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RESUMO

Os glicocorticoides (GC) tém um papel importante na determinagdao da
distribuicdo de tecido adiposo e do metabolismo. Individuos com Sindrome de
Cushing (SC) apresentam um padrdo de obesidade central, relacionado a niveis
excessivos de glicorcoticoides plasmaticos de origem enddégena ou exdgena que é
reversivel apés o tratamento ou a retirada dos corticéides. Os mecanismos
envolvidos na distribuicdo do tecido adiposo mediada pelos glicocorticéides nao
estdo completamente compreendidos. O objetivo deste estudo foi quantificar e
avaliar os efeitos da exposig¢do cronica ao hipercortisolismo na expressao génica
de componentes do sistema calicreina-cinina em depdsitos adiposos de pacientes
com sindrome de Cushing. As amostras de tecido adiposo visceral (VAT) e de
tecido subcutaneo (SAT) foram obtidas durante a cirurgia abdominal eletiva de
pacientes do sexo feminino com sindrome de Cushing (n =9), nos quais o indice
de massa corporal (IMC), circunferéncia abdominal (CA) e cortisol salivar (CTS)
foram previamente determinados. A expressdao do mRNA de calicreina tecidual e
dos receptor B1 e B2 de cininas foram quantificados por PCR em tempo real. A
expressdao do mRNA do receptor B2 de cininas no SAT e VAT de pacientes com
Cushing nao foi diferente nos dois compartimentos (p>0,05). A expressao do
receptor B1 de cininas mostrou-se diminuida em SAT quando comparada com
VAT de pacientes com Cushing (p<0,01). A expressao de calicreina tecidual
apresentou um aumento significativo em VAT de pacientes com Cushing (p
<0,05). Nossos dados sugerem que o hipercortisolismo crénico,como visto na
sindrome de Cushing, esta relacionado a um aumento da expressao de mRNA de
receptores B1 de cininas e de calicreina tecidual em tecido adiposo visceral (VAT),
o principal compartimento responsavel por complicacbes relacionadas com a
obesidade e alta mortalidade, enquanto que a expressao génica do receptor B2 de

cininas permaneceu inalterada nos dois compartimentos.

Palavras-chave: Cininas; Sindrome de Cushing; Expressdo Génica; Tecido

Adiposo.



ABSTRACT

Glucocorticoids (GC) play an important role in determining the distribution of
adipose tissue and metabolism. Individuals with Cushing's syndrome (CS) show a
pattern of central obesity, related to excessive levels of plasma glucocorticoids
exogenous or endogenous origin which is reversible after treatment or withdrawal
of corticosteroids. The mechanisms involvedin the distribution of adipose
tissue mediated by glucocorticoids are not fully understood. The objective of
this study was to quantify and evaluate the effects of chronic exposure to
hypercortisolism in the gene expression of components of the kallikrein-kinin
fat deposits in patients with Cushing's Syndrome. Samples of visceral (VAT)
and subcutaneous adipose tissue (SAT) were obtained during elective abdominal
surgery for female patients with Cushing's Syndrome (n = 9), in which the body
mass index (BMI), waist circumference (WC) and salivary cortisol (CTS) were
previously determined. The mMRNA expression of tissue kallikrein and
the kinin B1 and B2 receptors were quantified by real-time PCR. The mRNA
expression of kinin B2 receptor in SAT and VAT of Cushing's patients was similar
in both compartments (p>0.05). The expression of kinin B1 receptor was
reduced in SAT when compared to VAT of patients with Cushing (p <0.01). The
expression of tissue kallikrein showed a significant increase in VAT than observed
in SAT of patients with Cushing’'s Syndrome (p <0.05). Our data suggest that
chronic hypercortisolism, as seen in Cushing's Syndrome, is related to an
increased mMRNA expression of kinin B1 receptor and tissue kallikrein in visceral
adipose tissue (VAT), the main compartment responsible for complications related
to obesity and high mortality, while the gene expression of kinin B2 receptor

remained unchanged in both compartments.

Keywords: Kinin; Cushing’s Syndrome; Gene Expression; Adipose Tissue.
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1. Contextualizacao

1.1 Sindrome de Cushing

A sindrome de Cushing (SC) foi descrita primeiramente em 1921 apds
analises do médico e neurocirurgido norte-americano Harvey Cushing. A
Sindrome de Cushing decorre de um complexo de sintomas e sinais associados a
exposigcao prolongada as quantidades excessivas de glicocorticoides livres
plasmaticos (1). As principais causas da Sindrome de Cushing estao relacionadas
a duas formas, exdégena ou iatrogénica e endogena, definidas respectivamente
pela administragdo crénica medicamentosa ou hiperproducdo de glicocorticéides
pelo cortex da adrenal (1,2).

A producao excessiva de glicocorticoides pelo cortex da adrenal ndo esta
relacionada com o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) em 15 a 20 % dos
casos, sendo dependente nos casos restantes (3). A sindrome de Cushing ACTH-
independente relaciona-se com casos de tumores adrenais benignos ou malignos
ou também por hiperplasia adrenal bilateral. A SC dependente de ACTH tem sua
causa relacionada principalmente a tumores hipofisarios corticotroficos, produtores
de ACTH, definindo tal sindrome. Contudo, raramente pode ser causada por

producgao ectépica de ACTH ou por tumores secretores de CRH (3).

ACTH dependente

e Tumor pituitario (Doenca de Cushing)
e Secrecao ectépica de ACTH e ou CRH

ACTH independente

e Tumor adrenal — adenoma ou carcinoma
e Hiperplasia adrenal bilateral

A EEEEEEEEE .,
Figura 1. Classificacdo da Sindrome de Cushing
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Pacientes portadores da sindrome de Cushing (SC), independentemente de
sua etiologia, possuem adipogénese anormal e desenvolvem obesidade de
distribuicdo central com adelgagcamento de tecido subcutaneo, estrias cutaneas
violaceas, giba de bufalo, “face de lua cheia”, pletora facial, fraqueza muscular
proximal, extremidades finas com hipotrofia muscular, fragilidade capilar, acne,
hirsutismo e irregularidade menstrual (1, 2). Algumas alteragdes sao reversiveis
apos tratamento ou suspensdo do glicocorticoide quando se trata da SC exdgena
(4, 5). Sabe-se que atualmente a SC esta relacionada com hipertensdo em mais
de 90% dos casos, obesidade visceral em mais de 80% e osteoporose em 50%

dos casos (6) além de gama de outros sinais e sintomas (7).

