse grupo
experimental (Gréfico 16 e Tabela 13, n = 5).

Nas ratas submetidas ao treinamento de for¢ca e que foram suplementadas
com 100 mg/kg de S. platensis, evidenciou-se a reducdo do efeito maximo em
(Emax = 139,5 + 4,2%), na presenca de Y-27632, quando comparado a auséncia
desse inibidor (Eqax = 169,1 + 7,1%), mas nao foi observada alteragdo na curva
cumulativa a ocitocina na presenca do inibidor de ROCK (pCEsy = 3,55 + 0,06)
guando comparado a sua auséncia (pCEsp = 3,51 + 0,1) (Gréfico 16 e Tabela 13,
n=>5).
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Gréfico 16 — Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com
S. platensis sobre as curvas concentra¢des-resposta cumulativas a ocitocina em atero

isolado de rata, nos GC (V¥), GT (V), GT + Y-27632 (¥), GT100 (V) e GT100 + Y-27632
(V).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 13 — Valores de E . € de pCEs, da ocitocina em Gtero isolado de rata, nos GC, GT,
GT + Y-27632, GT100 e GT100 + Y-27632.

GC 100 3,4+0,2

GT 222,0+7,1* 2,1+0,1*

GT + Y-27632 208,1 +6,1* 2,3+0,2*
GT100 169,1 + 7,7%* 3,51+0,1*
GT100 + Y-27632 139,5 + 4,2%* 3,55 +0,06*

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT + Y-27632, GT100 e
GT100 + Y-27632 vs. GC), (nh =5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT + Y-27632
= grupo treinado na presenca de inibidor; GT100 = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 100 mg/kg; GT100 + Y27632 = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 100 mg/kg na presenca de inibidor.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.5.2 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacao alimentar com S.
platensis sobre a resposta contratil induzida por ocitocina, na auséncia e na

presenca de apocinina ou de tempol

Na avaliacdo da curva da ocitocina na presencga da apocinina, um inibidor do
complexo NADPH oxidase, nas ratas submetidas ao treinamento de forca, a eficacia
contratil da ocitocina foi reduzida (Emax = 212,6 + 8,1%), quando comparado na
auséncia desse inibidor (Emax = 222,0 £ 7,1%). Em relacéo a poténcia, observou-se
uma diminuicdo na poténcia contratii do agonista na presenca de apocinina
(pCEsp = 3,3 £ 0,1) em comparacdo a auséncia do inibidor (pCEsp = 2,1 + 0,1)
(Gréfico 17 e Tabela 14, n = 5).

Além disso, verificou-se que a eficacia contratil da ocitocina foi aumentada na
presenca de apocinina (Emax = 188,0 + 11,5%) nas ratas submetidas ao treinamento
de forca e suplementados com 100 mg/kg de S. platensis, em comparacdo a
auséncia desse inibidor (Emax = 169,1 £ 7,7%), bem como um aumento na poténcia
contrétil na presenca do inibidor (pCEsp = 2,8 + 0,4) em comparacao a auséncia do
mesmo (pCEsp = 3,5 £ 0,1) (Gréafico 17 e Tabela 14, n = 5).

Ao avaliar a curva da ocitocina na presenca do tempol, um mimético da
superéxido dismutase, nos animais submetidos ao treinamento de forca, observou-
se uma diminuicdo da eficacia contratil (Emax = 203,0 + 12,6%), quando comparado
na auséncia do mimético (Emax = 222,0 = 7,1%). Assim como, na avaliacdo da
poténcia, evidenciou-se uma diminuicdo da poténcia contratil da ocitocina na
presenca do tempol (pCEsp = 3,0 = 0,2) em comparacdo a auséncia
(pCEso = 2,1 £ 0,1) (Gréfico 18 e Tabela 15, n = 5).

A suplementacdo com 100 mg/kg da alga nas ratas submetidas ao
treinamento de forca diminuiu a eficacia contratil da ocitocina na presenca do tempol
(Emax = 169,1 = 7,7%) em comparacdo com a auséncia (Emax = 134,6 £ 4,8%), mas
ndo alterou a curva concentragdo-resposta cumulativa a ocitocina na presenca
desse mimético da SOD (pCEsy = 3,3 + 0,1) quando comparado a sua auséncia
(pCEsp = 3,5 £ 0,1) (Grafico 18 e Tabela 15, n = 5).
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Gréfico 17 — Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com
S. platensis sobre as curvas concentra¢des-resposta cumulativas a ocitocina em atero

isolado de rata, nos GC (V¥), GT (V), GT + apocinina (), GT100 (V) e GT100 + apocinina
(L.
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 14 — Valores de E. € de pCEsq da ocitocina em Utero isolado de rata, nos GC, GT,
GT + apocinina, GT100 e GT100 + apocinina.

GC 100 3,4+0,2

GT 2220+ 7,1* 2,1+0,1*

GT + apocinina 212,6 £ 8,1* 3,3+0,1
GT100 169,1 + 7,7%* 3,51+£0,1*
GT100 + apocinina 188,0 £ 11,5%* 2,8 +£0,4*

ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT + apocinina, GT100 e
GT100 + apocinina vs. GC), (h = 5). GC =grupo controle; GT = grupo treinado; GT +
apocinina = grupo treinado na presenca de inibidor; GT100 = grupo treinado e suplementado
com S. platensis na dose de 100 mg/kg; GT100 + apocinina = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg na presenca de inibidor.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 18 — Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com
S. platensis sobre as curvas concentra¢des-resposta cumulativas a ocitocina em Utero
isolado de rata, nos GC (V¥), GT (V), GT + tempol (@), GT100 (V) e GT100 + tempol (O).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 15 — Valores de E. € de pCEsq da ocitocina em Utero isolado de rata, nos GC, GT,
GT + tempol, GT100 e GT100 + tempol.

GC 100 3,4+0,2

GT 222,0+7,1* 2,1+0,1*

GT + tempol 203,0 £ 12,6* 3,0+0,2*
GT100 169,1 + 7,7%* 3,51+0,1*
GT100 + tempol 134,6 = 4,8%* 3,3+0,1*

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT + tempol, GT100 e
GT100 + tempol vs. GC), (n = 5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT + tempol =
grupo treinado na presenca de inibidor; GT100 = grupo treinado e suplementado com S.

platensis na dose de 100 mg/kg; GT100 + tempol = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 100 mg/kg na presenca de inibidor.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.5.3 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacéo alimentar com S.
platensis sobre a curva cumulativa de isoprenalina na auséncia e na presenca

de L-NAME ou indometacina.

Foi observado que a curva da isoprenalina na presenca do inibidor da sintase
do Oxido nitrico, L-NAME, nas ratas submetidas ao treinamento de forca, foi
deslocada para a esquerda com aumento da eficacia relaxante desse agonista
(Emax = 100%) e potencializag&o do relaxamento da isoprenalina (pCEsp = 14,0 £ 0,5)
quando comparado a curva na auséncia desse inibidor (Eqax = 89,6 + 3,6%;
pCEso = 9,8 + 0,3) (Grafico 19 e Tabela 16, n = 5).

Nas ratas treinadas e suplementadas com 100 mg/kg da alga, a eficacia
relaxante da isoprenalina néo foi alterada na presenca de L-NAME (Emax = 100%),
entretanto, observou-se uma diminuicdo da poténcia relaxante (pCEso = 11,2 + 0,3)
guando comparado a auséncia desse inibidor (pCEsp = 12,3 + 0,2; Emax = 100%)
(Gréfico 19 e Tabela 16).

Ao analisar a curva da isoprenalina na presenca da indometacina, um inibidor
de ciclo-oxigenase, nas ratas submetidas ao treinamento de forca, observou-se um
deslocamento para a esquerda com aumento da eficacia relaxante (Emax = 100%) e
potencializacdo do relaxamento da isoprenalina (pCEsp = 15,4 + 0,4) quando
comparado a curva na auséncia desse inibidor (Emax = 89,6 * 3,6%;
pCEsp = 9,8 + 0,3) (Gréfico 20 e Tabela 17, n = 5).

A suplementacdo com 100 mg/kg de S. platensis nas ratas submetidas ao
treinamento de forca ndo alterou a eficacia relaxante da isoprenalina na presenca da
indometacina (Emax = 100%), bem como observou-se um aumento da poténcia
relaxante (pCEso = 13,3 £ 0,2) quando comparado a auséncia dessa substancia
(pCEsp = 12,3 £ 0,2; Emax = 100%) (Gréafico 20 e Tabela 17, n = 5).
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Gréfico 19 — Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com
S. platensis sobre as curvas concentracdes-resposta cumulativas a isoprenalina em Utero
isolado de rata pré-contraido com ocitocina, nos GC (V¥), GT (V), GT + L-NAME (V),
GT100 (V) e GT100 + L-NAME (V).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 16 — Valores de E .« € de pCEs, da isoprenalina em Utero isolado de rata, nos GC,
GT, GT + L-NAME, GT100 e GT100 + L-NAME.

GC 100 12,0+ 0,3

GT 89,6 * 3,6* 9,8 £0,3*

GT + L-NAME 100 14,0 + 0,5*
GT100 100* 12,3 +0,2*
GT100 + L-NAME 100 11,2+ 0,3*

ANOVA one-way seguido do poés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT + L-NAME, GT100 e
GT100 + L-NAME vs. GC), (n =5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT + L-NAME
= grupo treinado na presenca de inibidor; GT100 = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 100 mg/kg; GT100 + L-NAME = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 100 mg/kg na presenca de inibidor.

Fonte: Ferreira, 2019.



129

Ferreira, 2019 Capitulo 1l

Gréfico 20 — Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com
S. platensis sobre as curvas concentracdes-resposta cumulativas a isoprenalina em Utero
isolado de rata pré-contraido com ocitocina, nos GC (V¥), GT (V), GT + indometacina (#),
GT100 (V) e GT100 + indometacina (<).
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Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 17 — Valores de E»x € de pCEs, da isoprenalina em Utero isolado de rata, nos GC,
GT, GT + indometacina, GT100 e GT100 + indometacina.

GC 100 12,0+0,3

GT 89,6 + 3,6* 9,8 +0,3*

GT + indometacina 100 15,4 + 0,4*
GT100 100~ 12,3+ 0,2*

GT100 + indometacina 100* 13,3+ 0,2*

ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT + indometacina, GT100
e GT100 + indometacina vs. GC), (n = 5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT +
indometacina = grupo treinado na presenca de inibidor; GT100 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg; GT100 + indometacina = grupo
treinado e suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg na presenca de inibidor.

Fonte: Ferreira, 2019.



130
Ferreira, 2019 Capitulo 1l

5.2.5.4 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacao alimentar com S.
platensis sobre a curva cumulativa de isoprenalina na auséncia e na presenca

de catalase

Ao analisar a curva da isoprenalina na presenca da catalase, nas ratas
submetidas ao treinamento de forca, observou-se aumento na eficacia relaxante
desse agonista (Emax = 100%) e potencializacdo da resposta relaxante da
isoprenalina (pCEsp = 12,3 £ 0,2) quando comparado a curva na auséncia desse
inibidor (Emax = 89,6 + 3,6%; pCEsp = 9,8 + 0,3) (Grafico 21 e Tabela 18, n =5).

A suplementacdo com 100 mg/kg da alga nas ratas submetidas ao
treinamento de forca ndo alterou a eficacia relaxante da isoprenalina na presenca da
catalase (Emax = 100%), mas, houve aumento da poténcia relaxante (pCEso = 14,5 *
0,3) quando comparado a auséncia dessa substancia (pCEsp = 12,3 = 0,2;
Emax = 100%) (Grafico 21 e Tabela 18, n = 5).
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Gréfico 21 - Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com
S. platensis sobre as curvas concentracdes-resposta cumulativas a isoprenalina em Utero
isolado de rata pré-contraido com ocitocina, nos GC (V¥), GT (V), GT + catalase (®), GT100
(V) e GT100 + catalase (O).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Ferreira, 2019.

Tabela 18 — Valores de E»x € de pCEs, da isoprenalina em Utero isolado de rata, nos GC,
GT, GT + catalase, GT100 e GT100 + catalase.

GC 100 12,0+0,3

GT 89,6 + 3,6* 9,8 +0,3*

GT + catalase 100 12,3+0,2
GT100 100* 12,3 +0,2*
GT100 + catalase 100* 14,5 + 0,3*

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT100 e GT100 + catalase
vs. GC), (n = 5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT + catalase = grupo treinado
na presenca de inibidor; GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose
de 100 mg/kg; GT100 + catalase = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose
de 100 mg/kg na presenca de inibidor.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.6 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementagéo alimentar com S.

platensis sobre a concentracdo de MDA no plasma e no Utero de rata

Nas ratas suplementadas com S. platensis nas doses de 50 e 100 mg/kg, nao
foi observada diferenca na concentracdo de MDA no plasma dos grupos GS
(3,1+£0,2), GSP50 (2,7 £ 0,4), GSP100 (2,9 £ 0,2) (Grafico 22A, n = 5). Ao analisar
as amostras de tecido uterino, a concentracdo de MDA no Utero nédo foi alterada nas
ratas do grupo GSP50 (1,2 = 0,2), mas diminuiu no grupo suplementado com a dose
de 100 mg/kg (1,0 + 0,04) (Grafico 22B, n = 5).

