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RESUMO

O exercicio aerobio tem multiplas vantagens entre as quais a prevencao do
risco cardiovascular. Embora este fato seja do conhecimento geral, muitos sdo os que
frequentam academias por razdes estéticas. Neste sentido sdo consumidas muitas
substancias desde suplementos a medicagdo com o intuito de aumentar a performance e
diminuir a dor associada a fadiga, podendo assim aumentar o tempo de treino. Uma das
substancias utilizadas massivamente para este efeito ¢ o ibuprofeno.

Em trabalhos anteriores tentamos saber qual a influencia deste fArmaco a nivel
muscular esquelético e vascular. Para tal estudamos o grau de capilariza¢ao das fibras
musculares, bem como o numero de células progenitoras do endotélio (EPC’s).
Verificamos que o ibuprofeno tem um efeito de frenagem dos beneficios vasculares do
exercicio aerdbio. Este trabalho teve como objetivo estudara algumas das substancias
que estdo implicadas na mobilizacdo e diferenciacdo das EPC’s, como sejam o 6xido
nitrico (NO) e a interleucina-6 (IL-6), relacionando-as com o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), ja anteriormente quantificado.

Para a quantificacdo de NO e IL-6 no plasma e no musculo gastrocnémio
foram utilizados dois kits comerciais, um de ELISA (IL-6) e outro espectrofotométrico
(NO). Os resultados mostraram um efeito de decréscimo nos niveis de NO e na IL-6 no
grupo com treino aerdbio associado ao consumo de ibuprofeno.

Assim, os nossos resultados sugerem que a diminuicdo de mobilizagdo e
diferenciagdo das EPC’s em ratos treinados, mas com administracdo simultdnea de
ibuprofeno parece dever-se a uma agao direta no mecanismo de controlo das EPC’s. Isto
¢, ao inibir a COX ha inibigdo das NOS que produzem menos NO. Esta baixa de NO
estimula menos a produ¢do de VEGF. Acresce que a IL-6 agrava a diminuicao de NO
criando um ciclo de decréscimo de estimulagdo das EPC’s. Concluindo, a juncao de
ibuprofeno com o exercicio aerdbio tende a diminuir a capacidade de vasculogénese

promovida pelo exercicio diminuindo assim os seus beneficios no musculo esquelético.

Palavras chave: Ibuprofeno, Exercicio aerébio, Oxido nitrico (NO), Interleucina - 6
(IL-6), Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), Células progenitoras do

endotélio (EPC’s), Vasculogénese.



ABSTRACT

The aerobic exercise has many advantages, such as the prevention of
cardiovascular risk. Although this fact is well known, there are many who frequent
gyms only for esthetic reasons. In this sense many substances are consumed from the
medication supplements in order to increase performance and decrease pain associated
with fatigue and can thus increase the training time. One of the substances massively
used for this purpose is ibuprofen.

In previous work we tried to know what is the influence of this drug at skeletal
muscle and vascular level. For this we study the degree of capillarity of the muscle
fibers, as well as the number of endothelial progenitor cells (EPC’s). We found that
ibuprofen has a braking effect of the vascular benefits of aerobic exercise. This study
aimed to study some of the substances that are involved in the mobilization and
differentiation of EPC's, such as nitric oxide (NO) and interleucin-6 (IL-6), relating
them to the vascular endothelial growth factor (VEGF), previously quantified.

For the quantification of NO and IL-6 in plasma and gastrocnemius muscle
were used two commercial kits, an ELISA (IL-6) and other spectrophotometric (NO).
The results showed a decrease effect in the levels of NO and IL-6 in the group with
aerobic workout associated with ibuprofen consumption.

Thus, our results suggest that decreased mobilization and differentiation of
EPC in rats trained but with simultaneous administration of ibuprofen appears to be due
to a direct action of the EPC's control mechanism. That is, by inhibiting the COX there
is an inhibition of NOS which produce less NO. This low NO stimulates least VEGF
production. Furthermore, IL-6 exacerbates the reduction of NO creating a decrease
cycle of EPC’s stimulation. In conclusion, the combination of ibuprofen with aerobic
exercise tends to decrease vasculogenesis capacity caused by exercise thereby reducing

their muscle skeletal benefits.

Key-works: lbuprofen, Aerobic exercise, nitric oxide (NO), Interleucin-6 (IL-
6), vascular endothelial growth factor (VEGF), Endothelial progenitor cell (EPC’s),

vasculogenesi.
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1. INTRODUCAO

O exercicio fisico induz adapta¢cGes moleculares que melhoram o desempenho
fisico, tanto em condi¢Bes de manutencdo como em situacdes de prevencdo ou
reabilitacdo. Benéfico para a saude, em intensidade moderada e realizado regularmente,
0 exercicio fisico aer6bio provoca importantes adaptacbes autonémicas e
hemodindmicas que influenciam o sistema cardiovascular. Além disso, provoca
estimulos mecénicos e metabdlicos, assim como induz a liberacdo de véarios fatores de
crescimento, citosinas e hormonios (Adams et al., 2004; Miller-Kasprzak e Jagodzinski,
2007; Wahl et al., 2008).

No musculo esquelético, € observado o desenvolvimento da vascularizacéo, o
que contribui para a sua irrigacdo, mas é com a pratica do exercicio fisico que o
aumento da vasculatura torna-se mais evidente. Com isso, ha estudos que investigam a
revascularizacdo no musculo esquelético, ou seja, a relacdo entre o aumento dos vasos
sanguineos e o exercicio fisico aerobio.

O sistema vascular requer constante remodelacdo e adaptacdo dinamica da
vasculatura em resposta as necessidades funcionais, sendo importante para o bom
funcionamento do corpo humano por estar ligado a todos os 6rgéos e sistemas (Ritz et
al., 2014). Para, além disso, possui funcdes diversas e essenciais, como regular,
controlar e reparar tecidos e vasos sanguineos. Por isso, a formacao de novos capilares é
fundamental nos processos de cicatrizacdo, regeneracdo do tecido e estabilizacdo do
fornecimento de sangue (Ritz et al., 2014).

Jé foi demonstrado pelo nosso grupo de trabalho que, em ratos Wistar, apds a
realizacdo em treino aerébio de longa duracédo, o percentual de células progenitoras do
endotélio (EPC’s) aumentam no sangue periférico, diminuindo, no entanto, o numero de
células diferenciadas ou em diferenciacdo. Estes resultados permitem inferir que ha
possibilidade de novas EPC’s serem mobilizadas da medula dssea e migrarem para o
masculo esquelético, uma vez que em outros estudos, com animais e humanos, foi
evidenciado que estas células estdo envolvidas nos processos de reparacdo e
regeneracdo dos vasos sanguineos.

Com isso, outros estudos foram realizados para entender melhor esse processo.
Sabemos que hd aumento das EPC’s com a pratica do exercicio fisico aerobio bem

como de outros fatores que estdo ligados na migracdo e proliferacdo das EPC’s, como 0
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oxido nitrico (NO), o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a interleucina-6
(IL-6) e a enzima cicloxigenase (COX). Entretanto, e a propdsito de intervencdo da
COX ha necessidade de investigar melhor a sua atividade. Por esta razdo o Ibuprofeno
merece a nossa atencdo. Acresce o fato de este farmaco ser extensivamente utilizado
pelos frequentadores de academias para aumentar o tempo de desempenho muscular e
reduzir a dor e estado de fadiga muscular.

O NO ¢ essencial na proliferagao das EPC’s, pois, regula etapas fundamentais
no reparo muscular, bem como a COX-2 que pode aumentar a ocorréncia de EPC’s no
processo de angiogénese. O NO também regula a IL-6 durante o exercicio fisico, além
de ter relacdo direta com o VEGF, que ¢ responsavel pela mobilizacdo das EPC’s. O
Ibuprofeno altera 0 COX fazendo com que as respostas promovidas pelo exercicio fisico
sejam modificadas, desta forma pode influenciar a funcdo do NO e, consequentemente,
do VEGF, IL-6 e COX-2. Sera que no musculo esquelético ha aumento do NO nestas
condigdes?