1.2 Glicocorticoides

Os glicocorticoides sao conhecidos pelos efeitos sobre o metabolismo dos
carboidratos; contudo, além dessa propriedade, ha outras que sdo mediadas por
receptores intracelulares de glicocorticdide, sendo que algumas delas sao
mediadas por receptores mineralocorticoides (8, 9, 10). A SC iatrogénica é dada
pela utilizagdo prolongada de corticosterdides. A grande diferenga entre o
hipercortisolismo exégeno e enddgeno constitui-se na maior agao
mineralocorticéide existente neste ultimo, resultando em mais manifestacées de
hipertensao arterial, ocasionalmente, hipocalemia e hirsutismo e/ou virilizacao,
principalmente quando secundario a tumores adrenais. Alguns efeitos menos
comuns como, por exemplo, hipertensao intracraniana benigna, necrose avascular
Ossea e glaucoma, teriam maior relagdo com a SC exdgena do que com a SC
endogena (11).

No uso crbnico de corticosterdides a distribuicao diferenciada da gordura é
quase que constante, tendo como resultado uma reducdo em extremidades e um
acumulo centripetamente. Tais alteracdes podem ocorrer devido a perda de tecido
celular subcutaneo de modo dissociado (12). Ha uma alteragao lipidica na SC que
se baseia na elevacgao de lipoproteinas de baixa densidade (VLDL e LDL), tendo

como consequéncia um incremento dos niveis séricos de colesterol e triglicérides;
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provavelmente devido a influencia na sintese do VLDL, produgéo de acidos graxos
e atividade da lipase endotelial hepatica (13).

Os efeitos colaterais da administragéo de corticosterdide sao heterogéneos
entre os individuos de uma populacéao; isso devido provavelmente, a cinética ou as
diferentes concentracdes plasmaticas das proteinas carreadoras desses farmacos
(11). Esquemas terapéuticos tém sido propostos com o objetivo de minimizar os
efeitos deletérios advindos de seu uso cronico, sendo umas das técnicas o seu
emprego em dias alternados que praticamente nao influi sobre o eixo hipotalamo

hipofise-adrenal e a velocidade de crescimento das criangas. (12, 14,15).

1.3 SistemaCalicreina-Cininas (SCC)

O Sistema Calicreina-Cininas € um sistema envolvido em processos de
transmissdo de dor, no controle da pressao arterial, no processo de geragéo e
manutencado do estado inflamatério (16, 17, 18). Adicional a esses processos, 0
SCC tem um importante papel na captagao de glicose (19). O Sistema Calicreina-
Cininas €& composto por: substratos protéicos precursores, denominados
cininogénios, enzimas que hidrolisam estes substratos, denominadas calicreinas;
cininas que sao produtos da acdo das calicreinas sobre os cininogénios;
receptores distintos de cininas, caracterizados farmacoldgica e molecularmente,
denominados B1 e B2; e as cininases, enzimas que degradam as cininas

liberando os agonistas do receptor B1 ou peptideos inativos (Figura 2).
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Cininogénio

Calicreinas
Cininases Il y
(ECA)
I I — Arg —p .
i i
I I Receptor B,
Metabdlitos Cininases | (CPM)

Inativos H
i

)

Receptor B,

Figura 2.0 Sistema Calicreina-Cininas. ECA, enzima conversora de

angiotensina; CPM, carboxipeptidase M. Arg, arginina.Mori et al, 2007.

As fungdes fisiologicas atribuidas ao receptor B1 ainda sdo pouco conhecidas.
Varios estudos dao importancia a participagcdo do receptor B1 em processos
inflamatérios. O aparecimento deste receptor apdés o tratamento com
lipopolissacarideo de E. coli (LPS) (20) e a ativagdo do NF-kB pelo agonista do

receptor B1 (21) sugerem um papel para este receptor na inflamacéo.
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2. Objetivo

2.1 Principal: Identificar se ha maior expressao dos componentes do Sistema
Calicreina-Cininas em tecido adiposo subcutaneo e visceral de pacientes com
Sindrome de Cushing enddgena ajustados para mesmo indice de massa corporal
(IMC) e idade.

2.2 Secundaério: Verificar se ha diferenca de expressao dos receptores de cininas
B1 e B2 e da calicreina tecidual em dois diferentes compartimentos —tecido

subcutaneo e visceral - de individuos com SC enddgena.
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3. Material e Métodos

3.1 Delineamento do estudo: Caso e controle
A amostra foi composta por tecido adiposo de nove (9) individuos com

hipercortisolismo enddgeno submetidos a cirurgia abdominal eletiva.

3.2 Participantes

3.2.1 Critérios de incluséo

¢ Pacientes do sexo feminino com Sindrome de Cushing endogena.

¢ Sindrome de Cushing (SC) enddgena foi definida pelos procedimentos habituais
como falta de supressédo do cortisol basal (salivar ou plasmatico) apés 1mg de
Dexametasona para valores inferiores a 1,8 mg/ml e/ou trés (3) amostras de

cortisol urinario livre com valores 3 vezes acima do limite superior do método.

3.2.2 Critérios de excluséo
ePacientes do sexo masculino, presenca de comorbidades como diabetes, uso de

corticoide, metiformina, tiazolinedionas e anorexigenos.

3.3Local

As amostras teciduais foram obtidas de pacientes com SC enddégeno
referido eletivamente para cirurgia por laparotomia aberta ou videolaparoscopia na
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), Hospital Geral de Goiania (HGG),

Hospital do Servidor Publico Estadual do Estado de S&o Paulo, Hospital do
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Brigadeiro e Hospital da Beneficéncia Portuguesa. As amostras foram

processadas no laboratério de Biologia Molecular da UNINOVE.

3.4 Método de coleta

Na noite anterior a cirurgia eletiva, a paciente foi entrevistada para
preenchimento de protocolo com dados de identificagdo e antropométricos. Dados
sobre valores de exames laboratoriais diagnosticos, exames radioldgicos,
comorbidades e drogas em uso foram extraidos do prontuario médico. As 23 h do
dia que antecede a cirurgia foi colhida amostra de cortisol salivar. Durante o ato
cirurgico, apods anestesia geral, foram extraidas amostras de tecido adiposo de
aproximadamente 2 g ao nivel da cicatriz umbilical ou infra-costal(tecido adiposo
subcutaneo, SAT) e gordura omental (tecido adiposo visceral, VAT). As amostras

foram armazenadas em gelo seco e estocadas a -70° C.