Nas ratas submetidas a treinamento de forca e suplementadas com S.
platensis nas doses de 50 e 100 mg/kg, nédo foi observada diferenca na
concentracdo de MDA no plasma dos grupos GT (3,6 £ 0,2), GT50 (3,8 + 0,4) e
GT100 (3,1 £ 0,1) em comparacgédo ao controle (3,2 + 0,1) (Grafico 22C, n = 5). Ao
analisar as amostras de tecido uterino, a concentracdo de MDA no utero foi
aumentada no grupo GT (3,9 + 0,1) e esse aumento foi previnido pela
suplementacdo com S. platensis nos grupos GT50 (1,9 + 0,2) e de forma mais
acentuada em GT100 (1,0 + 0,05) em comparacdo com o controle (1,6 = 0,1)
(Gréfico 22D, n = 5).
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Gréfico 22 — Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre a concentracdo de MDA no plasma (A e C) e no Utero (B e D) de rata, nos
GS, GSP50, GSP100, GC, GT, GT50 e GT100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP100 vs. GS); *p < 0,05 (GT, GT50 e
GT100 vs. GC); *p < 0,05 (GT50 e GT100 vs. GT) e ¥p < 0,05 (GT100 vs. GT50), (n = 5). GS
= grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg; GC = grupo
controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e suplementado com S. platensis ha
dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de
100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.



134
Ferreira, 2019 Capitulo 1l

5.2.7 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementagéo alimentar com S.
platensis sobre o percentual de inibicdo da oxidacdo no plasma e no utero de

rata

Nas ratas suplementadas com S. platensis, ndo foi observada diferenca no
percentual de inibicdo da oxidacdo no plasma do grupo GS50 (30,0 + 0,8%) e
GS100 (26,4 £ 1,2%) em relacdo ao GS (29,0 + 0.3%) (Grafico 22A). No Utero, o
percentual de oxidagdo nao diferiu entre o grupo GS (83,6 £ 3,4%) e GS50, mas
aumentou em comparacdo ao GSP100 (95,6 + 3,8% (Gréfico 22B).

Nas ratas treinadas e suplementadas com S. platensis, evidenciou-se que 0
treinamento de forca diminuiu o percentual de inibicdo da oxidacdo no plasma
(15,2 £ 0,4%) e que a suplementacdo com a alga em GT50 (22,4 + 0,1%) e GT100
(24,6 = 0,9%) atenuaram esse efeito em comparacdo a GC (28,4 + 0,7%) (Gréfico
23A). No utero, o percentual de oxidacao foi aumentado pelo treinamento de forca
GT (97,4 £ 1,3%) e pela suplementagdo com S. platensis em GT50 (107,4 + 1,9%)
sendo esse aumento acentuado em GT100 (130,8 £ 4,0%) em comparacédo ao GC
(83,6 + 3,4%) (Grafico 23B).
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Gréfico 23 — Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre o percentual de inibicdo da oxidacdo no plasma (A e C) e no Gtero (B e D)
de rata, nos GS, GSP50, GSP100, GC, GT, GT50 e GT100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP100 vs. GS); *p < 0,05 (GT, GT50 e
GT100 vs. GC) e *p<0,05 (GT50 e GT100 vs. GT), (n = 5). GS =grupo salina;
GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GSP100 = grupo
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg; GC = grupo controle; GT = grupo
treinado; GT50 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.8 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementagéo alimentar com S.

platensis sobre a expressao proteica de SOD em utero de rata

Nas ratas suplementadas com S. platensis observou-se um aumento da
expressao da proteina SOD em GSP100 (1,04 + 0,11) quando comparados com GS
(0,37 £ 0,07) e GSP50 (0,37 £ 0,16) (Gréfico 24, n = 5).

O treinamento de forca e suplementacdo com S. platensis nao alterou a
expressdo de SOD em utero de ratas GT (0,23 + 0,08), GT50 (0,27 £ 0,09) e GT100
(0,20 £ 0,03), em comparacédo ao GC (0,37 + 0,07) (Grafico 24, n = 5).
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Gréfico 24 - Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre a expressao da proteina SOD em Utero de rata, nos GS, GSP50, GSP100,
GC, GT, GT50 e GT100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP100 vs. GS) e £p < 0,05 (GSP100
vs. GSP50), (n = 5). GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na
dose de 50 mg/kg; GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg;
GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na
dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.9 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementagéo alimentar com S.

platensis sobre a expressao proteica de JNK no utero de rata

Nas ratas suplementadas com S.platensis, ndo foi observada diferenca na
expressdo da proteina JNK entre os grupos suplementados com a alga em GSP50
(0,70 £ 0,16) e GSP100 (0,61 £ 0,08) quando comparados com GS (0,88 £ 0,03)
(Gréfico 25, n = 5).

O treinamento de forca e a suplementacdo com S. platensis diminuiram a
expressdo de JNK em utero de ratas GT (0,45 + 0,09) e esse efeito foi parcialmente
prevenido pela suplementacdo com S. platensis em GT50 (0,55 + 0,06) e totalmente
prevenido em GT100 (0,70 + 0,06), quando comparados ao controle (0,88 + 0,03)
(Gréfico 25, n = 5).
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Gréfico 25 — Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre a expressao da proteina JNK em utero de rata, nos GS, GSP50, GSP100,
GC, GT, GT50 e GT100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT e GT50 vs. GC), (n = 5). GS = grupo
salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg; GC =grupo
controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na
dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de
100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.10 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacao alimentar com S.

platensis sobre a expressao proteica de ERK1/2 no utero de rata

Nas ratas suplementadas com S.platensis evidenciou-se uma diminuicdo da
expressdo da proteina ERK1/2 em GSP50 (0,57 £ 0,07) e GSP100 (0,54 + 0,09)
guando comparados com GS (1,0 £ 0,07) (Grafico 26, n = 5).

O treinamento de forca e suplementacdo com S. platensis diminuiram a
expressdo de ERK1/2 em utero de ratas GT (0,59 + 0,08), GT50 (0,57 £ 0,01) e
GT100 (0,58 £ 0,04), em comparacédo ao GC (1,0 + 0,07) (Grafico 26, n = 5).
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Gréfico 26 — Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre a expressdo das proteinas ERK1/2 em udtero de rata, nos GS, GSP50,
GSP100, GC, GT, GT50 e GT100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP50 e GSP100 vs. GS) e *p < 0,05
(GT, GT50 e GT100 vs. GC), (n = 5). GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com
S. platensis na dose de 50 mg/kg; GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose
de 100 mg/kg; GC =grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 =grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 =grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.11 Avaliacdo dos efeitos do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacéao
alimentar com Spirulina platensis sobre a morfologia uterina e da adrenal em
rata

5.2.11.1 Anélise histomorfométrica em Utero de rata

5.2.11.1.1 Efeito do treinamento de forga e/ou da suplementacao alimentar com
S. platensis sobre o niumero de eosinoéfilos e de vasos sanguineos e sobre a

area vascular e muscular

Nas ratas suplementadas com S. platensis na dose de 50mg/kg (40,0 £ 2,9) e
100mg/kg (42,0 £ 1,8) ndo foi observado alteracdo do numero de eosinofilos em
relacdo ao grupo salina (39,75 £ 1,9) (Figura 5; Gréfico 27A).

Nas ratas submetidas ao treinamento de forga (25,5 + 0,9) foi observada uma
diminuicdo do numero de eosindfilos em comparacdo ao grupo controle (39,75 + 1,9)
e a suplementacdo alimentar com a alga na dose de 50mg/kg (21,9 £ 0,7) ndo
alterou esse parametro quando comparado ao grupo treinado. Ja nos animais
treinados e suplementados na dose de 100mg/kg (32,8 + 1,5) foi observado um
aumento do numero de eosinoéfilos em relagdo ao GT (Figura 6; Grafico 27A).

Nas ratas suplementadas com S. platensis na dose de 50mg/kg (14,5 +1,0) e
100mg/kg (19,5 + 1,0) observou-se um aumento, dependente de dose, do niumero de
vasos em relacdo ao grupo controle (5,8 + 0,2) (Figura 5; Grafico 26B).

Nos animais submetidos ao treinamento de for¢ca (17,8 £ 1,1) foi visto um
aumento do namero de vasos em comparacdo ao grupo controle (5,8 £ 0,2). A
suplementacdo alimentar com a S. platensis na dose de 50 mg/kg (14.2 = 0,2) e
100mg/kg (17,8 + 1,2) nado alterou o niumero de vasos em relagdo ao grupo treinado
(Figura 6; Grafico 27B).

Quando gquantificada a area vascular, observou que a suplementacdo com a
alga aumentou a area vascular em GSP50 (0,8 + 0,03) e GSP100 (0,89 + 0,07) em
comparacao ao GS (0,13 + 0,05) (Figura 5; Gréfico 26C).

O treinamento de forca aumentou a area vascular em relagédo ao controle
(0,13 £ 0,05) e a suplementacédo alimentar com a alga diminui a area vascular em
GT50 (0,44 £ 0,03) e GT100 (0,34 £ 0,05) quando comparado a GT (0,81 + 0,03)
(Figura 6; Gréfico 27C).
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Nas ratas sedentérias observou-se um aumento da area do miométrio em
GSP50 (1,2 £ 0,5) e em GSP100 (1,1 = 0,08) em comparacdo ao grupo salina
(0,5 +0,07) (Figura 5; Grafico 26D). Semelhantemente, nas ratas submetidas a
treinamento de forga (0,95 + 0,06) observou-se um aumento da area muscular em
relacdo ao controle (0,5 £ 0,07). A suplementagcédo com a alga em GT50 (0,8 = 0,03)
nao alterou esse parametro diferente do observado em GT100 (0,71 £ 0,05) onde
constatou-se uma diminuicdo da area do miométrio em comparacdo ao controle
(0,5 £ 0,07) (Figura 6; Grafico 27D).
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Figura 3 — Efeito da suplementacdo alimentar com Spirulina platensis sobre o numero de
eosindfilos e de vasos sanguineos e sobre a area vascular e muscular em Gtero de rata, nos
GS, GSP50 e GSP100.
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GSP50

GSP100

Fotomicrografia de Utero de rata em GS, GSP50 E GSP100. Aumento de 4x (esquerda) e
40x (direita). Setas em vermelho indicam células em divisdo. E = endométrio; M = miométrio;
GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 27 — Efeito da suplementacao alimentar com Spirulina platensis sobre o nimero de
eosinodfilos (A) e de vasos sanguineos (B) e sobre a area vascular (C) e muscular (D) em
Utero de rata, nos GS, GSP50 e GSP100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey, *p < 0,05 (GSP50 e GSP100 vs. GS) e £p < 0,05
(GSP100 vs. GSP50), (n = 5). GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S.
platensis na dose de 50 mg/kg; GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de
100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Figura 4 — Efeito do treinamento de forca e da suplementagéo alimentar com Spirulina
platensis sobre o numero de eosindfilos e de vasos sanguineos e sobre a area vascular e
muscular em Utero de rata, nos GC, GT, GT50 e GT100.
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Fotomicrografia de utero de rata em GC, GT, GT50 e GT100. Aumento de 4x (esquerda) e
40x (direita). Setas em vermelho indicam células em divisdo. E = endométrio; M = miométrio;
GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo treinado e suplementado com S.
platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na
dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 28 — Efeito da suplementacao alimentar com Spirulina platensis sobre o nimero de
eosinofilos (A) e de vasos sanguineos (B) e sobre a area vascular (C) e muscular (D) em
Utero de rata, nos GC, GT, GT50 e GT100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT50 e GT100 vs. GC) e *p < 0,05
(GT50 e GT100 vs. GT), (n = 5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo
treinado e suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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5.2.11.2 Anédlise histomorfométrica da glandula adrenal de ratas

5.2.11.2.1 Efeito do treinamento de forca e/ou da suplementacdo com S.
platensis sobre as areas das camadas glomerulosa, fasciculada, reticulada e

medular e do nUmero de vacuolos da glandula adrenal em rata

Para esta analise, foi observado o cortex da glandula, as camadas
glomerulosa, fasciculada e reticulada além da sua camada medular. Em relagdo a
camada glomerulosa, foi observado que a suplementagcdo em GSP50 (0,14 + 0,01) e
GSP100 (0,18 = 0,02) nao alterou a area da camada glomerulosa em comparacao
ao controle (0,17+0,008) (Figura 7, Gréafico 29A). Resultados similares foram
observados nas ratas submetidas ao treinamento de for¢ga (0,18 = 0,01) e
suplementadas com a alga em GT50 (0,18 £+ 0,02) e GT100 (0,12 + 0,006) no qual
nao foi observado alteracdo desse parametro (Figura 8, Grafico 30A).

A suplementacdo alimentar com a alga nas doses de 50 (2,0 £ 0,04) e
100mg/kg (2,4 £ 0,17) ndo alterou a area da camada fasciculada em relacdo ao
controle (2,1 + 0,04) (Figura 7, Gréfico 29B). O treinamento de forca (2,6 + 0,08)
aumentou a area da camada fasciculada e a suplementacdo com a S. platensis nas
doses de 50 (1,8 + 0,02) e 100mg/kg (1,8 £ 0,1) diminuiram esse parametro (Figura
8, Grafico 30B).

Quando avaliada ainda nessa mesma camada a area de degeneracdo
lipidica, sugestiva da presenca de cortisol, pode-se notar que a mesma nao foi
alterada na dose de 50mg/kg (15,2 + 0,8) diferente do observado na dose de
100mg/kg (35,5 + 0,5) onde se notou um aumento do nimero desses vacuolos em
comparacao ao grupo controle (17,8 + 1,0) (Figura 7, Grafico 29E). Ainda nessa
mesma observacao, evidenciou-se que o treinamento de forca (49,8 + 2,0) levou a
um aumento do numero de vacuolos em relacdo ao grupo controle (17,8 £ 1,0) e que
a suplementagdo com a alga nas doses de 50 (15,2 = 0,8) e 100mg/kg (27,2 + 0,5)
diminuiram esses valores (Figura 8, Grafico 30E).