Essa € uma questdo relevante que salienta a importancia do exercicio fisico
aerobio para o bom funcionamento do organismo e, principalmente, da vasculatura.
Assim sendo, foi investigado se 0 NO ¢ influenciado pelo exercicio fisico aerdbio e pelo
exercicio fisico aerébio com Ibuprofeno na formacdo de novos vasos sanguineos que
provém das EPC’s circulantes que, supostamente, migram para o masculo.

O aumento dos capilares pode ocorrer através dos processos de vasculogénese
e angiogénese. O processo de vasculogénese, sO recentemente reconhecido, ocorre com
o surgimento de novos vasos sanguineos através das EPC’s diferenciadas, ou seja,
mobilizadas da medula 6ssea, estas células migram e formam novos vasos sanguineos.
O processo de angiogénese ocorre quando novos capilares sdo formados a partir da
migracdo e proliferacdo de células endoteliais maduras, ou seja, de EPC’s ja existentes
NoS vasos sanguineos.

Porém, continuam incertos 0s conceitos necessarios para responder a questdo
colocada. Isso porque, permanece por esclarecer a linha temporal da diferenciacdo e os

mecanismos de mobilizacao destas células, as EPC’s.
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2 ESTADO DA ARTE

O exercicio fisico aerobio melhora a funcdo e regeneracdo dos mausculos,
cardiaco e esquelético, ativando e mobilizando células indiferenciadas ou recrutando
estas células do sangue circulante (Wahl et al., 2008), sendo disto exemplo as células
progenitoras do endotélio (EPC’s). A descoberta das EPC’s mudou a visdo dos
mecanismos de reparacdo envolvidos na lesdo vascular e, desde entdo, a possibilidade
de explorar as acOes biologicas destas células se tornou uma boa ferramenta para a
terapia vascular (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

Estudos, com animais ¢ humanos, evidenciam que as EPC’s estdo envolvidas
nos processos de reparacdo e regeneracdo dos vasos sanguineos. A criacdo de vasos
sanguineos em determinadas condicdes é mal esclarecida, mas estudos mostram que
quando promovidos pelo exercicio fisico, é nitido o aumento da vascularizacédo, a qual

pode envolver dois processos, vasculogénese e angiogénese.

2.1 Caracterizagao das EPC’s

A primeira identificacdo das EPC’s a partir de sangue periférico ocorreu em
1997, em estudos publicados por Asahara et al. (1997). Desde entéo, a investigagdo com
estas células tornou-se relevante para compreender a regeneracdo dos capilares, a
terapia celular, bem como identificar fungdes e beneficios a individuos saudaveis ou ndo
(Asahara et al., 1997; Werling et al., 2013).

As EPC’s sdo células circulantes prematuras derivadas da medula Ossea
(Castillo-Melendez et al., 2013; Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007; Wang et al.,
2013), mas que também sdo geradas em diversos locais hematopoiéticos do embrido, o
qual inclui o saco vitelino, a artéria umbilical, a placenta e, recentemente reconhecido, o
coracdo (Nakako et al., 2013; Swiers et al., 2013). Estas pequenas células (10-15um),
Kones (2013), em cultura, apresentam que também podem ser provenientes de células
estaminais embrionarias e a partir do sangue periférico, (Werling et al., 2013), apesar da
dificuldade de obter EPC’s em quantidade suficiente para aplicagdo clinica.

O caminho pelo qual as EPC’s se originam na medula 0ssea é dado por uma

série de ativadores bioquimicos os quais sdo direcionados para desempenhar um papel
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no desenvolvimento e na diferenciacdo dos percussores das EPC’s circulantes (Traish e
Galoosian, 2013). Estudos, com animais ¢ humanos, evidenciam que as EPC’s estdo
envolvidas nos processos de reparacdo e regeneracdo dos vasos sanguineos, além de ter
a capacidade de aumentar o NO endotelial (Kones, 2013).

Hé anos que se investiga a biologia das EPC’s e, ainda nao existe um consenso
sobre a aparéncia destas células (Timmermans et al., 2009). As EPC’s sdo mobilizadas
através das células-tronco durante a hipdxia aguda e liberadas na circulagdo sanguinea
em resposta aos fatores de crescimento, a liberacdo de citosinas e a diferenciacdo em
células endoteliais maduras, assim, as EPC’s endogenas tem a funcdo de manter a
integridade vascular e a homeostase e, quando necessario, sdo capazes de mediar e
reparar uma lesdo vascular, ja que as EPC’s estdo envolvidas em vasculogénese pos-
natal e reendotelizacdo apds lesdo endotelial (Castillo-Melendez et al., 2013; Miller-
Kasprzak e Jagodzinski, 2007; Wang et al., 2013).

A hipdxia de tecidos é indicado como sendo um regulador fisiologico
importante para a regeneracdo cardiaca, (Jung et al., 2013), pois, desencadeia uma
variedade de sinais junto as moléculas do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) ou do fator derivado do estroma (SDF-1). O SDF-1 e 0 VEGF séo considerados
necessarios na diferenciacdo e na migragdo das EPC’s, pois, ambos receptores possuem
niveis plasmaticos aumentados e, assim, acompanham a mobilizacdo de células
hematopoiéticas para a circulagdo, entre elas as EPC’s (Jung et al., 2013; Miller-
Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

A medula O6ssea é um precursor comum das células-tronco e das
hematopoiéticas e angioblastos, as quais se originam da propria medula 6ssea (Chen et
al., 2013; Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007; Traish e Galoosian, 2013). De forma
simplificada, alguns autores explicam que a medula dssea produz hemangioblastos, os
quais tém o objetivo de ser um precursor comum das hematopoiéticas as células
estaminais, assim como os angioblastos também derivados da medula 6ssea, pois, estes
guando sdo submetidos a diferenciacdo, na presenca de ativadores tais como a elastase,
catepsina G e matriz metaloproteinases (MMP’s), sdo detectados na superficie de EPC’s
maduras durante a circulagdo na corrente sanguinea (Chen et al., 2013; Miller-Kasprzak
e Jagodzinski, 2007; Traish e Galoosian, 2013). O caminho percorrido na formacao das

EPC’s ¢ descrito (figura 1), desde a medula dssea até alcancar a fase de diferenciacao.
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Figura 1: llustra o caminho desde o osso, onde se encontra a medula Gssea e, as células progenitoras

endoteliais, além dos vérios gatilhos e antigénios da superficie celular das células progenitoras. Em A, a

medula 6ssea produz angioblastos, que tem como funcdo ser precursor comum de hematopoiéticas as

células estaminais, bem como os angioblastos derivados da medula 6ssea, 0s quais sdo submetidos,

posteriormente, a diferenciacdo na presenca de ativadores adequados para EPC’s. Ja, em B, ilustra a

diferenciagdo dos primeiros EPC’s cm marcadores especificos que sdo detectados na superficie das EPC’s

maduras durante a circulagdo na corrente sanguinea. Adaptado de Traish e Galoosian (2013).
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Como ocorrem com as cé¢lulas, as EPC’s circulantes podem reduzir em
namero, Gao et al. (2014); este evento pode ser atribuido ao aumento da apoptose e
senescéncia, bem como a reducdo da migragdo a partir da medula 6ssea. Os mecanismos
de reparo vascular podem ser afetados pela diminuicdo da mobilizagdo de EPC’s,
causada pela reducdo da biodisponibilidade do NO (Aicher et al., 2003; Radenkovic et
al., 2013). O aumento do NO, (Dimmeler et al., 2001), pode ser estimulado por varios
fatores, como as estatinas, o exercicio fisico, entre outros; desta forma, a mobilizacao de
EPC’s ¢ aumentada.