3.5 Analises da expressao génica

Para a quantificagdo do mRNA dos receptores de cininas B1 e B2 e da
calicreina tecidual, utilizamos Reacdo em Cadeia da polimerase (“‘Polymerase
Chain Reaction” - PCR) em tempo real usando termociclador em tempo real (ABI
7700, AppliedBiosystems). Foi utilizado o método (SYBR Green) que detecta a
ligacdo de uma substancia fluorescente (“dye”) ao DNA. Enquanto néo ligada ao
DNA, o “dye” exibe pequena fluorescéncia na solugao, mas durante a fase de
alongamento crescentes montantes da substancia se ligam ao DNA nascente

distendido. Durante o passo de polimerizagado, mais e mais moléculas de “dye” se
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ligam ao DNA recém sintetizado e o aumento da fluorescéncia pode ser
monitorado em Tempo Real.

Os oligonucleotideos comerciais utilizados para as reagoes de PCR foram:
B1 (acesso n° NM_030851, GenBank) senso: 5'-
CCAGGGTTCGTCATCACTATCTG-3' e antisenso 5'-
GCAAAAGGAAGAAGGACAAGACTAA-3; B2 (acesso n° NM_173100.1,
GenBank) senso: 5-CCCTTCCTCTGGGTCCTCTT-3' e antisenso 5'-
CAGAACACGCTGAGGACAAAGA-3'; pré-calicreina tecidual (KLK1, (acesso n°
NM_001005382, GenBank) senso: 5-CCTGATCCTATTCCTCGACCTGTCCCTG-
3’ e antisenso: 5-GTAGATGGCTGGCATGTTGGTTTTGG-3'. Como controles
internos foram utilizados o gene da desidrogenase de gliceraldeido-fosfato
(GAPDH, acesso n° NM 017008, GenBank) senso: 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC -3' e antisenso: 5'- GCCCCACGGCCATCA -3, e o0
gene da beta-2 microglobulina (BMG, acesso n° AF072097, GenBank™) senso 5"
TGTCTTTCAGCAAGGACTGG-3' e antisenso 5-GATGCTGCTTACATGTCTCG-
3'. Todos os dligonucleotideos foram sintetizados pela Invitrogen e testados em
estudos recentes (Bortone e cols., 2008). A deteccado de fluorescéncia se da
automaticamente pelos filtros do aparelho, e é imediatamente transferida para o
software de analise. Os experimentos foram realizados em duplicata. Como
controles de especificidade de reagao foram utilizados dois parametros: presenca
de apenas um pico de fluorescéncia no protocolo de dissociacao; e auséncia de
qualquer tipo de amplificagdo nas reagbes com os controles negativos de

transcrigao reversa.
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3.6 Andlise Estatistica

Os dados serdo analisados pelo teste de variancia ANOVA e teste de
multiplas comparag¢des Tukey-Kramer post hoc para determinar diferengas entre
grupos. Um valor de p<0,05 sera considerado como representativo de uma

diferencga significante.
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4. Resultados

O artigo “Pilot study of gene expression. Analysis of kinin B1 and B2 receptors in
adipose tissue depots of Cushing’s syndrome subjects” foi aceito para publicagdo na

revista Conscientiae Saude em 2011.
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Pilot study of gene expression analysis of kinin B1 and B2 receptors in adipose tissue

depots in Cushing’s syndrome subjects.

Estudo piloto da andlise da expressao génica de receptores de cininas em depositos

adiposos de sujeitos com Sindrome de Cushing.

Running Title: Kinin expression in adipose depots in Cushing’s syndrome.

Titulo abreviado: Expressao de cininas em deposito adiposo em Sindrome de Cushing.

Abstract

Introduction: Glucocorticoids (GC) play an important role in determining the distribution
of adipose tissue and metabolism. Individuals with endogenous or exogenous
hypercortisolism develop a pattern of central obesity, which is reversible after treatment or
withdrawal of glucocorticoids. The mechanisms involved in the distribution of adipose
tissue mediated by glucocorticoids are not fully understood. The objective of this study was
to quantify and evaluate the effects of chronic exposure to hypercortisolism on kinin Bl
and B2 receptors expression in subcutaneous and visceral fat deposition in patients with
Cushing's syndrome. Method: Samples of subcutaneous adipose tissue (SAT) and visceral
adipose tissue (VAT) were obtained during elective abdominal surgery in female patients
with Cushing's syndrome (n = 5), in which the body mass index (BMI), waist
circumference (WC) and salivary cortisol (SC) were determined. The mRNA expression of
B1 and B2 receptors were quantified by Real-time PCR. Results: The expression of kinin
B1 receptor was markedly increased in VAT than in SAT of patients with Cushing’s
syndrome (p <0.05). mRNA expression of kinin B2 receptor in SAT and VAT in Cushing's
syndrome patients was not different between both fat deposits (p> 0.05). Conclusion: Our
data suggest that chronic hypercortisolism, as seen in Cushing's syndrome is related to the
higher amount of kinin B1 receptors in VAT, the fat deposit responsible for obesity-related

complications and increased mortality.

Key words: Kinins, Adipose Tissue, Cushing’s syndrome.

Descritores: Cininas, Tecido Adiposo, Sindrome de Cushing.
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Introduction

It is known that Cushing's syndrome (CS) results in hypertension in more than 90% of
cases and in visceral obesity in more than 80% of cases', plus a range of other signs and
symptoms”. One of the characteristics of this syndrome is the presence of very high
glucocorticoids levels, thus responsible for many biological disturbances observed in CS
patients. Glucocorticoids have an important role in determining the metabolism and adipose
tissue distribution. Patients with CS or subjects receiving long-term corticosteroid therapy
develop reversible obesity’. SC is associated with an increased deposition of intra-
abdominal fat compared with subcutaneous deposition. Cortisol directly or indirectly
increases the total mass of adipose tissue and redistributes from the periphery to visceral
deposits, with redistribution of the peripheral compartment to visceral deposits after
treatment®. It is well established that the accumulation of visceral fat rather than
subcutaneous is most frequently associated with premature death from cardiovascular
disease”.

Lipolysis is activated by glucocorticoids, releasing free fatty acids in the circulation.
However, in humans, the effect of chronic excess of glucocorticoids is more complex, in
which the deposition of visceral adipose tissue is stimulated. The explanation for this
predilection for visceral obesity could be linked to an increased expression of
glucocorticoid receptor (GR) and the enzyme 11 B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
(11 B-HSD1), the enzyme responsible for the conversion of the inactive cortisone to
cortisol, in this compartments'g, although the matter is still controversial”'’. The action of
corticosteroids is partly regulated by 11 B-HSDI, mainly stimulating adipocytes
differentiation and increasing glucocorticoid receptor expression'".

CS is characterized by abdominal obesity with adipocyte hypertrophy and hyperplasia,
lipoprotein lipase (LPL) activity 2 to 3 times higher compared to healthy women and low
lipolytic activity''. The hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis is an
important pathogenic factor for abdominal obesity. In hyperinsulinemia states, associated
with the well known insulin resistance in hypercortisolism, decreased levels of GH could
increase the LPL activity and reduce its lipolytic activity'?.