Em relacdo a camada reticulosa, houve diminuicdo apenas no grupo GSP100
(0,26 + 0,03), diferente do grupo GSP50 (0,74 + 0,01) o qual n&o houve alteragdo em
comparacao ao controle (0,86 + 0,05) (Figura 7, Grafico 29C). Nas ratas submetidas

ao treinamento de for¢a (0,7 + 0,01), observou-se uma diminuicdo da area dessa
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camada nos grupo GT50 (0,7 + 0,006) e GT100 (0,71 £ 0,02) em comparacao ao
grupo controle (0,86 + 0,05) (Figura 8, Grafico 30C).

Em relacdo a analise da area medular, a suplementacao na dose de 50mg/kg
(2,4 £ 0,2) ndo alterou a area desta camada, diferente do observado na dose de
100mg/kg (2,0 + 0,08), onde evidenciou-se uma diminuicdo desse parametro, em
comparacdo ao grupo controle (2,3 = 0,2) (Figura 7, Grafico 29D). Nas ratas
submetidas ao treinamento de forca (2,0 £+ 0,05), ndo foi observado alteracdo da
area da camada medular, bem como em GT50 (2,5t 0,2) e GT100 (2,4 + 0,09) em

comparacao ao grupo controle (2,3 + 0,2) (Figura 8, Gréfico 30D).
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Figura 5 - Efeito da suplementacgédo alimentar com Spirulina platensis sobre a morfologia da
glandula adrenal em rata, nos GS, GSP50 e GSP100.

GS

GSP50

GSP100

Fotomicrografia da glandula adrenal de ratas em GS, GSP50 e GSP100. Aumento de 4x
(esquerda) e 40x (direita).Setas amarelas indicativas de vacuolos lipidicos na camada
fasciculada. C = cortex; M = medula; GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com
S. platensis na dose de 50 mg/kg; GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose
de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 29 - Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as areas das
camadas glomerulosa (A), fasciculada (B), reticulada (C) e medular (D) e do nimero de
vacuolos (E) em rata, nos GS, GSP50 e GSP100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey, $p < 0,05 (GSP50 e GSP100 vs. GS), (n = 5).
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GS = grupo salina; GSP50 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GSP100 = grupo suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Figura 6 - Efeito do treinamento de forgca e da suplementagdo alimentar com Spirulina
platensis sobre a morfologia da glandula adrenal em rata, nos GC, GT, GT50 e GT100.

GC

GT

GT100

Fotomicrografia da glandula adrenal de ratas em GC, GT, GT50 e GT100. Aumento de 4x
(esquerda) e 40x (direita). Setas amarelas indicativas de vacuolos lipidicos na camada
fasciculada.C = cortex;, M = medula; GC=grupo controle; GT = grupo treinado;
GT50 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg;
GT100 = grupo treinado e suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Gréfico 29 — Efeito do treinamento de for¢ca e/ou da suplementacdo alimentar com S.
platensis sobre as areas das camadas glomerulosa (A), fasciculada (B), reticulada (C) e
medular (D) e do numero de vacuolos (E) em rata, nos GC, GT, GT50 e GT100.

A

Area/ym?

Area/pm?

0.25-

0.20+

0.154

0.104

0.05+

0.00-

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0-

o
T
N 24 L # * #
€
3.
®
I
<
l_
0_

T T T T T T T
A ) QO O A Q Q
[©) 5 S ) < Q

O’\ é\/ ) O& o&'\o
3_
_* * =

2 —_

o

€

3

)

o

<
1_
0-

T T T T T T T

A Q \) O A Q \)
& Q © [ & Q
é é\'\z O’\ é’\'
60+

»

o

o

S 404

o

©

>

2 .

o

“E-’ 201 #

=1

Z .

O_
T T T
O <,)Q 00
O c;& é\,

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente. ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GT, GT50 e GT100 vs. GC) e *p < 0,05
(GT50 e GT100 vs. GT), (n = 5). GC = grupo controle; GT = grupo treinado; GT50 = grupo



155
Ferreira, 2019 Capitulo 1l

treinado e suplementado com S. platensis na dose de 50 mg/kg; GT100 = grupo treinado e
suplementado com S. platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Ferreira, 2019.
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Nesse estudo demonstra-se pela primeira vez que uma sessao de exercicio
de forca resultou no aumento da resposta contratil, diminuicdo da reatividade
relaxante, sem alterar o estresse oxidativo nem a via das MAPK por meio de um
aumento a camada muscular uterina. Além disso, demonstrou-se que o treinamento
de forca diminui a poténcia e aumenta a eficacia contratil, diminui a poténcia
relaxante em Utero de ratas e que esses efeitos sao prevenidos pela suplementacao
alimentar com S. platensis, com o envolvimento da via das ciclooxigenases, do NO e
de espécies reativas de oxigénio, por uma diminuicdo da area cortical da adrenal e
da producdo de horménios catabdlicos contrateis.

Vérios estudos demonstram que a fisiopatologia de diversas doencas, que
afetam dérgédos revestidos por musculo liso, como intestino, vasos e utero, pode estar
envolvida com a desregulacdo do estresse oxidativo, pois este é prejudicial a
contracdo da musculatura lisa, além de promover alteracbes na funcdo de varias
proteinas, desde receptores a canais ibnicos que sao responsaveis pelo
desencadeamento dos processos contrateis (VAN DER VLIET, 1992).

Avaliando esse aspecto, é importante enfatizar que algumas condicbes
podem interferir com a regulacdo da maquinaria contratil uterina, destacando-se a
pratica de exercicio fisico por mulheres, seja por razdes estéticas ou por pratica de
esportes, no qual elas sdo submetidas a exercicios excessivos que muitas vezes
sdao acompanhados de recuperagdo inadequada levando a pertubacbes na
homeostase do corpo e desregulacdo hormonal, o que, por sua vez, pode causar
distarbios no sistema reprodutivo relacionados com o estresse oxidativo (WARREN;
PERLROTH, 2001).

Apesar de também estarem correlacionados com as adaptacdes benéficas ao
exercicio (PATE et al., 1995), a relacdo entre o estresse oxidativo induzido por
EROs e tais desordens ndo esta claro e ndo pode ser adequadamente investigado
em humanos por razdes éticas auto-evidentes. Além disso, ha uma falta de
informacdes fundamentais sobre as respostas adaptativas a nivel celular, bioquimico
e molecular decorrente de um ambiente oxidante sob condi¢cbes fisioldgicas e
estados de doenca.

Nesse contexto, estudos demonstraram os efeitos do exercicio sobre o
sistema reprodutor femino como distlrbios reprodutivos, incluindo menarca tardia,

amenorreia primaria e secundaria e a oligomenorreia (WARREN; PERLROTH, 2001,
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SOUZA; WILLIAMS, 2004). Ademais, apenas um trabalho demonstrou o efeito de
uma sessao de exercicio exaustivo de esteira sobre a reatividade uterina, na qual foi
observado aumento da peroxidacao lipidica, alteracdo na plasticidade uterina,
levando a atrofia e modulacdo negativa da contratilidade do utero o que pode ser
uma importante ferramenta n&o-invasiva para aliviar a disfuncdo da mobilidade
uterina (COSTA et al., 2014).

Diante dessas premissas, 0 exercicio pode ser uma opcao de tratamento, seja
como intervengao autdbnoma ou como complemento a outras formas de tratamento
se prescrito da maneira correta e modelos animais sdo essenciais para preencher
essas importantes lacunas no nosso conhecimento. Assim, hipotetizou-se, pela
primeira vez, que uma sessao Unica de exercicio de forca seria capaz de alterar a
reatividade uterina, homeostase redox e parametros histomorfométricos do utero e
da glandula adrenal.

Inicialmente, decidiu-se investigar se uma sessdo aguda de exercicio de forca
alteraria a reatividade contratil e relaxante do utero de rata. No musculo liso, a
contracdo pode ser obtida através da despolarizacdo da membrana (acoplamento
eletromecanico), levando a um aumento na [Ca®'], ou induzida por um agonista
(acoplamento misto) (SOMLYO, A. P.; SOMLYO, A.V., 2003; WRAY et al., 2014).

Conforme observado na avaliacdo do componente eletromecéanico de
contracdo, houve uma diminuicdo da reatividade uterina logo apés a sessdo de
exercicio com recuperacao da poténcia contratil decorridas doze horas da sesséo de
exercicio. A restauracdo desse parametro ocorreu apenas 24 horas ap6s o
exercicio, sugerindo que uma Unica sessao de exercicio de forca altera resposta do
orgdo ao KCI nas primeiras horas apos o exercicio com uma provavel adaptacdo do
orgdo ao dano sofrido apds 24 horas (Gréafico 1) Esses resultados séo similares ao
observado por Costa et al. (2014) e Rosa et al. (2008) no utero e no ileo de
camundongos, respectivamente, em que o exercicio fisico intenso da esteira
promoveu diminui¢éo da eficacia contratil ao KCI.

Na avaliagdo do mecanismo de relaxamento eletromecénico, utilizou-se o
nifedipino, um bloqueador do canal de calcio dependente de voltagem do tipo 1
(Cayl). Imediatamente apds o exercicio fisico, a curva de controle foi deslocada
para a direita, indicando uma diminuicdo na poténcia relaxante do agonista,

sugerindo que uma modulacdo positiva de Cayl pode estar ocorrendo.
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Curiosamente, apds 12 e 24 horas o 6rgéo pode ter sofrido adaptacdes ao exercicio,
favorecendo assim o relaxamento do musculo liso uterino (Grafico 3). Dentre as
possiveis adaptacdes, o aumento da disponibilidade de NO que ocorre apds uma
sessdo de exercicio (JUNGERSTEN et al., 1997; ROBTS et al., 1999) pode estar
contribuindo para o favorecimento do relaxamento e diminuicdo da contracao
uterina.

Em relacdo ao acoplamento farmacomecanico, houve aumento da eficacia
contrétil da ocitocina em todas as horas testadas (Grafico 2), mas sem alteracédo na
poténcia. Resultados divergentes foram obtidos por Costa et al. (2014), no Utero de
camundongos submetidos a uma Unica sessdo de exercicio fisico intenso, em que
houve diminuicdo da eficacia contréatil do carbacol (CCh), um agonista que promove
a contracao por um acoplamento misto, semelhante a ocitocina.

Na andlise do relaxamento induzido por um acoplamento farmacomecénico,
observou-se que a sessdo aguda de exercicio de forca deslocou a curva controle
para a direita, com diminuicdo da poténcia relaxante em todas as condicdes
experimentais testadas (Grafico 4). Os resultados indicam que, possivelmente,
mudancas podem estar ocorrendo no nivel do receptor ou nos mecanismos
subsequentes de transducéo celular do acoplamento farmacomecanico. Além disso,
Shelley e colaboradores 2006 mencionaram que a atividade fisica leva ao estresse
do corpo e melhora da circulacdo sanguinea que fornece um estimulo a hipofise
posterior para secretar ocitocina, favorecendo a contracao uterina mediada por esse
agonista.

Com esses achados, observou-se que as respostas ndo foram as mesmas
frente aos estimulos utilizados, sugerindo que outros mecanismos, podem estar
modulando a reatividade contrétil e o relaxamento uterino. As alteracdes induzidas
pelo exercicio podem estar associadas ao aumento da producdo de EROs como
resultado das alteracdes circulatorias citadas anteriormente, responsaveis por
danificar as membranas celulares e/ou macromoléculas, como enzimas, canais
ibnicos e proteinas receptoras de proteinas, modificando 0s mecanismos de
transducéo (JI, L.L., GOMEZ-CABRERA, M. C. & VINA, J., 2006), além da producio
de espécies reativas, entre eles o anion superéxido, com efeitos contrateis na
musculatura lisa uterina (ZOU; MARTIN; ULLRICH, 1997; ZOU; ULLRICH, 1996).
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A maioria dos estudos utilizou o malonilaldeido (MDA), um produto de
peroxidacdo lipidica, como uma medida do estresse oxidativo causado pelo
exercicio (URSO, M. L.; CLARKSON, P. M. 2003). Usando essa metodologia, niveis
semelhantes de MDA foram observados no utero em todos os tempos investigados
apos a sessao de exercicio (Grafico 5).

Em sistemas biologicos, o aumento da producdo de EROs é contrabalancado
pela capacidade antioxidante do corpo, que representa a capacidade do corpo para
sequestrar os radicais livres através de sistemas redox (BRIGHENTI et al, 2005).
Com base nessas informacdes, avaliou-se se uma sessdo aguda de exercicio de
forca alteraria a capacidade antioxidante uterina de ratos. Os achados demonstram
que, ap6s 24 horas, o uUtero apresentou aumento na capacidade antioxidante
(Grafico 6), o que pode estar associado ao aumento da expressdo da enzima
antioxidante SOD no Utero de ratos observado apds 12 horas do exercicio (Gréfico
9), visto que essa enzima é responsavel pela dismutacdo do anién superéxido,
precurssor de radicais contrateis e producdo do H,O,, com efeitos relaxantes ja
descritos em Utero de rata, via ativacdo de canias de potassio (YU, 1994; PIETTA,
2000). Esses achados corroboram o0s resultados observados na avaliacdo da
reatividade relaxante uterina, na qual observou-se potencializacdo do relaxamento
induzido pelo nifedipino.