Nesse contexto, a sintese endotelial do Oxido nitrico (eNOS) gera NO nos
vasos sanguineos, influenciando a capacidade migratoria de EPC’s, in vitro (Aicher et
al., 2003). Desta forma, a eNOS reflete uma melhoria da mobilizagio de EPC’s
ocasionada pela estimulacéo das estatinas ou do VEGF (Dimmeler et al., 2001; Mheid
et al., 2014). Porém, Gao et al. (2014), sugere que o eNOS ndo contribui como
regulador fisiologico da mobilizagdo e funcao das EPC’s.

Em um estudo realizado por Jung et al. (2013), foram isoladas células
progenitoras cardiacas humanas a partir de tecido cardiaco de criancas, as quais
possuiam patologias, o que tornou possivel a recolha do material. Este material passou
por um processo durante 10 dias, no qual foi submetido a farmacos para diferenciar as
células vasculares miogénicas, dentre outros segmentos e métodos como a
imunoflorescéncia; na identificacdo das células (figura 2 a figura 5). Assim, apresenta a
caracterizacdo das células progenitoras cardiacas, sugerindo que as células progenitoras

possuem caracteristicas semelhantes, mesmo quando diferem na sua especificidade.
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Figura 2: (A) analise de citometria de fluxo mostrou que a partir de P1 a P6, uma média de 62,3% de
células progenitoras cardiacas derivadas de humanos era c-kit-positivo. (B) Morfologia de EPC’s. Apos a
cultura das células obtidas a partir da auricula cardiaca humana enzimaticamente digerido (a), as células
progenitoras classificadas usando micro c-kit conjugado apareceu como fibroblastos (b). (C)
imunomarcacdo para marcadores de células progenitoras cardiacas demonstraram que as EPC’s foram
positivas para c-kit (vermelho) e cardiacafatores de transcricdo, GATA4 e Nkx2.5 (verde). c-kit foi
detectado no citoplasma da célula, e Nkx2.5 GATA4 e foram detectadas nanucleos celulares.Barra de
escala representa 100 mm (Jung et al., 2013).
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Figura 3: Capacidade de formagdo dos tubos. As EPC’s foram cultivadas em Matrigel durante 5 horas
apos a exposi¢cdo em uma normoxia, H/ P, ou H/ P + U0126. (A) EPC’s tubulares representativas sdo
mostradas (X 100 ampliagdes). (B) A capacidade de EPC’s para formar tubos foi analisada medindo
comprimento do tubo através do programa J imagem. Capacidade de formagao do tubo de EPC’s sob H /
P e H /P + U0126 foi significativamente maior do que sob condi¢do da normoxia. *** p < 0, 001.
Adaptado de Jung et al. (2013).

20



Durante a analise de possibilidades das EPC’s humanas que auxiliam na
formacdo da estrutura vascular, foi observada a capacidade através da hipdxia e da
inibicdo de ERK. A capacidade da formacdo dos vasos sanguineos (figura 3), através
das EPC’s foi registrada, mostrando que houve um aumento na formacéo das estruturas
de novos vasos. As células-tronco, também residentes no masculo cardiaco, contribuem
significamente para a reparagdo vascular, como também séo capazes de se diferenciar
em células endoteliais e em células musculares lisas. As figuras 4 e 5 mostram imagens
do processo de diferenciacdo de celulas progenitoras em células vasculares (figura 4 e

figura 5), obtidos através de métodos diferentes.
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Figura 4: EPC’s diferenciadas em células endoteliais por tratamento de bFGF durante 5 dias apos o
pré-tratamento com a hipdxia ou U0126. (A, B) As células foram coradas para c-kit (vermelho) ou CD31
(verde). Os nucleos foram corados com DAPI (azul). Expressdo do endotelial marcador de células CD31
(verde) ap6s induzida por bFGF CE diferenciacéo ndo foi diferente entre normoxia, H /P, ou / P + U0126

grupos H. Adaptado de Jung et al. (2013).
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Figura 5: EPC’s diferenciadas em células do musculo liso (CML) por tratamento de PDGF-BB por 10
dias. (A) As células foram coradaspara c-kit (vermelho) ou-actina de musculo liso (a-SMA, verde). Os
nacleos foram corados com DAPI (azul). (B) H/ P ou H / P + U0126 grupos mostrou refor¢ada
diferenciacdo SMC induzida por PDGF-BB como comparado com o grupo de normoxia. A diferenciagdo
SMC foi avaliada por andlise quantitativa da coloracdo para a célula do musculo liso marcador a-SMA
(verde). Barra de escala representa 100 mm. * P<0,05,** P<0,01, *** p<0,0. Adaptado de Jung et al.
(2013).

Para os processos de cicatrizagdo, regeneracdo do tecido e estabilizagdo do
fornecimento de sangue, é fundamental a formacdo de novos capilares (Ritz et al.,
2014). Estes podem ser formados pelas EPC’s através dos processos de vasculogénese

ou angiogénese.

2.2 As EPC’s e os processos de angiogénese e vasculogénese

Desde a primeira evidéncia de que o SP é considerado um reservatorio de
EPC’s, provenientes da medula Ossea que circulam nos vasos sanguineos com
propriedades reparadoras, foram encontrados em alguns estudos, dados de que as EPC’s
desempenham um papel significativo em lesbes no endotélio, ocorrendo na

reendotelizacdo e na neovascularizacdo (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007). Outro
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local importante é o corddo umbilical, pois, este contém as EPC’s em maior potencial
proliferativo proveniente de fontes do SP ou da medula 6ssea.

As EPC’s tém por fungdo reparar a vasculatura e formar novos vasos
sanguineos. Isso ocorre por estas células possuirem a capacidade de proliferar, migrar e
se diferenciar (in vivo e in vitro) (figura 6) em células endoteliais (Asahara et al., 1997;
Werling et al., 2013). As EPC’s migram para o local lesionado no tecido, onde ocorre a
neovascularizacdo, realiza a regeneracdo endotelial, a cicatrizacdo atraveés de uma
proliferacdo de células que possuem a capacidade de se diferenciar em células
endoteliais vasculares maduras e, secretam fatores de crescimento pro-angiogénicos, ou
seja, contribuem para a reparacdo vascular (Castilo-Melendez et al., 2013; Miller-
Kasprzak e Jagodzinski, 2007; Zampetaki et al., 2008).
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Figura 6: Ensaio in vitro na formag&o de vasos. O painel superior esquerdo apresenta EPC’s finais

cultivadas em uma placa normal de TC, que antes de serem cultivadas h4 20000 células provenientes do
“Cultrex Basement Membrane Extract”. As demais figuras mostram o momento da migragao celular e
formacdo de vasos dentro de duas horas (médio esquerdo), extensa rede celular formada dentro de cinco
horas (médio direito e inferior esquerdo) e, as estruturas do vaso contraido dentro de 48horas (canto
inferior direito) fazendo com que as células se aglutinem. O asterisco (*) localiza a mesma posi¢do ao

longo do tempo, em cada imagem. As barras de escala sdo de 500um. Adaptado de Werling et al., 2013.

Investigadores acreditam que as EPC’s maduras se abrigam em locais
lesionados no endotélio e estdo envolvidas em processos de reconstru¢do vascular,
Traish e Galoosian (2013), porém, h& células progenitoras circulantes com
caracteristicas similares as EPC’s; isto se explica pelo fato de que ambas originam a
partir de células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea, as quais migram para a
circulacdo periférica, ocorre a neovascularizacdo e se diferenciam ao amadurecer as
CE’s (Traish e Galoosian, 2013).
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Historicamente, a neovascularizacdo pds-natal, Asahara et al. (2011); Folgman
et al. (1992), foi distinta pelo mecanismo de angiogénese, por ocorrer atraves da
proliferagdo e migracdo das CE’s existentes. Porém, foi descoberto que as EPC’s na
neovascularizagao podem se diferenciar em CE’s, ocorrendo a vasculogénese, Asahara
et al. (2011), que até entdo era descrito por ser realizado apenas no periodo embrionario.