Gene expression of components of the Kallikrein-kinin in states of hypercortisolism such as

observed in Cushing's syndrome or their regional localization (visceral and subcutaneous
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adipose tissue) in CS are still to be understand. Kinins are generated in the circulation and
tissues by enzymatic hydrolysis of its precursor peptide, the kininogen by the action of
kallikrein. The hydrolysis of kininogen leads to the formation of bradykinin, the main
effector of the kallikrein-kinin system (Figure 1). This peptide has high affinity for the B2
receptor and from this interaction, derives the majority of the cardiovascular effects of
kinins, including control of blood pressure and vasodilation'®. Bradykinin is also subject to
enzymatic digestion by carboxipeptidades, being the product of this reaction - des-Arg9-BK
- holder of high affinity for the kinin B1 receptor. This receptor is involved in inflammatory
and pain states'*. The receptors B1 and B2 kinin receptors are transmembrane G protein-
coupled, however, have their own characteristics. While the B2 receptor is constitutively
expressed and ubiquitous distribution, the B1 receptor is poorly expressed and increased

expression occurs preferred in pathological conditions.
(Figure 1)

To our knowledge, there are few studies on the gene expression of components of the
kallikrein-kinin system in CS. Moreover, there is increasing interest in the mechanisms
involved in the preference of visceral fat deposition, as occurs in the CS, Metabolic
Syndrome (MS) and deficiency states of Growth Hormone (GH). The quantification of
kinin B1 and B2 receptors mRNA expression in visceral and subcutaneous adipose tissues
in the CS could contribute to better understanding their distribution in human adipose tissue
and the modulation of this system in hypercortisolism state. The main objective of this
study was to identify levels of kinin Bl and B2 receptors mRNA expression in
subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) adipose tissues of endogenous Cushing’s

syndrome patients, adjusted for body mass index and age.

Method

Subjects/Procedures

This preliminary study, previously approved by the local Ethics Committee, was composed
of adipose tissue collected of five (05) patients with endogenous hypercortisolism

undergoing elective abdominal surgery, adjusted for age, sex and BMI. Sample tissues were
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obtained from patients with endogenous CS referred electively for open laparotomy surgery
or videolaparoscopy in the Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Hospital Geral
de Goiania (HGG), Hospital do Servidor Publico Estadual do Estado de Sao Paulo,
Hospital do Brigadeiro and Hospital da Beneficéncia Portuguesa. Samples were processed
in the Biology Molecular laboratory from UNINOVE. The study was constituted by female
patients with endogenous Cushing’s syndrome. Cushing's syndrome (CS) was defined as
endogenous by usual procedures such as lack of suppression of basal cortisol (saliva or
plasma) after 1 mg dexamethasone to values smaller than 1.8 mg/m. The diagnosis of
adrenal Cushing’s syndrome was established by elevated 23pm salivary cortisol (SC), lack
of cortisol suppression after overnight 1mg oral dexamethasone, increased 24h urinary free
cortisol excretion and undetectable plasma adrenocorticotropic hormone (ACTH) levels,
and confirmed in all on pathology grounds. Exclusion criteria included the presence of any
inflammatory and/or malignant condition, diabetes, fasting impaired glucose (>5.6
mmol/liter) or current use of medications known to interfere with 113-HSD1 expression or

function.

Biological samples extraction

The night before elective surgery, the patient was interviewed to fill the protocol with
identifying and anthropometric data. Data concerning values of laboratory diagnostics,
radiology, comorbidities and drugs in use by the patients were extracted from medical
records. At 23 pm of the day before surgery, samples of salivary cortisol were collected.
Saliva samples were centrifuged at 700 x g and kept frozen until the assay. Salivary cortisol
was measured in 25ul saliva aliquots by an in-house radioimmunoassay (RIA) without
previous extraction or chromatography, as previously described". In brief, the intra- and
inter-assay coefficients of variation were 4.4% and 5.1%, respectively, with a detection
limit of 10 ng/dL. During surgery, after general anesthesia, approximately 2.0 g samples of
adipose tissues were extracted from the level of the umbilicus or from infra-costal region
(subcutaneous adipose tissue, SAT) and from omental fat (visceral adipose tissue, VAT).

The samples were stored on dry ice and stored at -70°C for gene expression quantification.

Gene expression analysis



28

To quantify the mRNA of kinin B1 and B2 receptors, we used the polymerase chain
reaction (RT-PCR) using a Real-Time thermocycler (ABI 7700, Applied Biosystems). The
SYBR Green method was used to detect the binding of a fluorescent substance (dye) to
DNA. While not bound to DNA, the dye exhibits little fluorescence in solution, but during
the elongation phase increasing amounts of the substance bind to stretched DNA. During
the polymerization step, more and more molecules of dye bind to newly synthesized DNA
and an increase in fluorescence can be monitored in real time'®. Primers sets used for PCR
reactions were: kinin B1 receptor (access number NM_030851, GenBank ™) forward 5'-
CCAGGGTTCGTCATCACTATCTG-3' and reverse 5'-
GCAAAAGGAAGAAGGACAAGACTAA-3" and kinin B2 receptor (access number
NM_173100.1, GenBank™) forward 5'-CCCTTCCTCTGGGTCCTCTT-3' and reverse 5'-
CAGAACACGCTGAGGACAAAGA-3'. As an internal control was wused the
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH, access number NM 017008,
GenBankTM) forward 5'- TGCACCACCAACTGCTTAGC -3' and reverse 5'-
GCCCCACGGCCATCA -3'. All oligonucleotides were synthesized by Invitrogen and
tested in previous studies'"'®. The fluorescence was detected automatically by the filters of
the device, and was immediately transferred to the analysis software. The experiments were
performed in duplicate. As controls for reaction specificity, we used two parameters: the
presence of only one fluorescence peak in the protocol of dissociation, and the absence of

any amplification in the reactions with the negative control of reverse transcription.

Statistical Analysis
Data were analyzed by analysis of variance ANOVA and Tukey-Kramer multiple
comparisons post hoc to determine differences between groups. A p value <0.05 was

considered to represent a statistically significant data.

Results
Clinical data
Clinical data of the five patients with CS revealed that the average age was 40.2+11.7

years, with a BMI of 27.6+5.6 kg/m2. The waist and hip circumferences averages were



29

94.8+20.3 cm and 98.6+9.0 cm, respectively. The averaged salivary cortisol levels detected
in these patients was 1378.8+807.5 ng /dl.