Também neste cenério, os radicais livres sdo importantes reguladores em
diversos processos celulares, incluindo a ativacdo de fatores de transcricao,
expressao génica e proliferacdo celular (LIU et al., 2007). Neste contexto, foi descrito
gue a via de sinalizacdo das EROs pode estar por tras do aumento da expressao
e/ou atividade de MAPKs (GAITANAKI, et al, 2003; SCHAEFFER, et al, 2003),
destacando a modulacéo da expresséo de JNK e ERK1/2, os alvos mais comuns do
exercicio, no entanto, eles ndo foram alterados nas condi¢cdes experimentais
testadas (Graficos 7 e 8). Portanto, é necessario investigar mais alvos celulares
associados a esses efeitos, a fim de melhor esclarecer a natureza mecanicista
dessas alteragcbes, bem como permitir uma melhor correlacdo clinica a luz da pratica
de exercicio fisico.

Durante a fase aguda do exercicio, ocorrem ajustes na homeostase e na fase
mais cronica, acontecem as adaptacOes fisiologicas de longo prazo. Durante e

imediatamente ap0s uma sessao de exercicio, ha doencas metabdlicas e alteracdes



161
Ferreira, 2019
Discusséo
neuromusculares que sédo proporcionais aos aumentos taxa metabdlica (LAMBERT,
M. 1., 2016). Outras mudancas que ocorrem para atender as demandas do aumento
da taxa metabdlica incluem alteracdo do fluxo sanguineo para os musculos ativos,
aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria, secre¢cdo de hormdnios do estresse
(p.ex., hormdnio adrenocorticotropico, cortisol, catecolaminas) e aumento da
temperatura para manter a constancia do estado interno do corpo durante o
exercicio (STANTON; HANDY; MESTON, 2018).

Em relacdo ao exercicio de forgca, constatou-se que possui propriedades
imunomoduladoras, aumenta os niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a), cortisol em homens destreinados (GORZI et al, 2012) e alteragcdes na
reatividade contratil e aumento da peroxidacdo lipidica (COSTA et al., 2014). A
pratica desse tipo de exercicio exige uma alta demanda energética, o que impde
forte estresse na homeostase do organismo, levando a altera¢cées hormonais, como
a liberacdo de cortisol, que por sua vez pode cronicamente causar distlrbios no
sistema reprodutor feminino (WARREN M. P.; PERLROTH N. E, 2001), disfuncdo no
hipotdlamo e alteracdes na secrecdo do hormodnio liberador de gonadotrofina
(GnRH), resultando em menarca tardia, amenorreia, oligomenorreia, redugao da
fase luteal e ndo ovulacdo (COSTA et al., 2014).

Apesar disso, pouco se sabe sobre os efeitos agudos do exercicio fisico na
funcdo uterinae, baseado na informac&o que sugerem que o0 aumento do tamanho
da glandula adrenal apés um estimulo estressante indica um aumento na atividade
funcional da glandula, hipotetizamos e analisamos se uma Unica sesséo de exercicio
de forca poderia induzir alteracdes histoldégicas na glandula supra-renal sugestivas
de modulacdo hormonal, e por quanto tempo apds o exercicio este efeito se
desenvolveria.

Nossos achados mostraram que, 24 horas ap0s o exercicio, houve um
aumento das zonas glomerular e fasciculada que sugerem aumento da atividade
dessas areas da glandula adrenal e, de forma compensatéria, diminuicdo da zona
reticulada e da medula (Grafico 11A, B, C e D). Adicinalmente, a diminuicdo da area
medular, responsavel pela producdo de catecolaminas acontece devido a auséncia
do estimulo incial do exercicio. Em relagdo ao aumento dos vacuolos lipidicos na
zona fasciculada, eles sado indicativos da presenca de depositos para o

armazenamento de precursores de hormonios esteroides e cortisol (NUSSDORFER,
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G., 1986; BARTALUCCI et al., 2012). Além disso, verificou-se que imediatamente
apos o exercicio, houve uma reducdo no numero de vacuolos, sugerindo que, em
resposta ao estresse pelo exercicio, os glicocorticoides foram liberados na corrente
sanguinea e ap0s 12 e 24 horas, o estoque dos precursores foi restabelecido
(Gréfico 11E, Figura 4).

No entanto, na auséncia de ensaios funcionais, nossos achados nao nos
permitem fazer afirmacfes conclusivas sobre a liberacdo real dos horménios
corticais. De fato, ndo podemos descartar que apds uma Unica sesséo de exercicio
de for¢ca, uma potente indugéo da sintese de hormonios corticais pode desencadear
respostas compensatérias que causam uma reducdo na liberacdo de hormonios.
Isso pode ser consistente com baixos niveis de glicocorticoides encontrados apds o
exercicio no plasma de ratos treinados (ROSA et al., 2008; JODLOWSKA-JEDRYCH
et al., 2010; SASSE et al., 2013).

Quando a atividade fisica induz dano muscular, a resposta imune torna-se
elevada, ativando os leucécitos e seus subtipos celulares diferenciados para liberar
moléculas de sinalizacdo, culminando na migracao de células inflamatorias para o
tecido. Assim, a intensidade, o volume e a frequéncia do exercicio desempenham
um papel fundamental na determinacdo das respostas a um esforco e podem
aumentar ou reduzir a funcdo imunolégica (McKUNE et al., 2004). Nesse sentido, ja
esta bem documentado que a inflamacdo sistémica ou imunossupressao Ssao
fenbmenos presentes na resposta aguda a uma sessao de exercicio fisico intenso,
como o de forca (CARDOSO et al, 2012).

Nossos achados evidenciaram um infiltrado eosinofilico no Gtero de ratas do
grupo controle, sugestivo de alguma infec¢do parasitaria ou reacdo inflamatoria
preexistente. Imediatamente apds o exercicio, observou-se um aumento no nimero
de eosindfilos e, apos 12 e 24 horas, houve diminuicdo dessas células (Grafico 10A).
Ja é relatado que exercicios de alta intensidade estdo associados a uma alteracdo
bifasica na circulacdo de leucécitos: no periodo imediatamente ap0s 0 exercicio,
observa-se um aumento no namero total de leucécitos, que ocorre principalmente a
custa de linfécitos, neutrofilos e, em menor extensédo, monaocitos. Apos um periodo
de recuperacdo, uma diminuicdo no numero de linfécitos, que dura de 3 a 6 horas,
foi relatada (NATALE et al., 2003). Esse aumento de eosindfilos sugere um aumento

de resposta TH», que por sua vez também leva ao aumento de interleucinas do tipo
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IL4 e IL13, com efeitos estimulatdrios sobre a contratiliade de musculo liso intestinal
de ratos e podem justificar a manutencdo da eficacia cotratil uterina observada nos
nossos achados funcionais (Grafico 1 e 2) (DONOHUE et al., 2012)

Assim, neste estudo, foi demonstrado que, pelo menos do ponto de vista
eosinofilico, o Utero responde agudamente a uma sessdo de exercicio e esses
dados sugerem que € interessante avaliar essa resposta imune adicionando
citocinas para melhor configurar a resposta a nivel uterino. Além disso, foi
evidenciado que o Utero também participa da resposta inflamatéria ja conhecida por
exercicio em nivel sistémico.

Além das alteracdes no sistema imunoldgico (ANDERSON, S.D.; DAVISKAS,
E., 2000), o exercicio intenso esta fortemente associado a geracdao de EROs que
alteram a homeostase tecidual e produzem um forte estresse, levando a diferentes
adaptacdes das alteracdes fisioldgicas induzidas pelo desvio do débito cardiaco e
hipéxia, que, em determinadas circunstancias relacionadas ao protocolo de
exercicio, pode afetar outros sistemas ndo diretamente relacionados ao exercicio,
incluindo o sistema reprodutivo feminino (WARREN, M. P.; PERLROTH, N. E.,
2001). Esses ajustes sdo refletidos por alteracdes nas proteinas contrateis, funcéo
mitocondrial, alteracdes metabdlicas, sinalizacdo intracelular e nas respostas
transcricionais (PEDERSEN et al., 1998).

Junto com a resposta de estresse miocelular, uma sessao aguda de exercicio
induz mudancas transitérias e variadas na expressdao génica que, com surtos
cumulativos de exercicio, podem levar a adaptacdes de treinamento especificas.
Curiosamente, pesquisas demonstraram que em resposta a um exercicio
semelhante antes e ap6s o treinamento, 0 muasculo esquelético treinado em
exercicio € menos responsivo transcricionalmente (SCHMUTZ et al., 2006; PERRY
et al., 2010). Essa observacao pode ser explicada devido a uma resposta refinada
no musculo esquelético para responder de forma mais potente e rapida ao ataque
agudo do exercicio. Surpreendentemente, a resposta transcricional a uma sessao
aguda de exercicio apos treinamento fisico de curta duracdo € incompletamente
compreendida. (HINKLEY et al, 2016)

Dentre as respostas transcricionais, tém se que o0s queratinécitos humanos
secretam o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) em resposta a

diferentes estimulos, entre eles a hipdéxia. O VEGF tem inuUmeros efeitos sobre as
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células endoteliais, como promover divisdo e sobrevivéncia celular, modular a
expressao da integrina e induzir a migracao e remodelacdo da matriz celular (BAE et
al.,, 2015). No presente estudo, verificou-se que, como resposta imediata ao
exercicio, houve diminuicdo do nimero de vasos e, apos 12 e 24 horas, observou-se
aumento desse parametro em relacdo ao controle (Figura 4), além de aumento da
area (Grafico 10B C), demonstrando que a plasticidade da rede capilar permite que
as células se adaptem as mudancas nas condicbes microambientais para fornecer
quantidades adequadas de nutrientes e oxigénio e garantir a funcdo tecidual
adequada (EGAN, B.; ZIERATH, J. R., 2013). De fato, as altera¢bes relacionadas a
area vascular alterada sdo mais rapidas, uma vez que 0os mecanismos de liberacao
de mediadores relaxantes, como o 0xido nitrico, sdo mais rapidos que o processo de
remodelamento (PADILL et al., 2011).

Curiosamente, as alteracdes histoldgicas relacionadas a camada muscular
foram observadas apenas 24 horas ap0s a sessao de exercicio, onde a hipertrofia e
a hiperplasia do miométrio foram observadas em resposta ao estimulo imposto
(Grafico 5D). Este fato é evidenciado pela presenca de células em processo de
divisdo, observadas histologicamente. Estes resultados argumentam fortemente a
favor de alteracbes nos processos de contragcdo e relaxamento uterino e
possivelmente esta associado ao reestabelecimento da funcdo contrétil observados
apos 24 horas ap6s a sessdo aguda de exercicio de forca esta associado ao
aumento compensatorio observado na camada muscular (Gréfico 4).

Ademais, demonstrou-se que 24 horas apés o exercicio, ocorreu a hipertrofia
e hiperplasia do miométrio, possivelmente de forma compensatoria a diminuicdo da
reatividade contratil observada frente a um agente eletromecanico e ainda séo
sugestivos de alteracdes a nivel de receptor ou ainda nos subsequentes
mecanismos de transducao celular do acoplamento farmacomecanico de contracao.

Como o balancgo total do estresse oxidativo n&o foi alterado sistemicamente,
nem no Orgdo analisado, rejeitou-se a hipdtese que as alteracbes contrateis
observadas poderiam ser explicadas por um desbalanco do estresse oxidativo nem
pela modulacdo positiva da via das MAPK e foi evidenciado que utero, é um alvo
para o exercicio agudo de forca e tem sua funcdo contratil alterada podendo levar a

danos nas fungdes fisioldgicas do sistema reprodutor feminino como um todo.
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Muitas variaveis claramente afetam esses resultados, sendo duas das mais
importantes as diferencas de intensidades no desenho experimental do exercicio e
os diferentes métodos usados para estimar o estado de estresse oxidativo
(PINGITORE et al., 2015). Diante disso, sabendo que o exercicio agudo leva a
alteracdes no utero e que ja é estabelecido que a pratica continua de exercicio leva
as adaptacdes ao exercicio é necessario questionar sobre os efeitos do exercicio
continuo de forca, visto que o treinamento de forca pode levar a desregulacfes na
homeostase redox e induzir a peroxidagao lipidica conduzindo a problemas como a
inativacdo de enzimas da membrana celular, necrose das fibras musculares,
liberacdo de enzimas celulares para o sangue, diminuicdo da efetividade do sistema
imune e alteracdo da funcdo mitocondrial, levando a diminuicdo do desempenho
muscular, overtraining e prejudicando importantes adaptacbes ao treinamento
(POWERS; JACKSON, 2008), e que, a realizacdo de um treinamento fisico crdnico
bem estruturado desencadeia adaptacdes fisioldgicas, que reduzem a
susceptibilidade dos musculos aos radicais livres e induzem o aumento das enzimas
antioxidantes (BLOOMER, 2008).

As correlagdes entre o estresse oxidativo e doencas envolvendo o sistema
reprodutor feminino, tém levado a um aumento do consumo de suplementos
antioxidantes como uma ferramenta nao invasiva util, principalmente por mulheres
praticantes de exercicio, buscando diminuir o dano muscular, melhorar o
desempenho no exercicio e prevenir ou reduzir o estresse oxidativo. Além disso, a
utilizacdo concomitante dessa alternativa tem se mostrado promissora e importante
para a obtencdo dos resultados positivos do exercicio (PINGITORE et al., 2015).
Destaca-se nesse cenario a Spirulina platensis, utilizada por atletas e praticantes de
atividade fisica devido ao seu potencial antioxidante e sua alta concentracdo
proteica (CARVALHO, 2010).