Assim, estudos nao recentes, afirmavam que 0s novos vasos sanguineos sao
formados a partir da migragéo e proliferacdo de CE’s maduras, a angiogénese, Shi et al.
(1998), porém, com a descoberta das EPC’s, estudos, recentes, observaram que 0s
novos vasos sanguineos sao formados por EPC’s diferenciadas, a vasculogénese. Com
1SS0, Nnovos estudos apontam que ambos os processos (figura 7) podem ocorrer.

Os processos de vasculogénese e de angiogénese sdo fundamentais na
cicatrizacao, na regeneracdo do tecido, além da estabilizacdo do fornecimento de sangue
no local lesionado (Ritz et al., 2014), assim, s@o definidos como processos responsaveis
pela formacdo de novos vasos sanguineos (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

O processo de vasculogénese, s6 recentemente reconhecido, ocorre com 0
surgimento de novos vasos sanguineos através das EPC’s diferenciadas, ou seja,
mobilizadas da medula 6ssea (figura 7). O processo de angiogénese ocorre quando
novos vasos sanguineos sdo formados a partir da migracdo e proliferacdo de células
endoteliais maduras, ou seja, de EPC’s ja existentes no endotélio. Deste modo, alguns
autores definem (figura 7) a vasculogénese como processo que ocorre durante a
embriogénese, enquanto a angiogénese ocorre durante o desenvolvimento das

embrionérias e na vida pds-natal (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

25



Angiogénese Vasculogénese
Recrutamento pré-existente das CE’s Recrutamento das EPC’s

Células progenitoras do endotélio = (34
o<®
/ l 1. Mobilizagdo: VEGF,
EPO. MMPs

Proliferacdo de células endoteliais
€ Vasos:
€ VEGF, EPO, PDGF, Ang 1 & 2=

1 neovascularizacdo e fornecimento 2. Origem: VEGF. integrinas,

de sangue N | P-selectina, E-selectina
Pericitos” ‘ 3. Efento das células progenitoras:

\Q - Incorporacdo de vasos recém

Cilolasendoteliais y @ formados: ¢ neovascularizacdo
N ¥ \ \ - Liberacao de fatores parocrinos

= /‘ S
: ®
s *338 '
In Vitro

Crescimento precoce, baixo Crescimento tardio, alto

potencial proliferativo potencial proliferativo

Figura 7: O recrutamento de células endoteliais a partir da parede do vaso pré-existente desempenha
um papel critico na regulagdo da angiogénese e vasculogénese pds-natal. Mobilizar as EPC’s da medula
0ssea ou dos vasos sanguineos do corddo umbilical com elevada capacidade proliferativa pode ter o
potencial para migrar e incorporar no tecido vascular lesionado. Adaptado de Castillo-Melendez et al.
(2013).

A angiogénese, (Cochain et al., 2013), representa o surgimento de micro vasos
formados de capilares pré-existentes. Os sinais angiogénicos como a hipoxia, os fatores
de crescimento ou o NO, quando exposto, ativam as CE’s (Cochain et al., 2013). O
plasma, quando extravasa proteina, admite a formagdo de uma matriz provisoria para
migracao das CE’s, assim, enquanto o vaso micro vascular ¢ conduzido por CE’s para
alongar o capilar existente (Cochain et al., 2013).

A angiogénese comeca com um aumento vascular da permeabilidade (figura
6), seguido pela membrana basal e extracelular na degradacdo da matriz através da
MMP’s. As CE’s apoés iniciarem o processo de diferenciagdo, migram ao longo das
extensdes recém-depositadas da matriz extracelular para formar ramificacOes, assim, 0
lumen contendo os vasos € formado e integrado na circulacdo (Castilo-Melendez et al.,
2013).

Estudos apresentam que durante varios anos, o crescimento vascular e a

remodelagédo, pods-natal, foram tradicionalmente explicadas como o resultado da
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capacidade proliferativa e migratdria de células endoteliais maduras. Desta forma, foi
observado que as EPC’s diferenciadas brotam nos vasos sanguineos existentes, dando
lugar a nova vasculatura (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007). Com a descoberta das
EPC’s circulantes no SP, provenientes da medula 6ssea, ampliou-se a visdo do processo
angiogénico em humanos (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

O sistema vascular requer constante remodelacdo e adaptacdo dindmica em
resposta as necessidades funcionais e, em resposta aos sinais moleculares, por exemplo,
segundo (Red-Horse et al., 2007), quando um adulto possui condi¢cdes de hipoxia-
isquemia, tem sido observado que, geralmente, novos vasos sanguineos sao formados.
Desta forma, fica subentendido que isto ocorre como resultado do processo de
angiogénese, onde ha proliferacdo local, de migracdo e remodelacdo das células
endoteliais que ocorrem a partir do endotélio maduro pré-existente (Castillo-Melendez
etal., 2013).

O processo de angiogénese depende de uma matriz dos fatores de crescimento,
as MMP’s, além das citocinas e integrinas. Com isso, alguns fatores pré-angiogénicos ja
foram identificados, incluindo o vascular, o fator de crescimento derivado das plaquetas
provenientes do VEGF, EPO e angiopoietina 1 e 2, os quais sdo fatores independentes
(Castillo-Melendez et al., 2013; Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007). Pesquisas
sugerem que a mobilizacdo das EPC’s na medula dssea, tem uma fungao significativa na
vasculatura das coronérias e na ocorréncia de enxertos vasculares.

O desequilibrio da angiogénese e anti-angiogénese, que inibe o crescimento de
vasos sanguineos, segundo Mishra et al. (2013), poderia ser um dos principais
mecanismos patogénicos durante uma lesdo, por exemplo cardiaca _ como a pressao
alta, isquemia e infarto _ porém, a capacidade de existir restauracdo através da
angiogénese, potencializa a recuperacao da lesao.

Para caracterizar e identificar as EPC’s, estudos sugerem diversas técnicas de
identificacdo, nas quais marcadores sdo utilizados para referir as diferentes fases destas

células.
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2.3 Técnicas de identificacdo e marcadores das EPC’s

A identificacdo das EPC’s é baseada na superficie de células que se
manifestam em variados marcadores de proteinas, segundo Miller-Kasprzak e
Jagodzinski (2007). N&o hé& definicdo de apenas um unico marcador de EPC’s, pois,
estas células mostram ser um grupo heterogéneo associados com diferentes perfis de
expressao antigénicos da superficie celular.

Em 1997, segundo Wang et al. (2013), investigadores demonstraram pela
primeira vez, que algumas células progenitoras especificas purificadas com o marcador
CD34, sendo positivas hematopoiéticas do sangue periférico podem diferenciar, ex
vivo, para um fenoétipo endotelial; das células entdo chamadas de EPC’s (Wang et al.,
2013). Desde entdo, diferentes marcadores véem sendo utilizados para descrever o
caminho das EPC’s, in vivo (figura 8 e figura 9).
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Os marcadores antigénicos mais utilizados para detec¢do das EPC’s sao:
CD34, CD133, CD146 e KDR ou FLK-1. O CD34, para molécula de adesdo; CD133,
para superficie antigénio, que é uma glicoproteina da membrana, cuja expressdo esta
relacionada com células-tronco hematopoiéticas de diferenciacdo em EPC’s imaturas,
sendo importante no isolamento das EPC’s. O CD146 expressa a CE imatura, bem
como o FLK-1/KDR ou, 0 VGEFR-2, que é uma proteina expressa predominantemente
na superficie das células endoteliais a qual indica a diferenciagdo celular precoce
(Castillo-Melendez et al., 2013; Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007; Traish e
Galoosian, 2013). H& outros marcadores como: AC133, CXCR4 e CD105, mas que
ainda séo pouco utilizados (Traish e Galoosian, 2013). Os marcadores CD133, CD34 e
KDR, néo séo exclusivos das EPC’s, mas atualmente, sdo utilizados para distinguir as
primeiras progenitoras endoteliais e sua linhagem endotelial (Botham et al., 2013;
Castillo-Melendez et al., 2013).