Gene expression data
As shown in Figure 2, mRNA expression of kinin Bl receptor was significantly higher in

VAT (0.84+0.19) when compared to SAT expression (0.35+0.12; p <0.01).

(Figure 2)

The gene expression of kinin B2 receptor in SAT (0.59+£0.31) and VAT (0.38+0.27) of

Cushing's patients did not reach statistical significance (Figure 3; p>0.05).

(Figure 3)

Discussion

In the present study, the expression of B2 receptor mRNA was not different between SAT
and VAT in Cushing’s patients. A study testing kinin B2 receptor gene as candidate in the
pathogenesis of insulin resistance failed to prove an association of kinin B2 gene
polymorphism with different levels of insulin resistance within a population of obese
patients. In our study, regarding to B2 gene expression, although there was no difference
between the two fat deposits analyzed, local expression of this receptor was showed in both
compartments'”. Due to study limitations as sample size, it is difficult to draw a real
scenario of kinin B2 receptor participation in Cushing’s syndrome.

However, we demonstrated here that kinin B1 receptors expression increased in VAT of
Cushing’s patients. Actually, VAT appears biologically more active than SAT and
responsible for obesity-related complications and increased mortality'®. As kinin BI
receptor is either absent or weakly expressed in healthy animals and humans®, the fact that
it is mostly involved in the chronic phase of inflammation®' corroborates our findings.
Moreover, an interesting study”> showed evidences that the pharmacological inhibition of
kinin B1 receptor decreased several inflammatory markers of obesity and insulin resistance

in glucose-fed rats. The loss of body weight gain and fat mass gain by Bl blockade in
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glucose-fed rats was associated with a reduction of plasma monounsaturated fatty acids
(contributing to insulin resistance)?, indicating that kinin B1 receptor may be involved in
the signaling of obesity.

Obesity is a chronic mild inflammation disease linked to augmented levels of pro-
inflammatory cytokines in the circulation and peripheral tissues®*. Adipose tissue actively
secrets a variety of adipocytokines (leptin, resistin, adiponectin, IL-1p and TNF-a)*’ that
contributes to the inflammatory process, and also are involved in appetite and satiety
signals, energy balance and energy expenditure. Dysregulation of adipose tissue-derived
IL-1p and TNF-a results in impaired insulin signaling and lipid metabolism®®.

As kinin B1 receptor is induced and up-regulated following tissue injury, its contribution to
inflammatory states has been shown, initially mediating neutrophil migration and
infiltration of macrophages'®. Kinin Blreceptor activation on these cells causes the release
of cytokines®’. Kinin BI receptor antagonist reversed the infiltration of macrophages in
inflammatory tissue®®. Macrophages represent an important source of pro-inflammatory
cytokines known to propagate and amplify the inflammatory process in adipose tissue®.

In addition, functional deficiency of the kinin B1 receptor can protect mice from obesity
through a mechanism that may involve leptin signaling®. Thus, a possible therapeutic use
of kinin B1 receptors antagonist in Cushing’s syndrome is strengthened with the results

from our study.

Conclusion

Our data suggest that chronic hypercortisolism, as seen in Cushing's syndrome is related to
the higher amount of kinin B1 receptors mRNA in VAT, the fat deposit responsible for
obesity-related complications and increased mortality. Gene expression of kinin B2
receptor remained unchanged. Based on these preliminary results, we intend now to
compare the group of patients with Cushing's syndrome with obese and nonobese subjects.
The extraction of biological material of these new groups has already been performed and
the mRNA expression analysis is being developed in our laboratory. In addition, we are not
sparing efforts to increase the number of patients with Cushing's syndrome, which will
allow a more accurate analysis of kinin B1 and B2 receptors expression in human adipose

deposits.
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Figure 1. Hydrolysis representation of kallikrein-kinins system. ACE (Angiotensin-

Converting Enzyme).
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Figure 2. Quantification of kinin B1 receptor gene expression in subcutaneous (SAT) and
visceral (VAT) adipose tissues. An augmented mRNA expression of kinin B1 receptor was

observed in VAT when compared to its SAT expression (p<0.01).
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Figure 3. Quantification of kinin B2 receptor gene expression in subcutaneous (SAT) and
visceral (VAT) adipose tissues. The gene expression of kinin B2 receptor was similar in

both SAT and VAT depots (p>0.05).
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5. Dados adicionais

A expressao de calicreina tecidual foi maior em VAT (1,7410,18) quando

comparada com SAT de pacientes com Sindrome de Cushing (0,85+0,13; p<0,05).
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Figure 4. Quantificacdo da expressao génica de calicreina tecidual em tecido
adiposo subcutaneo (SAT) e visceral (VAT) em pacientes com Sindrome de

Cushing.



39

6. Consideracdes Finais

No presente estudo, a expressdo de mRNA do receptor B2 nao foi diferente
entre SAT e VAT em pacientes de Cushing. Um estudo testando o gene do
receptor B2 de cininas como candidato na patogénese da resisténcia a insulina
nNao conseguiu provar uma associagao de um polimorfismo do gene B2 de cininas
com diferentes niveis de resisténcia a insulina em uma populacdo de pacientes
obesos (22). Em nosso estudo, com relagéo a expressao do gene B2, apesar de
nao haver diferenga entre os dois depésitos de gordura analisados, a expressao
local desse receptor foi mostrado em ambos os compartimentos. Devido a
limitagcbes do estudo como tamanho da amostra e dificuldade de obtencdo de
pacientes com Cushing, é dificil tracar um cenario real de participacdo dos
receptores B2 de cininas na SC.

No entanto, demonstramos aqui que a expressao de receptores B1 de
cininas e de calicreina tecidual aumentou em VAT de pacientes com Cushing. Na
verdade, o VAT parece ser biologicamente mais ativo do SAT e responsavel por
complicacdes relacionadas a obesidade e aumento da mortalidade (23).

Como o receptor B1 de cininas esta ausente ou fracamente expresso em
animais e humanos saudaveis (24), o fato de que €& este receptor esta
principalmente envolvido na fase crénica da inflamagao (25) corrobora nossos
achados. Além disso, um interessante estudo (26) mostrou evidéncias de que a
inibicdo farmacoldgica do receptor B1 de cininas leva a diminuicdo de varios
marcadores inflamatérios da obesidade e resisténcia a insulina em ratos

alimentados com glicose. A perda de ganho de peso e ganho de gordura por
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bloqueio do receptor B1 em ratos alimentados com glicose foi associado com uma
reducdo de plasma de acidos graxos monoinsaturados (contribuindo para a
resisténcia a insulina) (23), indicando que receptores B1 de cininas podem estar
envolvidos na sinalizagao da obesidade.