Com essas pemissas, hipotetizou-se que o treinamento de forga promove
alteracdes deletérias na reatividade contratil e relaxante uterina por meio de um
aumento do estresse oxidativo e que a suplementacdo alimentar das ratas com
Spirulina platensis preveniria os efeitos do exercicio na reatividade do Utero de rata
por diminuigéo do estresse oxidativo.

Na investigacdo do efeito da Spirulina platensis foi demonstrado que a

suplementacdo com a alga nas doses de 50 e 100 mg/kg néo alterou a eficacia
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contrétil, mas promove, em Utero isolado de rata, uma diminuicdo da poténcia do
agente contratil do acoplamento eletromecanico KCI, (Grafico 12A). Resultados
semelhantes foram observados por Souza (2018) no qual a eficacia contratil do KCI
foi reduzida no corpo cavernoso de ratos suplementados com a alga na dose de 100
mg/kg. Nos animais submetidos ao treinamento de forca, observou — se um aumento
da reatividade contratil do KCl e que a suplementacdo alimentar com Spirulina
platensis preveniu esses efeitos em todas as doses testadas (Gréafico 12B). Esses
resultados indicam que a Spirulina platensis, pode estar alterando a ativacdo dos
alvos envolvidos na acéo farmacoldgica, possivelmente reduzindo o influxo de Ca**
pelos Cay, dessa forma promovendo uma diminuicdo da reatividade contratil do
musculo liso uterino.

Na avaliacdo farmacomecénica da contracdo, avaliou-se a resposta contratil
frente a ocitocina das ratas suplementadas com S. platensis e foi possivel observar
gque ndo houve nenhuma alteracdo significativa (Grafico 13A). J4 nas ratas
treinadas, verifica-se, semelhante ao acoplamento eletromecéanico, que o
treinamento aumentou a eficicia contratii e que a suplementacdo com a alga
preveniu apenas parcialmente os efeitos deletérios do exercicio (Grafico 13B).
Esses dados indicam que possivelmente a Spirulina platensis tem como alvo pontos
especicficos que foram modulados pelo exercicio, apontando fortemente para que
uma diminuicdo de radicais livres contrateis decorrente da pratica do exercicio de
forca, seja um dos possiveis mecanismos para explicar esse efeito preventivo.

Brito (2014) demonstrou que a suplementacédo com S. platensis potencializa a
reatividade relaxante da aorta (nas doses de 150 e 500 mg/kg), frente a acetilcolina,
e uma diminuicdo da reatividade contrétil frente a fenilefrina em aorta de ratos
saudaveis. De maneira semelhante, Souza (2018) verificou que a suplementacao
com S. platensis potencializou a reatividade relaxante do corpo cavernoso de rato.
Assim, hipotetizou-se que a suplementacdo alimentar com S. platensis alteraria a
reatividade relaxante de Utero de rata.

Na avaliacdo do acoplamento farmacomecénico de relaxamento, observou-se
que o efeito promovido pela isoprenalina, um agonista farmacomecanico, nao foi
alterado quando comparado os valores do grupo controle e o0s grupos
suplementados nas doses testadas (Grafico 15A), demonstrando assim que o

tratamento com a alga também ndo estaria alterando 0 acoplamento
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farmacomecénico de relaxamento. De fato, esses resultados corroboram os achados
relacionados a avaliacdo da atividade contratil, onde esse acoplamento nédo foi
alterado. Em relacdo aos animais submetidos ao treinamento, observou-se mais
uma vez o efeito preventivo de S. platensis, visto que a reducdo da poténcia
relaxante foi prevenida em todas as doses testadas (Gréafico 15B).

Para a resposta relaxante utilizando o nifedipino, um agente eletromecanico,
observou-se que o tratamento com a Spirulina platensis ndo alterou a eficacia
relaxante em nenhuma das doses testadas (Gréafico 14A). Porém, quando analisou-
se 0 parametro poténcia, a suplementagdo com a alga promoveu uma reducao da
poténcia relaxante deste bloqueador dos Cay nas doses de 50 e 100 mg/kg,
indicando que, possivelmente, a Spirulina platensis, pode estar alterando a afinidade
de ocupacéo do bloqueador ao seu alvo farmacoldgico (NEUBIG, 2003), dificultando
assim o relaxamento. Resultados semelhantes foram observados por Ferreira (2017)
em que animais suplementados com S. platensis foi observada uma atenuagao da
poténcia relaxante em ileo de ratos, quando induzidas curvas concentracdo-
respostas cumulativas ao verapamil, um bloqueador de Cay (SOMLYO, 2003).

Interessantemente, o treinamento de forga n&o alterou o relaxamento por
agente eletromecanico, mas a suplementacdo com a alga atenuou a poténcia
relaxante do nifedipino. Similarmente, em estudo realizado por Souza (2018), no
gual animais que foram suplementados com a alga, observou-se uma diminui¢éo da
reposta relaxante promovida pela regulacdo negativa sobre a atividade da ROCK
(cinase da Rho), sugerindo assim que, a S. platensis possa estar promovendo um
aumento na expressao de proteinas relacionadas com 0S processos contrateis,
prejudicando o relaxamento do musculo liso uterino (Grafico 14B).

Diante desses resultados, decidiu-se investigar o efeito treinamento de forca e
da suplementacdo com S. platensis sobre a via da RhoA/ROCK em utero de rata.
Para isso, 0 Y27632, um inibidor da ROCK (MILLS et al., 2001), era incubado nas
preparacdes e, em seguida, eram induzidas contra¢cdes cumulativas a ocitocina. No
grupo GT, observou-se que a curva cumulativa a ocitocina ndo foi deslocada
(Grafico 16A), sugerindo que o mecanismo de aumento da reatividade contratil
uterina pelo treinamento de forca ndo envolve a via de sensibilizagéo ao Ca*".

Caso a suplementacédo alimentar com a alga na dose de 100 mg/kg alterasse

essa via de sinalizacdo no Utero de ratas treinadas e suplementadas com a alga, a
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reducdo da eficacia contrétil da ocitocina deveria apresentar magnitude similar ao
observado no grupo GC. No grupo GT100, evidenciou-se a reducdo do efeito
maximo, na presenca do Y27632, sugerindo que a S. platensis atenua, pelo menos e
parte, a eficacia contrétil uterina por uma possivel inibicdo da via RhoA/ROCK.
(Gréfico 16).

Diante dessas suposicdes, faz-se necessario avaliar, em estudos futuros, a
expressdo das proteinas chaves da via de sensibilizacdo ao Ca®', por meio de
metodologias moleculares, com o objetivo de comprovar os efeitos atribuidos a
suplementacao alimentar com a alga sobre esses alvos celulares.

Ainda na busca da elucidacdo para o mecanismo de acao preventido da alga
em animais treinados, resolvemos investigar a influéncia da formacédo de espécies
reativas decorrentes do treinamento de forca e se o estresse oxidativo é um dos
alvos modulados pela S. platensis para prevenir os danos desenvolvidos na funcao
uterina.

. O complexo NADPH oxidase representa uma fonte para producdo do anion
superoxido proveniente do exercicio (BRANDES; KREUZER, 2005; KONIOR et al.,
2014). Esse radical livre € altamente reativo e citotoxico, sendo, espontaneamente
ou enzimaticamente dismutado a um produto menos reativo, o H,O,, pela familia de
metaloproteinases da SOD (FRIDOVICH, 1995).

Desta maneira, decidiu-se investigar a contribuicdo das EROs no aumento da
contragdo induzida pela ocitocina em Utero de ratas submetidas a treinamento de
forca. Para isso, as preparacdes eram incubadas com a apocinina, um inibidor da
NADPH oxidase (SOVARI; MORITA; KARAGUEUZIAN, 2008), previamente a
indugdo da contracdo com a ocitocina. Nas ratas submetidas ao treinamento de
forca, observou-se uma reducdo na eficdcia e na poténcia contratil da ocitocina,
sugerindo que o treinamento de forca induz aumento da reatividade contratil por
meio da producgéo de superoxido via NADPH oxidase (Grafico 17).

Curiosamente, nas ratas treinadas e suplementadas com a alga, verificou-se
um aumento da eficacia e da poténcia contratii da ocitocina na presenca de
apocinina (Grafico 17). Esse resultado sugere que a Spirulina platensis possa estar
competindo pelo mesmo alvo de (inibicdo do complexo NADPH oxidase) para
reducdo da produgcdo de superoéxido, dificultando assim a sua atividade. Essa

hipotese corrobora com dados ja relatados na literatura que demonstram o poderoso
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efeito da ficocianina isolada de extrato de S. platensis que evidenciou um potente
efeito antioxidante por meio da eliminacdo de varios radicais livres, entre eles, o
anion superoxido (WANG et al., 2018).

Baseado nas premissas ja apresentadas de que a presenca de EROs,
aumenta a reatividade contratil de muasculo liso uterino, o proximo passo desse
estudo consistiu na avaliacdo da influéncia do treinamento de forca e da
suplementacdo com S. platensis sobre o0s niveis intracelulares do anion superdéxido,
elencado em trabalhos que demonstram o potencial antioxidante dessa alga
(KARADENIZ et al., 2008; MAZZOLA et al., 2015; BRITO et al., 2018). Para isso, as
preparacdes eram incubadas com o tempol, um mimético da SOD (PEIXOTO et al.,
2009) antes da inducdo da contracdo com ocitocina. Nas ratas do grupo GT,
observou-se uma diminuicdo da efichcia e da poténcia contratii da ocitocina,
corroborando o resultado anterior e respaldando a influéncia deletéria do &anion
superéxido para a contratilidade uterina de ratas treinadas (Grafico 18)

Caso a suplementacdo alimentar com a alga na dose de 100 mg/kg nao
alterasse os niveis intracelulares de anion superéxido nos cornos uterinos de ratas
suplementadas com a alga, a diminuicdo do efeito contratil observado
deveria apresentar magnitude similar ao observado no grupo GT100. Entretanto,
houve uma potencializacdo da diminuicdo da eficacia contratil promovida pela
ocitocina, na presenca do mimético da SOD (Gréfico 18). Diante desses resultados,
confirma-se a hip6tese que alga reduz os niveis intracelulares basais do anion
superdéxido, para diminuir a resposta contratil uterina.

Outrossim, outras substancias produzidas podem regular os processos de
contracdo e relaxamento uterino, entre eles uma producdo de prostanoides
contrateis, como a PGF,, € 0 TXA, modulada pelo metabolismo do O, e reduzida
pela hipoxia (CHRIST et al., 1990; AZADZOI et al., 1992; DALEY et al., 1996;
MARTINEZ et al., 2005). Além da producdo de prostanoides relaxantes, como a
PGl,, a PGE; e a PGE;, que modulam o tébnus muscular (PRIETO et al., 1998;
SIMONSEN et al., 2001; ANGULO et al., 2002).

Pautado nessas informacdes, a modulacdo dos prostanoides sobre a
contratilidade uterina de ratas treinadas e/ou suplementados com S. platensis foi
avaliada utilizando a indometacina, inibidor ndo seletivo da COX (CARTLEDGE;
EARDLEY; MORRISON, 2000). Nas ratas submetidas ao treinamento de forga,
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verificou-se um aumento da eficacia e poténcia relaxante da isoprenalina quando
comparado a auséncia desse inibidor (Gréafico 20). Esses dados sugerem que o0
relaxamento uterino € modulado pelo balanco de prostanoides contrateis/relaxantes.

Na avaliacdo do possivel efeito da S. platensis sobre a via de sinalizacdo do
acido araquidénico em utro de ratas treinadas, a sobreposicdo das curvas de
isoprenalina na auséncia e na presenca da indometacina descartaria a modulacéo
dos prostanoides pela alga. Porém, a suplementacdo das ratas com 100 mg/kg de S.
platensis promoveu um aumento da eficacia do agonista relaxante na presenca da
indometacina (Grafico 20), dessa forma, sugere-se uma modulacdo sobre o balancgo
dos prostanoides contrateis/relaxantes. Como a remocdo desses mediadores
lipidicos, por meio da inibicdo da COX, potencializou o relaxamento induzido pela
isoprenalina, hipotetiza-se que a alga esteja aumentando a producao de prostanoide
contrateis em detrimento aos relaxantes.

Ja foi evidenciado um crosstalk entre as vias de sinalizacdo dos prostanoides
e do NO (HYSLOP; NUCCI, 1991; DAVIDGE et al., 1995). Em niveis basais, onde ha
a presenca do NO, o balanco dos prostanoides é favoravel aos mediadores
relaxantes, enquanto, ap0s sua inibicdo, esse balanco € favoravel aos mediadores
contrateis (LAEMMEL et al., 2003). Nesse sentido, existem diferentes mecanismos
propostos para explicar essa relacado direta entre 0 NO e os prostanoides.

Em uma das propostas, especula-se que o peroxinitrito interage com o ferro
presente no grupo heme da COX e, dessa forma, gera um produto radicalar
intermediario que acelera a reacdo enzimatica (KARTHEIN et al.,, 1988; TSAI;
PALMER; KULMACZ, 1992; MARNETT et al., 1999). Além disso, em situacfes de
injuria, o peroxinitrito inibe seletivamente a sintase de PGl,, enquanto ativa a sintase
de TXA; favorecendo a contragéo (ZOU; MARTIN; ULLRICH, 1997; ZOU; ULLRICH,
1996). Entretanto, o outro mecanismo proposto, refere-se a S-nitrosilacdo mediada
pelo NO, processo que parece ser responsavel pela ativagdo da COX (KENNEDY;
SMITH; MARNETT, 1994; HAJJAR et al.,, 1995). Ainda nesse contexto, ja foi
demonstrado que a INOS pode se ligar diretamente a COX e promover a sua S-
nitrosilacéo e, consequente, ativacao (KIM; HURI; SNYDER, 2005).