Estudos demonstram que o antigénio de superficie CD34 é partilhado por
EPC’s, ou seja, identifica as células progenitoras hematopoiéticas e endoteliais maduras,
assim, na medida em que as EPC’s amadurecem, perdem o marcador CD133 e
adquirem o VEGF, receptor 2 (VEGFR2), também conhecido como receptor contendo
dominio de inser¢do da quinase (KDR) (figura 8 e figura 9) (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski, 2007; Wang et al., 2013).

A EPO é mais um fator que auxilia na contagem de EPC’s no sangue periférico
e induz a diferenciacdo das EPC’s (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007), outros
estudos também apontam as estatinas e os inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima via ativagdo do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) A-redutase (Miller-
Kasprzak e Jagodzinski, 2007).
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Figura 9: Origem hemangioblastos de EPC’s. Esquema proposto da diferenciagio de angioblastos em
células endoteliais maduras (CE’s). Hemangioblastos na medula-6ssea que ddo origem as EPC’s, como
CD133+, CD34+ e VEGFR2+ angioblastos. Esquema proposto de angioblasto humano na diferenciagdo
de EPC’s ao longo das etapas precoces e tardias. Inversamente ao subgrupo final de EPC’s, os primeiros
mostraram a expressdo nos marcadores CD133 e CD31 e foram negativos para Fator Willebrand (VWF),
caderina endotelial vascular (VE-caderina), selectina endotelial (E-selectina), e o expressdo sintese 6xido
nitrico endotelial (eNOS). EPC’s maduros ainda exibem expressdo do marcador CD34 e ndo revelam a
expressdo da proteina CD133. vVWF, eNOS, VE-caderina, E-selectina, CD31 e as proteinas sdo VEGFR2,
também expressam em EPC’s maduros. + + e + representam maior e menor expressdo do marcador,

respectivamente. Adaptado de Miller-Kasprzak e Jagodzinski (2007).

Quando in vitro, as EPC’s podem ser geradas entre trés e cinco dias, a partir do
volume de sangue, isso por que estas células, quando “jovens”, produzem mais VEGF
(Rehman et al., 2003). O VEGEF e as suas fungdes, séo cruciais na reparacao cardiaca e,
estd envolvido na vasculogénese, angiogénese e linfangiogénese (figura 10). A fungéo
fisiolégica do VEGF ¢é focada, principalmente, no ciclo reprodutivo feminino e no

processo de cicatrizacdo de feridas (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).
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Figura 10: Diferentes efeitos do VEGF ap6s a sua ligagdo a receptores correspondentes
(VEGFR). VEGF1 e 2 up-regula vasculogénese e angiogénese atraves de Flt-1 e FIk-1/KDR, enquanto
VEGF3 aumenta limpongiogenesis atraves de Flt-4. Adaptado de Mishra et al. (2013).

As combinagfes dos marcadores CD34 + de VEGFR2 , CD34 + CD133,
CD133 + VEGFR2, e CD34 + CD133 + VEGFR2, foram utilizadas por diferentes
investigadores que descreveram as EPC’s, in vivo (Wang et al., 2013). Em varias
tentativas, investigadores descobriram que o dobro de células CD34 —positivas ++
VGEFR2, podem se comportar como EPC’s (Wang et al., 2013). Porém, algumas
células progenitoras endoteliais maduras podem expressar com 0s mesmos marcadores.
Isso ocorre porque o marcador de célula estaminal, CD133, pode ser mais preciso para
definir sub-populagGes de células que representam as EPC’s e ndo ¢é expresso em celulas
endoteliais maduras, ao contréario do marcador progenitor CD34.

O CD34 duplo positivo + CD133 + EPC’s tem alta capacidade proliferativa e
dao origem as colbnias endoteliais, em cultura, sendo que CD133 + VEGFR2 + células
duplo-positivas foram encontradas colonizando as superficies laminais de assisténcia
ventricular esquerda (Wang et al., 2013). Uma hipdtese curiosa é que as células CD133
+ CD34 triplos + VEGFR2 + representam EPC’s mais primitivas com alto potencial
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proliferativo, que depois se transformam em CD133 - CD34 + + VEGFR2 EPC’s com
capacidade proliferativa mais limitada (Wang et al., 2013).

Com os diversos experimentos dos marcadores para EPC’s, mas ndo
exclusivos, houve resultados positivos a especificidades das células, porém, ainda ha
muito para investigar, pois, estudos sugerem que ao mudar de “fase”, as EPC’s ndo
respondem ao mesmo marcado induzido para ver o resultado do objetivo inicial. Como
exemplo da funcionalidade dos marcadores (figura 11), encontra-se uma caracterizagéo

expressa pelos marcadores VEGF e CD 144, referidos nos estudos de Lui et al. (2013).
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Figura 11: A expressdo de receptores de VEGF nas ISL1 + em progenitoras humanas. (A) cortes
congelados de um coracdo fetal humano apds 9 semanas de gestacdo foram coradas para DAPI (barra de
escala = 500 mm), ISL1, marcadores especificos de células endoteliais: CD144, vWF, VEGF - A receptor
1 (FIt1) ou 2 (KDR) ou neurofilamento (barra de escala = 50 mm e 10 mm). Células ISL1 + sdo indicadas
por asteriscos brancos (barra de escala = 100 mm) e co-localizagdo de marcadores ISL1 e EC séo
indicadas por setas brancas (barra de escala = 10 mm). (B) Esquema diagrama que mostra a ISL1 no
rastreamento da linhagem construida no ESC’s humanos. (C) protocolo de diferenciagdo utilizado para
derivar a ISL1 + progenitores dos ESC’s humanos e examina, qual fator angiocrine (X) ¢ responsavel
pela diferenciacdo dos progenitores endoteliais. (D) FACS analise que mostra a expressdo de VEGFR1 ou
VEGFR2 no 4° dia ou 7° dia ISL1 + progenitores humanos. Adaptado de Lui et al. (2013).
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Para avaliar as EPC’s nos vasos sanguineos, Miller-Kasprzak e Jagodzinski
(2007), sugerem a anélise de citometria de fluxo com um conjunto de anticorpos para 0s
marcadores de EPC’s. Estas células podem ser pré-selecionadas a partir dos vasos
sanguineos do SP, através da técnica imuno-magnetica, a qual utiliza micro esferas
revestidas com anticorpos contra diferentes marcadores de superficie, principalmente o
CD34 e o CD133; este protocolo é realizado em células mononucleares (MNC’s) do
gradiente de centrifugacdo da densidade de células através de ficoll.

Outro método de avaliacdo da EPC’s ocorre em ex vivo (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski 2007), no cultivo de MNC’s pré-selecionadas; as células CD34+ de
fibronectina ou séo revestidas com gelatina na presenca de um meio especifico em
“pratos”. Essas EPC’s cultivadas aparecem como um tipo de adepto de unidades
formadoras de coldnias (CFU’s), que sdo obtidas a partir de uma cultura de cinco a sete
dias, sendo nomeadas de EPC CFU’s iniciais €, a uma cultura de quatro semanas que da
origem a CFU final. Essa colbnia é definida, por investigadores, como sendo um grupo
de “células redondas” que sdo acompanhadas por células finas brotando do nucleo do
fenotipo endotelial.