A obesidade é uma doenca inflamatéria leve e crénica associada a niveis
aumentados de citocinas pro-inflamatérias na circulagdo e tecidos periféricos
(24).0 tecido adiposo secreta ativamente uma variedade de adipocitocinas
(leptina, resistina, adiponectina, IL-1B8 e TNF-a) (25), que contribui para o processo
inflamatério, e também estdo envolvidos no apetite e sinais de saciedade e no
balango e gasto energético. A desregulacao das citocinas IL-13 e TNF-a do tecido
adiposo resulta na sinalizagao deficiente da insulina e do metabolismo de lipideos
(26).

Como o receptor B1 de cininas é induzido e mais expresso apos lesao
tecidual, sua contribuicdo para processos inflamatérios tem sido demonstrada,
inicialmente por mediar a migracao de neutrdfilos e infiltragdo de macréfagos (34).
A ativacdo doreceptor B1 de cininas nessas células resulta na liberagcdo de
citocinas (27). O uso de um antagonista do receptor B1 de cininas previniu a
infiltracdo de macrofagos em tecidos inflamados (28). Os macrofagos representam
uma importante fonte de citocinas pro-inflamatérias conhecidas para propagar e
amplificar o processo inflamatério no tecido adiposo (29). Além disso, a deficiéncia
funcional do receptor B1 de cininas pode proteger ratos da obesidade por meio de
um mecanismo que pode envolver a sinalizagao pela leptina (30). Assim, um
possivel uso terapéutico de antagonistas dos receptores B1 de cininas na

Sindrome de Cushing é reforgcado com os resultados do nosso estudo.
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Uma maior expressdo de calicreina tecidual pode resultar em efeitos
deletérios ou protetores da bradicina (BK) e seus receptores B1 e B2. Em culturas
de células mesangiais, por exemplo, a BK reduz a secregdo de fibronectina
induzida por macréfagos condicionados no meio (31) e aboliu ativagédo e
proliferacao de ERK1 / 2 induzida pelo IGF-I (32), mas também foi relatado um
aumento da expressdo de mRNA de TGF-B e colageno (33). Para nosso
conhecimento,ndo existem dados sobre o efeito da BK em Sindrome de Cushing.
A calicreina tecidual aumentada poderia clivar mais bradicinina que estaria
disponivel para ativacédo dos receptores B2 de cininas. Como ndo observamos um
aumento destes receptores em pacientes com Cushing, apesar de possuirem uma
expressao basal consideravel, poderiam sofrer agao de cininases do tipo |, como a
carboxipeptidade M (CPM), e o produto desta hidrolise - des-Arg9-BK — poderia
ativar os receptores B1, contribuindo para o processo inflamatério leve do tecido
adiposo.

Com base nos resultados preliminares, pretendemos comparar o grupo de
pacientes com Sindrome de Cushing com individuos obesos e ndo obesos. A
extracdo de material biologico desses novos grupos ja foi realizada e a analise de
expressao de mRNA esta sendo desenvolvida em nosso laboratorio. Além disso,
nao estamos poupando esforgos para aumentar o numero de pacientes com
Sindrome de Cushing, o que permitira uma analise mais acurada da expressao de

receptores de cininas B1 e B2 em depdsitos adiposos humanos.
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7. Conclusao

Nossos dados sugerem que o hipercortisolismo crénico,como visto na
Sindrome de Cushing esta relacionada com a maior quantidade de mRNA de
receptores B1 de cininas e calicreina tecidual em tecido adiposo visceral (VAT), o
depdsito de gordura responsavel por complicagbes relacionadas a obesidade e
aumento da mortalidade. A expressao do gene do receptor B2 de cininas

manteve-se inalterada.
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Atividade Fisica Intensa: Papel do Oxido Nitrico na Apoptose

Resumo

A apoptose ¢ descrita como a morte necessariamente regulada, com caracteristicas
bioquimicas, moleculares e morfoldgicas especificas, desempenhando consideravel funcao
durante o desenvolvimento do individuo, na homeostase do organismo ¢ em algumas
doengas. O tecido muscular quando em exercicio fisico prolongado pode sofrer danos,
principalmente na contracdo muscular excéntrica e a literatura evidencia a participacao da
apoptose nesse processo. Essa ligacdo pode se darpelainibi¢ao do fator de crescimento, pelo
aumento intracelular dos niveis de calcio e pela liberagdo de espécie reativa de oxigénio
(ERO) que sdo alguns sinais que podem induzir a apoptose. O 6xido nitrico (NO) ¢
exemplo de ERO, cuja producdo excessiva nos musculos esqueléticos provoca injaria
oxidativa e apoptose, resultando em distrofia muscular, caquexia e envelhecimento.

Descritores: Musculo esquelético. Apoptose. Oxido nitrico. Exercicio.
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Intense Physical Activity: Nitric Oxide Role in Apoptosis

Abstract

Apoptosis is described like a necessarily regulated death, with biochemical, molecular and
morphological specific characteristics, playing considerable function during the human
development, in the organism homeostasis and in some diseases.The muscular tissue when
in exercise during long time can damage yourself, mainly in freak muscular contraction and
the literature shows the role of apoptosis in this process.This link can occur for the
inhibition of the grow factor, increase of calcium and reactive oxygen species, that are
some signs that can induce the apoptosis. Nitric oxide (NO) is an example of ROS (reactive
oxygen specie), where high productions of NO in the skeletal muscles promotes oxidative
injury and apoptosis, leaving to muscular dystrophy, cachexia, disuse and aging.

Key-words: Skeletal muscle. Apoptosis. Nitric oxide. Exercise.
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Atividade Fisica Intensa: Papel do Oxido Nitrico na Apoptose

Intense Physical Activity: Nitric Oxide Role in Apoptosis

Introducéo

As células musculares constituintes do tecido responsavel pela sustentacdo e movimentagao
do corpo, o musculo estriado esquelético, sao células cilindricas alongadas, com estriagoes
transversais € que apresentam caracteristicas especificas e por isso diferem quanto a
nomenclatura de suas estruturas. O citoplasma recebe o nome de sarcoplasma, ja o reticulo
endoplasmatico € conhecido como reticulo sarcoplasmatico e a membrana citoplasmatica ¢
chamada de sarcolema, membrana essa que se contacta com os nucleos das células que se
apresentam na periferia do sarcoplasma’'.