Diante dessas premissas, investigou-se a participacdo da via 6xido nitrico no
mecanismo preventivo de S.platensis em ratas submetidas ao treinamento de forca.

Curiosamente, foi observado em GT um aumento da eficacia e da poténcia relaxante
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da isoprenalina na presenca do inibidor da sintase do 6xido nitrico, L-NAME, quando
comparado a sua auséncia, sugerindo assim que o oOxido nitrico participa do
mecanismo relaxante (Grafico 19). Ja nas ratas treinadas e suplementadas com 100
mg/kg da alga, a eficicia relaxante da isoprenalina ndo foi alterada na presenca de
L-NAME, porém observou-se uma diminuicdo da poténcia relaxante quando
comparado a auséncia desse inibidor (Grafico 19).

Dados ja consolidados na literatura apontam o NO como um neurotransmissor
liberado por neurénios NANC e como potente relaxante derivado do endotélio
(IGNARRO et al., 1987; BULT et al., 1990). Entretanto, a desregulacao da producéo
do NO, que pode acontecer através da sua sintese intermitente pela iINOS, em
situacdes de injuria, tem sido considerada danosa para a funcdo sexual feminina
(GONZALEZ-CADAVID; RAJFER, 2005). Além disso, a sintese do NO pode ser
reduzida em decorréncia do desacoplamento da eNOS, processo que ocorre quando
essa enzima néo esta associada ao seu cofator ou ao seu substrato. Nesse caso, a
formacdo do anion superoxido a partir da L-arginina, substrato da NOS, na falta do
cofator tetrahidrobiopterina, supera a formacdao de NO pela enzima. O anion
superéxido e o NO reagem e formam o radical livre peroxinitrito (LUO et al., 2014).

Parece contraditorio haver aumento da sintese de NO pela iINOS e dano a
contratilidade uterina, porém, ocorre liberacdo de 8-iso-PGF,, a partir da
peroxidacdo do &cido araquidénico da membrana pelo radical livre peroxinitrito
(RADI et al., 1991; USHIYAMA et al., 2004; ZHANG et al., 2011), favorecendo a
contracdo uterina (VOSS; SIEMS, 2006; SHUKLA et al., 2009). Esse resultado
corrobora o que ja foi apresentado até aqui, onde demonstrou-se que o treinamento
de forca leva ao aumento de da producdo de superdxido e de prostanoides
contrateis, bem como ja € relatado na literatura o aumento da producdo da
expressdo de eNOS e diminuicdo da concentracdo de ion superoxido pela
suplementacdo com S. platensis.

Diante desses dados e das suposicOes levantadas a partir deles, faz-se
necessario investigar futuramente os possiveis efeitos diretos da suplementacao
alimentar com a alga sobre a expressdo das proteinas envolvidas na via
NO/cGMP/PKG, a fim de determinar qual o(s) alvo(s) especifico(s) modulados pela

S. platensis em utero de rata.
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Enzimaticamente, ha a geragcdo do perdxido de hidrogénio a partir do anion
superéxido pela acdo da SOD (YU, 1994; PIETTA, 2000). Curiosamente, € descrito
na literatura um efeito bifasico para o H202 que depende de sua concentracdo
intracelular. Nesse contexto, a resposta contratil do H20: foi associada ao aumento
da sintese e/ou liberacdo do TXA2, enquanto o relaxamento foi correlacionado a
ativacdo de canais de K* (GAO et al., 2003; COCO, 2012). Dessa forma, uma vez
que o peréxido de hidrogénio modula a contracdo muscular lisa uterina, decidiu-se
investigar a participacdo dessa EROs no relaxamento induzido pela nifedipino. Para
isso, as preparacdes eram incubadas com a catalase, enzima que decompdes o
H202 (YU, 1994; PIETTA, 2000), previamente a inducdo do relaxamento com a
isoprenalina.

Nos animais submetidos ao treinamento de forca, observou-se aumento na
eficacia e da poténcia relaxante da isoprenalina na presenca dessa enzima,
sugerindo que a presenca do H,O, atenua o relaxamento induzida pelo agonista. Se
a suplementacdo alimentar com a alga ndo reduzisse os niveis basais do H,0, a
potencializacdo do efeito relaxante da isoprenalina deveria se apresentar de forma
similar ao observado em GT (Gréafico 21). Entretanto, nas ratas suplementadas e
treinadas, a Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg foi observada um aumento da
poténcia relaxante na presenca da catalase (Gréafico 21). Diante desses resultados,
infere-se que a suplementacdo utilizada nesse estudo preveniu as alteracdes
causadas pelo treinamento de for¢a sobre os niveis intracelulares do H,O- e, dessa
forma, modulam positivamente o relaxamento do Utero de rata.

Diante dos dados apresentados, infere-se que o modelo de treinamento de
forca promoveu alteracbes na reatividade uterina contratil e relaxante, com um
resultante aumento da funcao contrétil e que essas alteracdes foram prevenidas pela
suplementacdo alimentar com S. platensis. Além disso, essas alteracdes estédo
correlacionadas com a modulacdo das vias RhoA/ROCK, os prostanoides, do NO e
das EROs. Assim, a etapa seguinte desse trabalho foi avaliar se o treinamento de
forca e a suplementacdo com S. platensis modificariam o balanco estresse
oxidativo/defesa antioxidante no plasma, bem como no tecido uterino, afim de
confirmar os resultados obtidos nas avaliacdes funcionais.

Para isso, a metodologia de determinacao dos niveis de MDA através de uma

reacdo colorimétrica que resulta na formacdo de um cromoégeno de cor rosa
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fluorescente que, por sua vez, pode ser detectado por meio de leitura em
espectrofotometro (CAMPOS et al., 2008; GIERA; LINGEMAN; NIESSEN, 2012), foi
utilizada como forma de confirmar ou descartar a hipétese de que, a suplementacao
alimentar com S. platensis diminua a formacao de radicais livre e previna o estresse
oxidativo induzido pelo treinamento de for¢a, em Utero de ratas Wistar.

Ao analisar o grupo suplementado com a alga na dose de 100 mg/kg durante
8 semanas, observou-se uma diminuicdo nos niveis de MDA em relacdo ao grupo
que recebeu solucdo salina, corroborando os dados da literatura que reiteram o
potencial da S. platensis e de seus constituintes em diminuir 0 estresse oxidativo e
consequentemente os niveis de peroxidacdo lipidica (PINERO ESTRADA et al.,
2001; SOUZA et al., 2006; LUPATINI et al., 2017; BRITO et al., 2018). Nas ratas
submetidas ao protocolo de treinamento, observou-se um aumento nos niveis de
MDA que foi prevenido pela suplementagéo com a alga nas doses testadas. Embora
um aumento agudo na producdo de oxidantes seja necessario para as adaptacdoes
miocelulares ao exercicio, um aumento crénico na oxidacdo de proteinas pode ter
consequéncias graves. Dessa forma, a suplementacdo com S. platensis demonstra
o efeito preventivo frente a situacdes de desequilibrios do baln¢o oxidativo sistémico
e também para o Uutero.

A resposta crénica ao treinamento tanto aerdbico quanto anaerdbico € a
melhora da capacidade antioxidante do plasma, e a resposta aguda se relaciona
com a producdo de antioxidantes especificos (ATALAY E LAAKSONEN, 2002;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; MARTIN-GALLAN et al., 2007). Partindo dessa
premissa e de que o dano oxidativo estimula as defesas antioxidantes, avaliamos se
a suplementacédo alimentar com S. platensis e o treinamento de forca alterariam a
capacidade antioxidante sistémica e tecidual de ratas Wistar.

Quando analisamos os grupos suplementados com S. platensis, constata-se
gue a alga néo altera capacidade antioxidante total plasmatica, mas, na dose de 100
mg/kg, induz um aumento desse parametro no tecido uterino, possivelmente como
resposta ao aumento da peroxidacdo lipidica, uma vez que 0s mecanismos de
defesa antioxidante s&o potencializados quando ha elevacdo na producdo de
radicais livres (ANTUS, 2016). Esse resultado sugere uma utilizacdo da
suplementacao alimentar com a alga como preventiva do dano oxidativo no tecido
uterino (Grafico 22A e B).
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Nas ratas submetidas ao treinamento de for¢a, uma diminuicdo do percentual
da inibicdo da oxidacdo plasmatica foi observada, demonstrando que o treinamento
de forca pode diminuir a capacidade antioxidante sistémica e que a suplementacao
com S. platensis preveniu parcialmente essa diminuicdo. Apesar disso, ndo foi
observado consequéncias relacionadas a peroxidacao lipidica sistémica (Gréfico
23A e B). Entretanto, ao analisar esse parametro a nivel tecidual, constata-se um
aumento da capacidade antioxidante em todos os grupos testados, indicando que S.
platensis potencializa o0 aumento da capacidade antioxidante em utero de ratas
induzido pelo treinamento de forga (Gréfico 23C e D).

A superoxido dismutase (SOD) é a primeira linha enzimatica antioxidante e &
uma enzima importante no sistema antioxidante, sendo apontada como capaz de
proteger de forma eficaz o estresse oxidativo muscular (LUPATINI et al., 2013).
Diante disso, hipotetizou-se que o aumento da capacidade antioxidante uterina
poderia estar relacionado com o0 aumento da expressdo dessa enzima.

Ao analisar os resultados, verificou-se um aumento na expressdo da SOD
apenas no grupo GSP100 e esse resultado pode ser atribuido ao fato ja relatado de
S. platensis ser uma fonte de SOD (DESAI, K.; SIVAKAMI, S., 2007). J& nos animais
submetidos ao protocolo de treinamento, 0 aumento da capacidade antioxidante ndo
pode ser atribuido ao aumento dessa enzima, sendo necessarios estudos que
avaliem outros sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo-enziméticos, como a
glutationa peroxidase, visto que ja foi demonstrado sua modulacdo pelo exercicio e
gue a microalga € uma fonte para essa enzima (Gréfico 24) (JI L.L., 1993; LUPATINI
et al., 2013).

Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio geradas no exercicio podem
ativar as MAPKs. A ativacao dessa via resulta em uma maior expressao de proteinas
celulares importantes, tais como iINOS, eNOS e Mn-SOD (CABRERA et al., 2005) e
tem sido identificada como uma via de sinalizacdo chave para adaptagdes cronicas
ao exercicio como a hipertrofia musular esquelética (HADDAD; ADAMS 2004; SHI et
al. 2009) e de uma gama de processos celulares envolvidos no crescimento celular,
incluindo proliferagéo e diferenciagdo (WIDEGREN et al. 2001), além de induzir a
contracao uterina (WRAY et al., 2014). Diante dessas premissas, resolvemos

investigar se o treinamento de for¢ca estaria aumentando a expressdo de JNK e
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ERK1/2 por meio do aumento da producdo de EROs e se a suplementacdo
alimentar com S. platensis preveniria esse efeito.

A suplementacdo alimentar com a alga ndo alterou a expressao da JNK, mas,
na dose de 100 mg/kg, preveniu a diminuicdo a expressao dessa enzima em ratas
treinadas (Gréfico 25). Esse efeito observado apenas nos animais exercitados
sugerem que a S.platensis possa estar induzido um efeito anti-inflamatério e
consequentemente, diminuindo a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias que levam
ao aumento da expressdo de JNK, efeito esse ja observado para o pigmento
ficocianina (CHEN et al., 2014)

Nas ratas suplementadas com a alga, observamos uma diminuicdo na
expressdo de ERK1/2 no utero de rata, o que pode explicar o relaxamento
observados nos estudos funcionais, visto que a ativagcao de ERK1/2 leva a contragao
da musculatura uterina (Gréafico 26). Além disso, esse dado corrobora estudos que
demonstram a atividade da S. platensis na prevencéo de desordens caracterizadas
por crescimento celular, como o cancer, (KONICKOVA et al., 2014; BARAKAT et al.,
2015) e de que terapias antioxidantes levam a diminuicdo da expressao essa enzima
(TROY; MICHAEL, 2016), sugerindo um efeito preventivo da suplementacdo nesse
orgdo. De maneira similar, nas ratas treinadas e suplementadas, observou-se uma
diminuicdo da expressdo sugerindo que ambas as intervencgdes, treinamento e
suplementacdo, podem ser consideradas ferramentas Uteis para as condicdes
citadas acima (Grafico 26).

Diante desses achados, demonstramos pela primeira vez, que a contratilidade
uterina € um alvo para o treinamento de forca e que a suplementacdo com S.
platensis previne o aumento da contratilidade uterina por inibicdo da via Rho/ROCK
e diminuicdo da disponibilidade do anién superoxido e previne a diminuicdo do
relaxamento por inibicdo das COXs, aumento na biodisponibilidade de NO e
aumento do H,O,, além de diminuir a expressdo das MAPK JNK e ERK1/2,
contribuindo para os efeitos pro-relaxantes (Figura 10).

Visto que o treinamento de forga aumentou o estresse oxidativo, indicativo de
dano muscular e de atividade inflamatéria, e que a suplementacéo alimentar com S.
platensis preveniu esse efeito, hipotetisamos que o treinamento poderia estar

induzindo alteragdes morfolégicas no utero de ratas.
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Para testar essa hipotese, realizaram-se cortes histoldgicos nos quais foi
observou-se que o treinamento uma diminui o infiltrado eosinofilico e que a
suplementacdo alimentar com S. platensis ndo alterou esse parametro, sugerindo
que a alga nao interefe com o recrutamento dos eosinofilos no Utero de ratas
(Grafico 27A e 28A).