A avaliagdo das propriedades angiogénicas das EPC’s, apresentada em outros
estudos por Miller-Kasprzak e Jagodzinski (2007), inclui um ensaio de migracéo e de
matriz para a formagdo de um tubo. O ensaio baseia-se na migracdo da capacidade
quimiotatica das EPC’s, ou seja, essas celulas séo colhidas, contadas e, novamente
suspensas em meio fresco. Depois sdo transferidas para uma modificacdo na camara de
Boyden e colocadas na placa de cultura com VEGF recombinante. Assim, durante a
incubacdo, as células migraram para o lado de baixo do filtro, o qual foi lavado e, apés a
coloracdo dos nucleos, as células foram contadas.

No ensaio de gel matriz, Miller-Kasprzak e Jagodzinski (2007), as EPC’s
obtidas ap6s a cultura sdo colocadas sobre um gel de matriz da membrana basal. Em
estudos com esse método, observou-se que apos trés a sete dias de cultura sobre o gel
matriz o numero de redes de ceélulas endoteliais, designado como tubos, foram
detectados e contados, utilizando um microscopio de fluorescéncia.

As EPC’s podem ser isoladas a partir de medula dssea ou sangue periférico. Os
dois métodos principais sdo explorados para purificar e determinar a contagem de
EPC’s em células mononucleares (MNC’s), obtidas a partir da medula 0ssea e do

sangue periférico (figura 12).
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Figura 12: Esquema de isolagdo das células da medula 6ssea nos vasos periféricos. A primeira técnica
de avaliagdo EPC é em ex vivo, cultivo das MNC’s ou células CD34+ em fibronectina ou pratos
revestidos com gelatina na presenca de meio especifico. Depois de 2-3 dias de cultura, as células
aderentes (ACs) que contém os monadcitos, macréfagos e células endoteliais maduras, sdo descartadas. As
células ndo-aderentes (NACs), contendo EPC’s sdo colhidas e transferidas para meio fresco. As EPC’s
cultivadas, aparecem como um tipo de adepto de unidades formadoras de colonia (CFU’s) e sdo contadas
usando um microscépio de luz. As EPC’s CFU’s sdo geralmente obtidas apds 5-7 dias de cultura e
designadas como EPC’s CFU’s iniciais, ao passo que aqueles CFU’s formados apds 1-4 semanas de
cultura sdo designados como tardia. O segundo método de avaliagdo EPC’s no SP € citometria de fluxo
com uma matriz de anticorpos (Ab) dirigidos contra os marcadores de EPC’s e conjugados com corantes
fluorescentes (FD). Adaptado de Miller-Kasprzak e Jagodzinski (2007).

Ainda ndo ha um consenso sobre as técnicas e os marcadores, apesar de alguns

ja serem vistos como especificos no processo de diferenciagdo das EPC’s. Isso ocorre,

34



por ndo estarem definidas todas as funcdes desempenhadas por estas células, as quais
foram referenciadas no capitulo anterior.

As EPC’s podem ser aplicadas a diversas situacdes, trazendo beneficios aos
vasos sanguineos, ao coracdo e a 6rgaos, também sdo responsaveis por importantes
funcGes no endotélio, porém, algumas situaces podem influenciar de forma positiva ou

negativa o seu desempenho.

2.4 Aplicacdes e influéncias das EPC’s

Estudos com EPC’s estdo sendo cada vez mais investigados, pois, estas células
tém uma grande importancia na terapia de doencas vasculares, (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski, 2007), o que se torna importante para regeneracdo dos vasos no tratamento
de doencas e lesdes que envolvem o endotélio.

Com o0 avango das pesquisas com EPC’s, foram observadas as capacidades de
expandir estas células sob cultura in vitro, assim, com essas condicdes se tem a
perspectiva de EPC’s para o uso terapéutico, sendo que, estas células, quando
geneticamente modificadas, expandem os progenitores em ex-vivos (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski, 2007). Portanto, as EPC’s podem tornar-se novos agentes promissores que
serdo capazes para retornar adequadamente a neovascularizacdo prejudicada em
processos sob condicBes patoldgicas.

O numero de EPC’s, assim como sua proliferacdo, pode mudar sob condi¢es
patoldgicas, além disso, investigadores acreditam que a disfuncdo do endotélio esta
associada com o percurso de algumas doencas. Estudos sugerem que estas doencas
podem ser: cardiovasculares, diabetes mellitus, artrite reumatoide e transplante vascular.
Além disso, individuos que tem por habito fumar (tabaco), apresentam baixos niveis de
EPC’s (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

Ha hipoteses de que varios fatores estdo envolvidos na regulacdo da quantidade
e da funcionalidade das EPC’s em circulacdo. Desses, 0 mais citado em estudos, é o
VEGF, pois, regula a proliferagdo e diferenciacdo das EPC’s. Um aumento do nivel
plasmatico do VEGF foi observado em varias condi¢des patologicas, incluindo a
hipdxia, diabetes e na vascularizacao de tumores (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).
Portanto, alguns fatores podem influenciar a biologia das EPC’s, como o exercicio

fisico, o estrogénio, a EPO, as estatinas, a leptina e a proteina C-reativa (figura 13).
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Além disso, as EPC’s circulantes também podem ser influenciadas, (Obi et al.,
2014), pelo inibidor de enzima de conversdo da angiotensina, hidroxmetil-glutaril-CoA-
redutase, proliferacdo de peroxissomas, insulina, fator de estimulacdo de colonias de
granulécitos (G-CSF), entre outros. Estes fatores podem afetar a mobilizacéo, a adesao,

a proliferacdo e migracao da vasculogénese (Obi et al., 2014).
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Figura 13: Fatores que influenciam a proliferagio das EPC’s. As contagens das EPC’s no sangue
periférico e o seu potencial proliferativo podem mudar sob vérias condigdes: estagios patoldgicos,
incluindo o diabetes, o tabagismo, a CRP, a regulacdo alta de alguns fatores e, doencas vasculares
reduzem a contagem das EPC’s e a sua capacidade reparadora. No entanto, os fatores, incluindo o
exercicio fisico, o estrogénio, a EPO, as estatinas, 0 VEGF e SDF-1, aumentam a quantidade de EPC’s e

potencializa sua fun¢do. Adaptado de Miller-Kasprzak e Jagodzinski (2007).

A CRP esta envolvida na regulacdo negativa na fungdo das EPC’s no processo
de reparacdo vascular, assim como a leptina, que pode afetar as fun¢des das EPC’s por
conter a presenca do seu receptor. (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007). Estudos
sugerem que a mobilizagdo de EPC’s pode ser dependente da sinalizagao mediada pelo
NO. Em relacdo a leptina, foi observado que ndo ha efeito sobre a proliferacdo de
EPC’s, mas as migragdes das EPC’s sdo afetadas quando ha uma concentracio elevada
desta substancia.

Ja as estatinas, que séo inibidores da biossintese do colesterol, séo capazes de

aumentar a contagem de EPC’s, in vitro, € em animais (in vivo). Sobre a eritropoietina,
b b
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que é uma citocina produzida pelos rins e responsavel pela diferenciacdo de eritrécitos,
quando a sua producdo é feita por hipoxia, essa citocina € considerado um fator que
regula os niveis de EPC’s (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007). Também ha registros
de melhoria da cicatrizagdo Ossea, através das EPC’s (Henrick et al., 2013).

Para além dos beneficios exercidos pelas EPC’s sob condi¢des patologicas, ha
um fato negativo em suas propriedades, a neovascularizacdo de tumores (figura 11). As
EPC’s desempenham um papel importante em relagdo ao crescimento e a angiogénese
de tumores em estagios iniciais e, nos estagios tardios as EPC’s, (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski, 2007), concentram-se em areas periféricas do tumor. A hipdxia do tumor
conduz a regulacdo da expressdo do VEGF que resulta na elevagdo da angiogénese,
pois, as células tumorais sdo capazes de secretar o VEGF de forma paréacrina para
estimular a proliferacdo das células endoteliais; durante o0s processos de
neovascularizagdo no crescimento das células do tumor, também ¢é relevante na
concepcao de novas drogas.