O tecido muscular se origina de um conjunto de células decorrentes da fusao de mioblastos
que se organizam em feixes cilindricos e multinucleados. Cada fibra muscular ¢ revestida
pelo endomisio, que ¢ uma camada de tecido conjuntivo. Essas fibras por sua vez sao
organizadas em feixes mantidos unidos por outra camada de tecido conjuntivo, conhecida
como perimisio, passando a constituir o fasciculo. O grupo de fasciculos com feixes de
fibras musculares ¢ mantido unido por outra camada semelhante chamada de epimisio, que
também contém vasos sanguineos e tecido nervoso. Por fim, os fasciculos também sao
revestidos por um tecido conjuntivo denso e resistente, chamado de fascia que além de
recobrir todo o musculo, se estende ainda mais para formar o tenddo fibroso responsavel
por fixa-lo a0 0sso”.

No interior de uma fibra muscular, que pode ser do tipo rapida ou lenta, ha uma grande
quantidade de estruturas orientadas longitudinalmente denominadas de miofibrilas, que sdo

cgr y. y, - . . 1
constituidas por filamentos protéicos contrateis de actina e miosina .
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O tecido muscular quando em atividade ou exercicio fisico prolongado pode sofrer danos,
principalmente na contracdo muscular excéntrica, onde existe um alongamento apos a
contragio, e a literatura evidencia a participagdo da apoptose nesse processo-.

De fato, os exercicios fisicos extenuantes t€ém se mostrado como indutores de apoptose por
promoverem aumento nas concentragdes de calcio intracelular, de produgdo de espécie
reativa de oxigénio (ERO),de fator de necrose tumoral (TNF), além de aumentarem

também a secre¢do de glicocorticoides’.

Revisdo da Literatura

1 Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ uma forma de morte celular que elimina
células em processos de proliferagdo ou diferenciacdo celular, desenvolvendo um papel
fundamental no desenvolvimento normal e homeostase tecidual®. Por meio da apoptose, um
organismo saudavel promove a renovacdo celular adequada mesmo em tecidos adultos
removendo, por exemplo, as células que seriam consideradas indesejaveis e que
apresentariam risco potencial para o organismo, como no caso de células infectadas por
virus e células tumorais®°.

Pode se dizer que uma apoptose inapropriada ocorre em varios quadros patologicos, desde
doencas neurodegenerativas como no caso da doenca de Alzheimer, danos isquémicos,
desordens auto-imunes, até varios tipos de cancer’. Segundo Gerl& Vaux’ existe
controvérsia em relacdo ao fator chave no processo de apoptose, assim, alguns
pesquisadores acreditam que seja a ativacao das caspases e outros que creditam essa funcao

a falha mitocondrial pela perda do citocromo ¢ do espago intermembranas.
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A apoptose pode ser induzida por duas vias que embora distintas podem estar relacionadas:
uma via extrinseca e uma intrinseca, também conhecida como via mitocondrial. A via
extrinseca ¢ ativada apods a ligagdo dos chamados receptores de morte por membros da
familia TNF, como o TNF, CD95L (FasL/Apo-1L) e TRAIL (TNF-relatedapoptosis-
inducingligant) e esta associada com a ativagdo da caspase-8. A segunda via ¢é ativada apds
uma perturbacdo mitocondrial, resultante do stress celular, da falta de fatores de
crescimento oudeoutras injuriascelulares®.

Todos os fatores necessarios para promover esse processo de morte celular parecem estar
presentes a todo o momento nas células, porém, a ativagao dessa forma de suicidio celular ¢
regulada por uma série de sinais diferentes que podem se originar tanto do meio
extracelular como do meio intracelular®.

Os sinais bioquimicos da apoptose incluem, segundo Gerl& Vaux’, a ativagio de proteases
chamadas caspases, a clivagem de proteinas e de DNA, e a exposicao de fosfatidilserina na
superficie celular. As proteinas p53, Faz e Bax, por exemplo, iniciam a apoptose, enquanto
as proteinas Bcl-2 ¢ Bel-x. a inibem, assim, a morte ou a sobrevivéncia da célula depende
da razdo entre os genes expressados®*’.

As caspases, uma classe de proteases de cisteina, sdo reconhecidas como fatores centrais no
processo de apoptose dos mamiferos, ativando uma cascata de eventos de clivagem
proteolitica. Esse nome se origina da seguinte forma: o “C” denota ser uma protease de
cisteina e “aspase” se refere a habilidade dessas enzimas de clivar ap6s um residuo de
acido aspartico (cysteine-aspartic-acid-proteases). Nesse contexto, a caspase que apresenta
particular interesse ¢ a caspase-3, também conhecida como CPP32, Yama ou apopain, que ¢

o membro mais estudado dessa classe e considerada uma fator chave para a apoptose
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acontecer, sendo responsavel pela clivagem proteolitica total ou parcial de muitas
proteinas’.

Morfologicamente existem muitas diferengas entre o processo de apoptose € o de necrose
celular, ocorrendo necrose quando a célula em questdo sofre uma injuria letal, provocando
um inchamento e ruptura celular, com extravasamento dos constituintes citoplasmaticos
devido ao rompimento da membrana citoplasmatica, além de um processo inflamatorio que
acaba por afetar as células vizinhas também’.

Por outro lado, a apoptose por ser um fenomeno fisioldgico e controlado geneticamente €
caracterizada por uma diminui¢do do volume celular, compactaciao de organelas, alteragdes
na membrana plasmatica, invagina¢do e condensacdo da cromatina.Apds a ativacdo de
endonucleases e de caspases ocorre também uma fragmentacgao irreversivel do DNA, com
posterior fragmentagdo celular em corpos apoptoticos, que posteriormente serdo
fagocitados. Deste modo, as células vizinhas ndo sdo afetadas e ndo ha inducao de processo

inflamatorio>>'°,

2 Radicais livres

A produgao celular de radicais de oxigénio tem sido relacionada a uma grande variedade de
processos bioldgicos incluindo os mecanismos de defesa do organismo, a regulagdo de
apoptose celular, a modulacao de sinalizagdo celular eas condig¢des patoldgicas. Quando em
altos niveis as EROs estdo relacionadas com varias patologias, incluindo arteriosclerose,
hipertensdo, problemas cardiacos e envelhecimento''.

As espécies reativas de oxigénio (ERO), incluem o superdxido (O;), o perdxido de
hidrogénio (H,0;), o radical hidroxila (OH), operoxinitrito (ONOQO") e o 6xido nitrico

(NO). A formagao de ERO pode ser mediada por diversos sistemas enzimaticos como o
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NADPH oxidase, oOxido nitrico sintase, xantine oxidase e a cadeia respiratoria
mitocondrial .

As ERO sdo espécies independentes que contém um ou mais elétrons nao pareados. A
presenca de elétrons ndo pareados no atomo ou na molécula aumenta a sua reatividade
quimica garantindo aos radicais livres, grande instabilidade. Assim, estes compostos
tendem sempre a acoplar o elétron ndo pareado com um outro elétron que esteja presente
em estruturas proximas a sua formacgao, comportando-se como receptores (oxidantes) ou

. 12
como doadores (redutores) de elétrons “.