Ademas, observou-se que a suplementacdo alimentar com a alga
isoladamente, bem como o treinamento fisico e suplementacdo alimentar
concomitante aumentaram o numero de vasos (Grafico 27B e C; 28B e C). A
angiogénese induzida pelo treinamento j& é caracterizada por diferentes estudos e
mostrou a expressdao aumentada de RNAm para VEGF em humanos e animais
(GUSTAFSSON; KRAUS, 2001; BREEN et al., 1996) e aumento da expresséo da
eNOS que parece estar relacionada a intensidade do exercicio e aumentada
acentuadamente no ambiente hipéxico (BREEN et al., 1996; BIROT et al., 2003).
Esses achados reforcam os resultados observados nos estudos funcionais, no qual
um aumento da liberacdo do NO e sua reag¢do com o anion superéxido contribui para
a formacdo de substancias contrateis (VOSS; SIEMS, 2006).

Adicionalmente, apesar de ser um processo natural que ocorre durante o ciclo
reprodutivo feminino (para construir o revestimento do utero e amadurecer o 6vulo
durante a ovulacdo), quando a angiogénese ocorre de forma excessiva ou
insuficiente estd associada a varios distarbios que devem ser melhor avaliados
(KORIVI et al., 2010).

Ainda na andlise dos cortes histologicos, observou-se que a suplementacao
com a alga em todas as doses testadas aumentou a area da camada muscular
uterina provavelmente pelo efeito antioxidante da alga, preventivo de lesbes na
musculatura. J& nas ratas treinadas, o aumento da area muscular pode ser atribuida
ao aumento do estresse oxidativo e a ativacdo da via p38-MAPK que leva ao
crescimento de células da musculutara lisa, efeito j4 evidenciado por estudos com
modelos de treinamento de resisténcia (TROY; MICHAEL, 2016) e esse efeito é
prevenido pela suplementacéo alimentar com S. platensis (Grafico 27D e 28D).

Exercicio intenso, como o de for¢a, também esta associado a um conjunto de
riscos para mulheres praticantes entre eles, alteracdo no eixo hipotalamo-hipéfise-
ovario resultando em disfuncdo hipotalamica com consequente a alteracdo da
liberacdo do GnRH (LOUCKS et al., 1992; BIRCH, K., 2005; LAGOWSKA,; JESZKA,
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2011). Essa alteracéo € explicada pelos distarbios na homeostase redox dentro do
ambiente adrenocortical que podem afetar a esteroidogénese, fato evidenciado por
varios disturbios da insuficiéncia adrenal (PRASAD et al., 2014).

Ainda nesse contexo, o alto nivel de cortisol sérico resultante do estresse
fisiolégico induzido pelo exercicio somado a baixa disponibilidade de energia
resultante séo fatores relacionados a supressao da liberacdo de gonadotrofina e
hipoestrogenismo observados em mulheres atletas (MOSAVA et al., 2014). Diante
disso, hipotetisou-se que o treinamento de forca alteraria a histologia da glandula
adrenal, sugestiva de modulacdo hormonal e que a suplementacdo com S. platensis
preveniria esses efeitos.

Nossos resultados demonstraram que a suplementacdo com a alga, bem
como o treinamento de forgca ndo alteram a &area da zona glomerulosa. Ja em
relacdo a zona fasciculada, responséavel pela producéo de cortisol, observu-se que o
exercicio aumentou o tamanho dessa area, bem como o numero de vacuolos,
sugestivos da presenca de cortisol, e que esse efeito foi prevenido pela
suplementacdo com a alga. Esse efeito pode ser correlacionado com o aumento da
reatividade utrina observada nos estudos funcionais, visto que situacdes de estresse
homeostasicos, como a pratica de exercicio de for¢a, levam ao aumento da
liberacdo de cortisol, que por sua vez, aumenta a circulacdo sanguinea da hipéfise,
resultado numa maior liberagdo de ocitocina (Gréfico 29 e 30) (TAYLOR et al.,
2006).

Ainda analisando os cortes histoldgicos, observamos uma diminuicdo da area
reticulada, responsavel pela producdo dos hormdnios sexuais, nos animais
treinados, como ja era esperado e que esse efeito ndo prevenido pela
suplementacdo com S. platensis, sugerindo que o mecanismo pelo qual o exercicio
diminui essa area ndao € modulado pela alga. Em relacdo a area medular,
responsavel pela producdo de catecolaminas, ndo foi observada alteracdes,
possivelmente devido as adaptagfes ao exercicio ja descritas para a liberacdo de
catecolaminas (Grafico 29 e 30) (TANK; WONG D. L., 2015). Apesar das
observacdes, ressalta-se que sdo sugestivas em relacdo a espessura da area e
studos de quantificacdo dos horménios circulantes sdo necessarios para comprovar

esses achados.
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Diante desses achados, postulamos que o treinamento de forgca exerce forte
influéncia sobre a contratilidade do Utero de rata, o estresse oxidativo tecidual, a via
das MAPK e nos paramentros histologicos uterinos e da glandula adrenal e que S.
platensis previne parte dos efeitos deletérios, sugerindo o potencial promissor da
suplementacao alimentar com a alga em processos fisiopatolégicos que envolvem a
desregulacbes na homeostase contratil uterina como dismenorreia, parto-prematuro,

aborto espbntaneo.

Figura 10: Mapa conceitual dos efeitos preventivo de S. platensis em Utero de ratas

submetidas ao treinamento de forca.
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Na investigacdo do efeito do exercicio de forga agudo sobre o Utero de ratas,
conclui-se que ha um aumento da resposta contratil, diminuicdo da reatividade
relaxante, sem alteracdo do estresse oxidativo nem da via das MAPK, além de um
aumento a camada muscular uterina

Na investigacdo do efeito da suplementacédo alimentar com S. platensis, nas
doses de 50 e 100 mg/kg, sobre o Utero de rata, € possivel concluir:

= Na&o altera o componente farmacomecanico de contracdo e relaxamento nem a
poténcia do componente eletromecanico da contracéo;

= Diminui a reatividade contrétil e relaxante por reduzir a eficacia do componente
eletromecanico da contracao e do relaxamento;

» Diminui a expressao de ERK1/2;

* Aumenta a vascularizacdo, area vascular e area do miométrio;

* Diminui a area medular da glandula adrenal

Na investigacdo do efeito do treinamento de for¢ca e da suplementacdo S.
platensis, nas doses de 50 e 100 mg/kg, sobre o utero de ratas, é possivel concluir:

» Previne o aumento da eficdcia e diminuicdo da poténcia do componente
eletromecanico da contracdo e previne parcialmente o aumento da eficacia do
componente farmacomecéanico de contracdo por inibicdo da via Rho/ROCK e
diminuicao dos niveis do anioén superoéxido;

* Previne a diminuigdo da poténcia do componente eletromecénico de relaxamento
e diminui a poténcia do componente eletromecanico de relaxamento por inibicao
das COXs, aumento na biodisponibilidade de NO e aumento de H,0; ;

» Nao alteram a expressdo de SOD

* Previne a diminuicdo da expressao de JNK, mas ndo a de ERK1/2;

= Na&o previne a diminuicdo no numero de eosindfilos, aumenta a vascularizacao e
a area vascular e previne a reducao da espessura do miométrio;

* Previne parcialmente o aumento da &rea fasciculada e de degeneracéao lipidica,

mas nao previne a diminuicdo da area reticulada.
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Anexo 1: Copia da certiddo de aprovacédo do Projeto junto & Comisséo de Etica
no Uso de Animais.

e 2 A/ N
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA M A
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA CBlOte_C )
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS  Urss oy 0 o
g

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIDAO

I “ m" ‘ Jodo Pessoa, 19 de novembro de 2014
\ CEUA N°0211/14

limo(a). Profa Dra Bagndlia Aratjo da Silva
Departamento Ciéncias Farmaccéuticas - CCS - UFPB

Orientando(a): Paula Benvindo Ferreira, (Doutorado)

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Parailba em sua reunido ordinaria de 13/11/2014 analisou e APROVOU a
execugdo do projeto AVALIAGAO DOS EFEITOS DO EXERCICIO DE FORCA
(AGUDO E CRONICO) E DA SUPLEMENTAGAO ALIMENTAR COM Spirulina
platensis NA REATIVIDADE DE UTERO DE RATA.

Com previsdac de empregar 500 Ratas WISTAR - ANIMAIS DO BIOTERIO Prof.
Thomas George.

Para serem utilizados no periodo de 02/12/2014 a 02/12/2018

7
o ol

] : :
Prof. Dr. Cezar’Rodrigues
omissao de Etica no Uso de Animal do CBiotec/UFPB

Atenciosamente, o~

Presidenteé

Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA — CBiotec
Centro de Biotecnologia — Universidade Federal da Paraiba
https://sites.google.com/site/ceuacbiotec/ — ceua@cbiotec. ufpb br
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Anexo 2: Certificado de andlise da Spirulina platensis.
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Tos, pharma

CERTIFICADO DE ANALISE

202
2019

Insumo: Espirulina 60% Data de Analise: 27-10-2017
Lote Interno: 17J11-B004-025041 Lote Fabricante: SP17132
| Data de Fabricagao: | 19-06-2017 Data de Validade: 18-06-2020
Origem: China Procedéncia: Hong Kong
Condigoes de : Ordem de
 Armazenamento: Temperatura Ambiente - Fracionamento: 025041 -
[DCB: - . Tocni - |
CAS: - | Peso Molecular: -
Formula Molecular: | -
‘Observagdes: | Parte Utilizada: ~ [Todaaplanta [ Nome Clentifico: [ Spirulina platensis
Testes Especificagées Resultados | Unidade | Reteréncias
Descrigéo © Po lino verde, com leve oder de algas Conforme | Fabricante
| Sabor Leve de algas Conforme ! Fabricante
|
Perdapar <= 8,0% ( 29/ 105°C/ Peso constante) 4,44 % Fabricante
‘ Dessecagao
Proteina >= 60 65,3 % Fabricante
| Cinzas totais * ‘ <=8.0 6,83 %o Fabricante
L - .
Total Carotenoides * ‘ >=03 0,30 g/100g Fabricante
Arsénio * J <=1.0 0,081 ppm Fabricante
‘ I
! Chumbo * <=2.0 Nao detectado ppm Fabricante
Cadmio <=0,1 0,012 ppm Fabricante
Mercurio <=0,1 Conforme ppm Fabricante
! Granulometna 100 passa malha B0 Conforme %o Fabricante |
| Densidade Aparente * | +ou-05 0,47 g/mL Fabricante |
—_— - | — |
| Testes | |
| Microbialogicos - |
| Contggem total de | <= 100000 <1000 UFC/g Fabricante
! bactérias * |
-
Fungos e Leveduras | __ 300 <10 UFC/g Fabricante
| Salmenelia * Negalivo Negativo Fabricante
: —
Echerichia coli * Negativo - Negative Fabricante |
— —
Coliformes <= 10 <10 UFC/g Fabricante !
S _— i
E Staphylococcus * J Negativo Negativo Fabricante

(Continua)
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(Continuagéo)
- [ XY
‘. G! g°'~ 2 [ ] L ] ®
* 9 e,
(o) .‘ . 2
b
¢ ®
% pharma
e
Vore
‘so®
CERTIFICADO DE ANALISE
[ Insumo: | Espirulina 60% Data de Analise: 27-10-2017
| Lote Interno: | 17J11-B004-025041 Lote Fabricante: SP17132
\ Data de Fabricagao: 1 19-06-2017 Data de Validade: 18-06-2020
11 Origem: | China Procedéncia: Hong Kong
Condigdes de ' Ordem de
Armazenamento: Temperatura Ambiente Fracionamento: 025041
| DCB: [ - DCl: -
[ cas: [- Peso Molecular: -
[ Férmula Molecular: | - -
| Observagdes: | Parte Utilizada: [ Toda a planta [ Nome Cientifico: [ Spirulina platensis
* Resultados obtidos em andlises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.

Conclusao:
Aprovado
Reprovado

———1 :

Respansavel Técnico

dvel Técnico Sul

Cinews 'v«:ra. oo/
Rgspo‘ sdvel Técnico

Jodo Paulo Sartin Mendes
CRF-GO: NO 7355

Oli;iu Neiva Mesquita Mendes
CRF-GO: N¢ 5227

Ana Ligia Boer Barbosa
CRF-SP: 72.656

Fim do Documento

Hdons R Yoo

Responsavel Técnico
Eliene Ribeiro de Lima
CRF-GO: NO 11.361
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Anexo 3: Certificado de anélise do p6 de Spirulina platensis.

NUMERU
PREFEITURA MUNICIPAL DE JOAO PESSOA | 1002781
SECRETARIA DE RECEITA MUNICIPAL CODIGO DE VERIFICAGAO

NOTA FISCAL DE SERVIGOS ELETRONICA - NFS-e

AV DOM PEDRO Il
COMPLEMENTO

LOJAS /101 A 106
[MuNICIPIO

[LocrADOURD
[RUA BANCARIOS JOSE ALEXANDRE DE FARIAS
| COMPLEMENTO
|AP 204
MUNICIPIO X
Jodo Pessoa

lcep -

ITEM DA LISTA DE SERVIGOS
4,07 - Servigos farmacButicos.