Estudos em pacientes com doencas na artéria coronariana (DAC), (Miller-
Kasprzak e Jagodzinski, 2007), possui o numero de EPC’s ¢ sua capacidade de
migracdo prejudicadas, com o numero de células CD34+ derivadas SP-/ +VEGFR2.
Avaliadas pelo ensaio de citometria de fluxo, verificou-se que a redugdo das EPC’s
chegaram a 48% em relagdo ao grupo controlo (sem DAC). Portanto, a reducao no nivel
de EPC’s e a capacidade migratdria destas células, sdo inversamente correlacionadas
com o numero dos fatores de risco predispostos para 0 DAC, por exemplo. Além disso,
a disfuncédo endotelial associada a redugdo da neovascularizacéo reparadora €, também,
uma caracteristica da hiperglicemia na diabetes mellitus permanente (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski, 2007).

Testes em Individuos que possuem DAC, realizados por Miller-Kasprzak e
Jagodzinski (2007), foram submetidos ao estresse de um Unico exercicio, com objetivo
de comparar a quantidade de EPC’s no SP, antes e depois da atividade. Com isso,
descobriram que a contagem de EPC’s no SP aumentou significamente nesses
individuos, entre 24-48horas apés o exercicio. Nesse estudo, foi observado que o
aumento dos niveis de EPC’s foi acompanhado de uma elevagdo do plasma VEGF.
Sendo o resultado positivo, sugere-se que o VEGF é um fator significativo responsavel
pela mobiliza¢do de EPC’s da medula dssea para o SP. Observando que a incidéncia de

doencas cardiovasculares diminui com o treinamento fisico, sugere-se uma possivel
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contribuicao das EPC’s no desenvolvimento relacionado a diminuicao dos disturbios
cardiovasculares (Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007).

Na vasculatura, a ocorréncia de lesdes pode ser aumentada por dano endotelial,
causando morte celular gerando infiltragdo de células mononucleares, como macrofagos
que leva a secrecdo de moléculas, bem como o fator de necrose tumoral-a. (TNF-a) ¢
interleucina-1 (Wong et al., 2014). A presenca de macréfagos, (Wong et al., 2014),
causa inducdo significativa na transcricdo de marcadores das CE’s, desta forma,
acredita-se que ha um aumento da expressdo da NO sintetase endotelial da superficie

celular.

2.4.1 O papel do NO

O NO ¢é um gas mensageiro com implicacbes em varios 6rgdos e tecidos, 0
qual é sintetizado por vérias isoformas da sintese do NO (De Palma et al., 2014; Stamler
e Meissner, 2001). Além disso, o NO é um radical instavel biologicamente ativo, o qual
é sintetizado em CE’s vasculares pela eNOS o qual depende da sua biodisponibilidade
para que haja um equilibrio entre a propria producdo e inativacdo (Wattanapitayakul et
al., 2000). Por ser uma molécula de sinalizacdo versatil no musculo esquelético, 0 NO é
sintetizado a partir do oxigénio e do L-arginina pelo musculo esquelético (Stamler e
Meissner, 2001), onde também € gerado através do NO sintese neuronal (nNOS) (De
Palma et al., 2014).

O NO tem func¢do importante na regulacdo da atividade fisiol6gica no musculo
esquelético, (De Palma et al., 2014), como a geracdo de forca, a auto regulacdo do fluxo
sanguineo e oxigénio adequado para musculos ativos durante a pratica de exercicio
fisico, a vinculagdo excitacdo-contracdo, a homeostase do célcio e o metabolismo
bioenergético (Percival et al., 2008; Stamler e Meissner, 2001). Além disso, é o fator
determinante na miogénese, o qual regula etapas fundamentais, principalmente quando
ha uma lesdo e o reparo muscular (De Palma e Clementi, 2012; De Palma et al., 2014).

Ressaltando a importancia do NO e do estresse oxidativo a contagem e
proliferacdo de EPC’s, estudos de Hamed et al. (2011), referem que a propagacéo das
EPC’s pela glicose elevada pode ser reparada preservando a biodisponibilidade de NO.
Um importante regulador para a funcdo e mobilizagao das EPC’s ¢ o NO (tabela I)

derivado da eNOS (Fleissner e Thum, 2011). A eNOS esté4 presente na caracteriza¢do
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das EPC’s em varias fases (tabela 1), assim como é expresso nestas células, in vivo, com

importantes consequéncias funcionais (Fleissner e Thum, 2011; Segal et al., 2006).

Tabela I: Expressdo eNOS em varios subtipos de EPC’s. Adaptado de Fleissner ¢ Thum, 2011.

Tipo de EPC Espécies ri)g)lilezséo eNOS Espc))rgsséo proteina Sfliéigade
Nova EPC Mouse + + Néo testada
CFU-EPC Néo testada +

Nova EPC Canina Néo testada + Néo testada
Nova EPC Humana Néo testada + Néo testada
Nova EPC (AC133- Humana Néo testada + Néo testada
/CD14+)

Nova EPC Mouse Néo testada + Néo testada
EPC embrionaria Primata N4o testada + N4o testada
Nova EPC Humano Ndo testada — Ndo testada
EPC tardia Ndo testada + +
Nova EPC Humano + + +
Nova EPC Rat Ndo testada + Ndo testada
Nova EPC Mouse + Ndo testada Néo testada
Nova EPC Mouse Ndo testada + Ndo testada

A eNOS gera moléculas de NO, com capacidade vaso protetora, a qual
desempenha funcdo no controlo da homeostasia vascular (Fleissner e Thum, 2011).
Estudos sugerem que a eNOS esta presente nas EPC’s (figura 14) em condi¢des tanto
fisioldgico como fisiopatoldgico (Fleissner e Thum, 2011; Thum e Bauersachs, 2005).
Isso porque as fungdes das EPC’s sdo melhoradas através de compostos que aumentam
a expressdo do eNOS. Gulati et al., 2003, sugere que a formacéo de vasos através das
EPC’s (figura 14), em cultura, pode depender do eNOS.

O mdasculo esquelético € seletivo nos parametros que ocorrem durante a pratica
do exercicio fisico, entretanto, todo esse aporte é afetado quando héa alteracdo do NO
(De Palma et al., 2014). Um exemplo observado durante alguns estudos, mostrou que 0s
musculos que possuem auséncia de nNNOS tendem a ser menores em relacdo ao outros.
Com isso, De Palma et al. (2014), explica que a redugdo da massa muscular ndo é
apenas atribuido a diminuic¢do dos tecidos, incluindo o adiposo, e da massa muscular,

mas sugere que ha uma reducéo especifica no tamanho das proprias fibras musculares.
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Figura 14: Mobilizagio de EPC’s da medula 6ssea e a importancia do NO para a biologia das EPC’s.
Diversas substancias podem contribuir através de um aumento da biodisponibilidade para a melhoria do
nimero e fungdo das EPC’s circulantes. Este aumento de NO leva a aprimorada atividade de MMP-9 e
subsequente c-kit “slicing” ligando na medula dssea que resulta em aumento da liberagdo das EPC’s. O
aumento dos niveis intracelulares de NO nas EPC’s, pode mudar o citoesqueleto e o gene de transcricéo,
levando a um aumento da capacidade migratdria e melhora funcional. Adaptado de Fleissner e Thum
(2011).

A nNOS ¢ também € expressa no musculo esquelético (Pedersen e Febbraio,
2008), além disso, estudos sugerem que o NO, também presente no musculo
esquelético, possui um aumento significativo durante a contracdo muscular, (Grange et
al., 2001), sendo regulador de alguns eventos, como a IL-6 durante o exercicio fisico
(Pedersen e Febbraio, 2008).
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2.4.2 Ainterleucina 6 (IL-6)

O musculo esquelético € 0 maior 6rgdo do corpo humano. Quando contraido, o
musculo esquelético segrega varias substancias, por isso, vem sendo reconhecido como
um o6rgdo que produz e libera citosinas (miocinas), (Pedersen e Febbraio, 2008), com
isso, pode influenciar no metabolismo de outros 6rgdos e tecidos. Por essa questao,
alguns estudos sugerem que o musculo esquelético é um érgédo enddcrino.