2.1 Oxido nitrico

O nitrogénio também participa da estrutura dos radicais livres, principalmente o 6xido
nitrico, cujo efeito toéxico contribui de modo importante para a lesdo tecidual que ocorre nos
processos inflamatorios cronicos e também na septicemia. Esse radical livre pode ser
anulado na presenga de vitamina C, que recupera o 6xido nitrico e tém sua formagao
prevenida pela enzima superoxido-dismutase (SOD), que evita a conversao do 6xido nitrico
em suas formas oxidativas, apresentando efeito sinérgico com a L-arginina'®.

O o6xido nitrico (NO) ¢ um gas sintetizado do aminoacido L-arginina por intermédio da

. ;. S . , . 4.13.14
enzima 6xido nitrico sintase (NOS) em células vivas™'*

, sendo considerado o menor
mediador presente no organismo'’. E evidente atualmente que o NO desempenha um
importante papel em diversos fendmenos bioldgicos como agregacdo plaquetaria, tonus
vascular, transmissdo sinaptica, citotoxidade'?, reparo tecidual, remodelagdo tecidual e
angiogénese'', além de atuar na resposta imunologica, na plasticidade neuronal, na

sinalizagdo intracelular e na indugdo de apoptose™'*'*°.
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O NO atua na mitocondria inibindo sua respiracio e modulando também sua
permeabilidade, processo esse que estd ligado a liberacdo de fatores apoptdticos como o
citocromo c. A liberagdo dessa proteina representa um importante passo para a ativagdo de
um subgrupo especifico, CPP32 (caspase-3), da familia das caspases, promovendo assim a
apoptose. No entanto, o NO quando em baixas concentragdes pode apresentar um efeito
anti-apoptotico em alguns tipos células'?.

O NO pode ser produzido por meio de trés enzimas distintas (NOS-I, II e III), sendo que as
NOS-I e NOS-III sdao expressas de forma constitutiva, como proteinas pré-formadas nas
células, cuja atividade ¢ desencadeada pela elevacao da concentragdo de calcio intracelular
e conversao de calmodulina em resposta a neurotransmissores ou substancias vasoativas. Ja
a NOS-II ¢ expressa apenas em células ativadas, sendo chamada também de iNOS
(inducibleform), sendo que sua liberagdo ¢ controlada por varios meios incluindoa
concentracao de NO no tecido’”.

Nos ultimos anos descobriu-se que o NO atua como um modulador endégeno da fisiologia
muscular, incluindo desde vasodilatagdo, até metabolismo e contragdo, podendo inclusive
inibir a produgio de forca por alterar o processo excitagio-contragio'’. De fato, as fibras
musculares expressam individualmente uma ou ambas as formas constitutivas da NOS. A
NOS-I (neuronal) estd presente no sarcolema das fibras rapidas, enquanto que a NOS-III
(endotelial) est4 associada com a mitocondria'’.

Porém, a literatura demonstra que uma produgdo excessiva de NO nos musculos
esqueléticos provocam injuria oxidativa e morte celular programada, resultando em

distrofia muscular, caquexia, e envelhecimento®.
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Essa injuria oxidativa, também chamada de estresse oxidativo, ocorre quando héd um
desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de uma forma em que os
primeiros sejam predominantes'>'®,

Tripathiet al.'® apresentam um estudo em que foram utilizados inibidores de NOS em ratos
onde se observou uma reducao no grau de inflamagdo aguda ou artrite desses animais, por
outro lado, a administra¢io de L-arginine salientou a inflamag3o. E importante salientar que
o NO pode ser citotoxico tanto para microorganismos como também para as proprias
células que o produz e para as células vizinhas'*".

Nesse caso, o efeito do NO depende da concentragdo, sendo que baixas ou moderadas
concentracdes de NO acabam por exercer fungdes protetoras contra oxidagdo, danos

celulares e inclusive morte celular'®"

. Por outro lado, altas concentragdes desse gas
provocam apoptose em varios tipos celulares, como miocitos e células de musculo liso™".

Leeet al.*relatam que o envelhecimento, doengas que provocam perda de tecido muscular e
intensa contragdo muscular aumentam a producdo de NO em musculos esqueléticos e

quando em excesso esse NO promove o chamado estresse oxidativo e morte das células

musculares.

Discusséo

Caiet al.”” ao analisarem o efeito da atividade fisica (leve, moderada e intensa) no musculo
gastrocnémico de ratos verificaram que a apoptose ocorreu apenas nos animais que foram
submetidos a intensidade moderada e intensa, obviamente, com niveis mais elevados
naqueles que passaram pela atividade intensa.Aapoptose continuou em taxas elevadas até o

terceiro dia apds terminar o exercicio no grupo de atividade intensiva.
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O mecanismo pelo qual o exercicio induz apoptose na fibra muscular adulta ainda nao ¢
totalmente conhecido, no entanto, uma hipdtese seria que o exercicio ao aumentar o
metabolismo muscular, promoveria uma maior producdo de ERO que pode danificar o
DNA e induzir diretamente a apoptose. Fibras predominantemente oxidativas (tipo I)
podem ser oprimidas pelas ERO ndo conseguindo neutraliza-la, outra hipotese seria que o
aumento de catecolaminas produzido pelo estresse da atividade fisica também induziria
apoptose3 .

A literatura também apresenta evidéncias de que a mitocondria desempenha um papel
fundamental na regulagdo da apoptose, uma produ¢do aumentada de produtos oxidantes na
mitocondria de musculo esquelético durante o exercicio tem sido observada e esta
relacionada com danos ao DNA e as proteinas. Sendo assim, quantidades significativas de
DNA danificado poderiam dar inicio ao processo de apoptose por alterar a expressao de
proteinas anti e pro-apoptoticas”.

O musculo esquelético isoladamente produz NO em baixas taxas em condi¢des de repouso,
¢ altas taxas durante contracdo repetitiva. O NO parece mediar interagcdes entre células
musculares, incluindo vasodilatacdo e inibi¢do de adesdo leucocitaria'’, no entanto, baixas
ou moderadas concentragdes de NO também exercem fungdes protetoras contra oxidagao,

14,15

danos celulares e inclusive morte celular ™' °, enquanto que altas concentracdes desse gas

, . . 4,15
provocam apoptose em varios tipos celulares™ .

5 Consideracdes finais
A atividade fisica intensa pode danificar células musculares desencadeando um processo
inflamatdrio, necrose e apoptose, no entanto, existiria uma possibilidade de se desenvolver

medidas terapéuticas que pudessem atenuar este processo-.
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