405884 0001/405884-0 FORMULA 700.00G Outras C/ SPIRULINA 700.00G
1 350

Trib aprox N=R$47,08 E=R$63,00 M=R$0,00

Fonte: IBPT (PB) Versao 17.1.A

OBRA VINCULADA - CONSTRUCAO CIVIL

Jodio Pessoa PB BRASIL

VALOR DOS SERVIGOS DESCONTOINCONDICIONADO | DESCONT 0

R$ 350,00 R$ 0,00 RS 0,00 R$ 0,00

FET 2 | COFINS - i
RS 0,00 R$ 0,00 RS 0,00 R$ 0,00 ;
RS 0,00 R$350,00 -

204
2019
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Anexo 4 : Artigo publicado durante o doutorado na revista International Journal
of TROPICAL DISEASE & Health, FI: 1,83, em 2015.

International Journal of TROPICAL DISEASE a
& Health 'ﬂ-__ )
o

94): 1-8. 205, Article no. LITDH, 18522 o,
ISEN: 17TE-T005

-
SO MCEDCALEY

SCIENCEDOMAIN Imramanion al
WL SCiEncedomain.og

Induced and Constitutive Clindamycin Resistance in
Staphylococcus spp. Strains Isolated from a
MNeonatal Intensive Care Unit

Savio Benvindo Ferreira®™, José Ricarde Tomé Lopes Martins?,

Faula Benvindo Ferreira® and Zilka Manes Lima®

'Program of Postgreduats in Nstural Products and Synthefic Biosctive, Fedeml Universiy of Paraiba,
Faraiha, Brazi.

*Muftiprofessional residence in Health, Federal Uinversity of Rio Grande do Norfe,

Rin Grande go Norte, Brazi,

“Denarment of Phamiacy, Stafe University of Paraibs, Faraiha, Braxzi,

Authors” contributions

This work was camed ouf in collaborafion hefween all authors. Authors SBF and ZNL did the study
design, wrofe the profocol and analyses of siudy. Author JATLM diid the processing samples while the
literature searches were by suthor PBF. All authors read and approved the fins! manuscnpd.

Article Information

CHO: 09734 TDH20 58523
Egrersl
(11 Kendchin inowe, Center fior Medical Scence, infemational UniversEy of Health and Welfare, Japan,

EEVEWETE

{1 Armymioas, Kant Siabe Unkbersity, USA

[2) Joseph F. Mhyers, Department of Inbemal Medicine, Mortheast Chio Medical Uniersity, USA
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ABSTRACT

Aims: The hospital environment can act 35 a reservoir fior microorganisms, which i fWwm can
contaminate a range of hospital equipment and survive for long penods of time. One of these
environmenis the MNeonatal Intensive Care Linit (MICL), for the initial post partum pemod serving a5
a home fior newboms of bow birth weight and nesding invasive procedures: for administration of
nutritional and medicinal substances, which makes the MICL a critical area for housing individuals

with immune system. Thus, the aim of this siudy was to evaluate the phenotypic appearance of
resistance of te Sisphylococous spp. compared to enythromycn and dindamycin, onginating from
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Anexo 5: Artigo publicado durante o doutorado na

Pharmaceutical
Biotechnology, Fl: 2,14, em 2016.

Current Fharmaceunical Blorechnofogy, 2018, 17, 12781284

RESEARCH ARTICLE

Sl Srois for Supants 1o sendeesdibertham s, i
12m8

Evaluation of Antioxidant Activity of Phytol Using Non- and Pre-Clinical

Models

Jéssica P. Costa', Md. T. lslam '~

Oliveira

5 , Pauline 5. Santnsm, Paula B. Ferreira4, George LS.
", Marcus W .O.B. Alencar ™, Marcia F.C.J. Paz", Everton LF. Farreira , Chistiane M.

Feftosa®, Antonia M.G.L. Cits”, Damido P. Sousa® and Ana Amelia C. Melo-Cavaleants™*

‘Laboratory of Researsh In Experimentsl Neurochemistry, Posigraduste Program I Blotechnology, Northeast
Biotechnoiogy Metwork (RENCREIO), Federal Universty of Plaul, Teresina (PI-84.040-530, Brazi, “Laboratory of
Genetics and Taxcalogy, Postgraduate Program in Biotechnology, Mortheast Biotechnoiogy Network (RENOREIO),
Federsl Universty of Piaul, Teresing (Pi]-54.049-550, Brazll; “Department of Pharmacy, Southem Uniersiy Bangiadesh,
Mehedibag (Chitagang)-4000, Bangladesh; “Postpraduate Pragram i Pharmaceutical Sciences, Federal Linhversity of

Piaul, Teresing (Pf)-0d.040-550, Braz;

*Department of Chemistry, CCN, Federal University of Plawl, Teresia (Fi)-

04.040-550, Brazi; “Department of Pramacertical Sciences, Federal Universiy of Parlba, Jodo Pesssa (Paralba)-

55.057-000, Brazi.

Ahatract: Background: Phytl (3,7,11,15-ttramathyihexades-2-en-1-al; PHY), the akoholl
diterpencld Is particularty Interesting due to Its diverse aciivities found in Iterature. This study
evaluated v vitro and In wivo antiosddant capacity of PHY.

Mechods: We conducted DPPH: (2,2-giphenyl-1-plerylhydrazyl) and ABTS." (2,2 azno-tis(3-

athyibenzihiazoline-E-sWphonlc  ack))

ARTICLEHIZTORY

FMscwvsd 'sbusey 25 ANE
Favimsd Aogust 01, ANE
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e i sy e S5
&

ramical scawenging tests a8 i Wi, while

Saccharomyces cerevisize test as in vivo. For in WiEro tests, trokox and for &1 wheo test hpdrogen
peromde (Hx0:) were taken as standand and stressor, respechvely. Addiionally, we measursd
ihe supemoxide dismuiase [SCD), catadase (CAT), reduced gutathione [SSH),
percaddation {LP) and niirke [MOy contenis In mouse hippocampas taking 0.05% Twaen 30
dissolved In 0.9% saling J0.25 mi) and ascornie acid {250 mgfka; AA) as vehlcie and standard,
respectively. PHY was administered at doses 25, 50 and 75 mg/kg. In the latter case, all the
treatments wers adminisienad wa Infraperiton=al [Lp.) route.

lipld

Results: PHY at 7.2 pgimi exnibited 55,80 & 0.73% and £2.70 + 1.09% scavenging capacity

of DPPH: and ABTS.",

respectivaly. In 5. cerevisiae siaings, PHY showed prominent

protectve effects. Moreower, In Swiss mouse NIppOcampls; PHY reduced the LP and MOy
contents, while increased I GSH, SO0 and CAT activities.

Conciusion: PHY exertad antioxidant potential i our cument non- and preciinical test
systams and can b2 3 good candidate for the development of freatments of cxidative siress

mediated diseaEes.

Keywords: Antiodart, Hippocampus, Mice, Oxdative stress, Phytol, Saccharomyoes carevisias.,

1. INTRODUCTION

Reactive axygen species (ROS) play an Important role In the
requiation of nomnal cell funcion. Howsver, an excesshe
production of ROS can have detimental efects, a state hat Is
krnown 3 ‘ooddative stresg!, which ls essemtially signifisd

"ADNESE COMEGPONOENCE 1D Mis ahor &b the
Expenimental Neurochemisy,

REsEaT In ]
. Mormaast Diolechnoiogy Metwork [RENOREID,

Federdl University of Plawl, Teresra (PIR-54048-550, Brazl;

Ted-Fax: 55-35(3}-32371:280; E-mall: rvotufpl brgpgmaiLcom.

Laboratny af
PosgEaUatE Program In

a5 an Imbaance between the production of ROS and
antioxkatve defensa. The excess ROS can damage cellular
components, Including protels, Ipids and nucleic adds [1], hat
can Impair function essential for call function. Amtioddarts are
the substances capabie of Newtralzing Me damaging efects of
RIS, baing Increasingly used In clinical pravention and reatment
of diseases; especkaly those are denived from axidative siress.
Facent stuties SUQgest that oxidative siTess ks Invoivied In the
patnogenesls of several diseases sUCh 38 neurndsgenseraiive
diseasas, Incuging epliapsy, Alzheimer's disease (AD),
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Anexo 6: Artigo publicado durante o doutorado na revista Fundamental &
Clinical Pharmacology, Fl: 2,349, em 2018.
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Kaywenrds ABSTRACT
L e a1
[y Prm———— Epmxy.carvome {EC) has chiral centers that allow generation of s ereois omers, mndud-
P e ing {+pcisBC and {—p-asEC, whose aferts n the knding tests have never hesn
meling, studied. Amordmgly, this smdy aims to ompaatvely mvestigae the effect of
i sierenisomers | Hedsepoy-carvane and | —pds-epoyecarvone on - hehandoral

changes measured in scores, n the levels of cytolnes (11-1 1=, and TNFa) and
e 1 Ry 2% neurmal protection i the face of continuous treatment with pentylenstetraznl.
m-d!Mnh.-’lI'ﬂ_. Swiss mice were dvided inta five groups (n = 10), recaving vehide {+ - cis-BC, (-]
wrwpied 210 March 008 cis-BC (hoth at the dose of 30 mgkg). and dazepam (4 mg'kg). Thirty minutes
after the respective treatment was admmistered to the animals one suhaonwlsve
dose of FTZ (35 mg/kgl Ssven subconvulsfves ireatmenss wers mads on altemate
:_mm::hm= days, in which ench treatment ssveral parameters were reconded. In the sighth treat-
ment, the animals recefving the highest dose of PTZ (75 mg'kg) and were sacrifioesd
for quantification of oytnknes and histopathalogic analysis. All drugs were admmnis-
tered by mntraperitoneal route. In the kndling test |+pcts-BC and | — pois-BC redued
the average sores. The sterentsomer (+-ds-BC deormsed levels of promiflammatory
cytokimes [l-1 L. and TNPa, wherms comparatively |—Jcis-EC did not reduce
I=1p levels. Histopathological analysis of the mice hippocampt undergoing this
methodology showed neural profec8on for reatsd with (+}cis-BC. The resulis sug-
gext that the anticonvulsant efisct of (+)-ds-BEC posdbly takes place due to reduction
of promnflammatary cytokmes involvad i the epilaping enic process, hesad s neuranal
protection, yet further investigation of the mechamisms involved s nequined.
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L INTRODUCTHYN

Reearch into mew antimicmbial agents is nacesmary, as
resistnt micToorgmnisms are increasingly emerging and
cmse fanl opporunistc infedtions. Thus, among e hacie-
rial sirains, thers are the Sipipbosur arar md
Escherichia coli [1].

E ol is one of the maost fraquant strains for cansing ori-
mary mac infections, aocounting for 80 to 9% of infactions.
This micoorganism is i e form of a short, nom-spone
gram-nagative rod, measoring between 1] ad 15 pmby 2
o & pm, most of which are mobile due to the exisences of
peririchons flagella In addition, it bdongs io the normal
migabiofy of the homan misstine and can conbuminads,

*Addros comepodms b e st @ b Ny Acdemc Uni
Comtir fne Toachs Trsinimy, Fedeal Usie of Clnpm: o
(UFGE), Coton rogaali s, 538000000, Chcc v, Bimec; Tl =55
(3] P25 651 7. Fomaat sarviobnme il Sl com

PETRENE A58 0000

colonize and subssquently camise sxiaimtestmal infections
and is a major atiological agent of septicemia, men ing itis and
mrinary tract infections [2-31

Regarding 5. aurcurs stain, itone of e most common
bactarial species, bang the most vinlent of s gems. Is
endogemons disseminmion & the most common, cassing
many infadions acquired in the hospitl, reslting from e
premnce of sophylococci in the skin and nasopharyme of
15% of healdry individmls However, the scogenons spead
can happen whers hacieria mn be trmsfered to 2 valnanabls
person fhrough direct coniact or dwough fomites. Therefom,
helih workers should e sppropri®e handwashing tedhs
miques, with a view to preventing the Tmsmission of tis
micToorganism do patimis or betowesn the patienss them.
selves, thatis, cross-mfection [$-5]

In his comtext, the discovery of new malscules with me«
timicrobial activity, as well as the understanding of e
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Aortic Response to Strength Training
and Spirulina platensis Dependent on
Nitric Oxide and Antioxidants
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Shudies have shown thal supplementstion with Spirudng pltensis improves vascular
reactivity. However, it is unclear whether in assodation with strength freining this =fiect
can be enhanced. Thus, this shudy simed io determine the effects of strength training and
& platensiz on the reacthity of the aona from Wistar rat and the possible mechanems
imeohved. The animals were supplemented with 5. plafensiz and divided into edentany
=5, B350, 85150, and S5500) and freined groups (TS, TGRS, TGA50, and TES00).
Mirite, malondialdehyde (MIDW) and antioxidant activity were dstermined by biochemical
aszays. To evaluate vescular regnonza, cumulstive concantration —respores curves 1o
phenylephrine (PHE) and acetyicholine [ACH) were constructed. L-MAME was used 1o
aszess the paricipstion of nitic odde (MO It wes observed that the PHE contractile
potency was reduced in TGS0, TG150, and TEE00 groups compared to BG50, SG180,
and SGER00 groups, reepectively However, the presence of L-NAME increasad the
contractile response in all groups. Strength traming potentisted the increase in relaxing
acinity induced by 5. platenses, where the pCEg; values of ACh increased in TG150
and TE500. These responses were accomparnied by increased nitrite produwction, MDA
reduction end increesed enticddant activity in the aora of both TE150 end TES00
groupe. Thus, the presant study demonstrated that comibined with strengih treining. 5.
pstansis potentiates vescular improvement through the participation of MO and reduction
of ooddative stress.
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