No ano de 2000, segundo Pedersen e Febbraio (2008), foi observado que a
contracdo do musculo esquelético humano, liberta quantidades significativas de
interleucina (IL-6), durante exercicio fisico (Pedersen e Febbraio, 2011; Steensber et al.,
2000). Desta forma, foi sugerido que o IL-6 pode apresentar fun¢Ges metabolicas, pois,
estudos demonstram que ha aumento, de até 100 vezes da sua concentracdo plasmatica
durante o treino muscular (Fischer, 2006; Pedersen e Febbraio, 2008). Entretanto, esse
aumento de IL-6 no plasma ndo é constante durante o treino (Fischer et al., 2004).
Estudos observaram que esse aumento é mais notavel no final ou ap6s o término do
exercicio fisico (Fischer et al., 2004).

A IL-6 é uma citosina inflamatdria, por isso, havia a hipdtese de que sua
resposta estava relacionada com lesdo muscular (Pedersen e Febbraio, 2008). Porém,
estudos demonstraram que o fator determinante para o aumento do IL-6 no plasma
(figura 15), é a combinag&o intensidade, modo e duracéo do exercicio fisico (Pedersen e
Febbraio, 2008). Estudos sugerem que o maior aumento do IL-6 é promovido pelo
exercicio concéntrico e, ndo excéntrico, o qual pode apresentar resultado inverso, ou

seja, a diminuicao desta citosina no plasma (Pedersen e Febbraio, 2008).
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Figura 15: Modelo de como IL-6 ¢ regulado em resposta a adaptagdo ao treinamento. O exercicio
regular leva a uma melhoria da sintese de glicogénio e, de um musculo treinado que ir4,
consequentemente, armazenar mais glicogénio muscular. Durante o exercicio agudo, o musculo ndo
treinado é altamente dependente de glicogénio como substrato, enquanto que conduz a formacgdo do
aumento de enzimas de oxidante e uma capacidade reforcada para oxidar a gordura e, portanto, a
utilizacdo de gordura como substrato durante o exercicio. Este significa que o musculo treinado utiliza
menos glicogénio durante o trabalho. A ativagdo de IL-6 no musculo é dependente de glicogénio. Em
condigdes de baixo glicogénio muscular, a taxa de transcrigdo de IL-6 € mais rapida e, relativamente mais
IL-6 € produzido ao mesmo trabalho referente em comparacdo com as condi¢des de um glicogénio
muscular elevado. Assim, a resposta aguda do IL-6 no plasma € menor em treinados versus um sujeito
inexperiente. Os mecanismos em que o plasma basal de IL-6 € diminuida por formacéo e através do qual
a expressao muscular dos receptores IL-6 (IL-6R) ¢ reforcada, ndo sdo totalmente entendido. No entanto,
afigura-se que um musculo treinado pode ser mais sensivel ao IL-6. Adaptado de Pedersen e Febbraio,
2008.

A IL-6 também pode ser influenciada pelos inibidores da enzima cicloxigenase
(COX), que reduzem a producdo de prostaglandina E2 (PGE2) (Trappe et al., 2011).
Um aumento agudo de IL-6 esta associado a reducdo da massa muscular, (Hall et al.,

2008), e pode causar atrofia muscular (Gonzalo-Calvo et al., 2012; Trappe e Liu, 2013).
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2.4.3 Arelagdo COX e Ibuprofeno

A atividade da COX e das prostaglandinas (PG) estdo envolvidas no musculo
esquelético nos mecanismos de proliferagdo, diferenciacdo e sintese de mioblastos,
(Shen et al., 2005), bem como na regeneracdo muscular (Shen et al., 2005). As PGs
produzidas pela COX regulam diversos processos, (Simmons et al., 2004), como o
metabolismo de proteinas musculares (Trappe et al., 2011).Com isso, as PGs regulam as
adaptacGes musculares ao exercicio, mas quando a COX ¢é inibida por farmacos, podem
alterar de forma aguda, a resposta do exercicio fisico (Trappe e Liu, 2013).

Quando ha inibicdo do COX, a atividade muscular e a hipertrofia realizada por
sobrecarga sdo dificultadas (Soltow et al., 2006). Os inibidores da COX sdo 0s
farmacos, acetominofeno, Ibuprofeno e aspirina, 0s quais sao bastante consumidos pelos
individuos, em diferentes idades (Trappe e Liu, 2013). Estes ndo sdo inibidores
especificos, ou seja, podem bloquear tanto COX-1 como COX-2 (Trappe e Liu, 2013).
Isso porque a COX possui duas isoformas, a COX-1 e COX-2 (Simmons et al., 2004),
tendo sido posteriormente identificada uma terceira, a COX-3 (Trappe e Liu, 2013).

Estudos, em humanos, com o uso do Ibuprofeno, demonstraram a necessidade
da COX-2 e PGE2 para estimular a sintese de proteinas na musculatura apds o exercicio
fisico (Trappe et al., 2001). A expressdo de COX-2 ¢ regulada pelo NO, em diferentes
tipos de células (Soltow et al., 2006).

A COX-2 expressa transcricdo em uma variedade de células, como
fibroblastos, macrofagos e células vasculares (Soltow et al., 2006). Em outros estudos, a
COX-2 é sugerida como sendo uma mediadora da angiogénese no musculo esquelético,
iIsso porque, segundo (Shen et al., 2005), a proliferagdo e diferenciacdo celular,
dependem da fusdo em COX-2.

Estudos observaram que a PG pode ser produzida através da contracdo
muscular durante o exercicio fisico. As investigacGes sugerem que ainda sdo limitadas
as informacOes sobre a sintese de proteinas musculares, bem como o metabolismo da
PG em repouso ou apos o exercicio fisico, como resposta do consumo oral de inibidores
da COX (Trappe et al., 2011).

A relacdo da COX com exercicio fisico e o musculo esquelético, ainda ndo
estdo bem definidas. Os estudos mostram divergéncias em seus resultados comparados a
outros realizados com o0 mesmo objetivo. I1sso pode ocorrer por diversos fatores que

podem influenciar na toma de um farmaco e como ele ird agir em diferentes
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“patologias”. Pois, como explicado anteriormente, falta esclarecimento da agdo da

COX-1 e COX-2 em relagéo a esse evento.

2.5 A relacdo exercicio fisico aerébio ¢ EPC’s

A eficiéncia do exercicio fisico é provada, em diversos estudos e observacdes,
desde 1953, como referem Schuler et al. (2013), em seu estudo. O exercicio fisico
induz o0 aumento da concentracdo de NO. Além disso, é capaz de mobilizar as EPC’s da
medula 6ssea, elevando-as temporariamente na circulacao periférica, onde essas células
secretam fatores pro-angiogénicos, como o VEGF, que estimula paracrinamente, 0s
processos de vasculogénese e angiogénese (Asahara et al., 1997). O VEGF é um fator
significativo responsavel pela mobilizacdo de EPC’s da medula dssea para o SP. Esse
fator parece ser dependente da ativacdo do eNOS para ativar o mecanismo de
mobilizacdo (Schuler et al., 2013).

O NO é responsavel pela vasodilatacdo, assim, resulta na diminuicdo da
resisténcia periférica e aumento da perfuséo (Schuler et al., 2013). Com isso, a principal
fonte do NO, o0 eNOS, é regulada por um aumento na tensdo de cisalhamento mediada
pelo fluxo associada pelo exercicio fisico, isso ocorre devido a regulacéo intracelular
(Schuler et al., 2013). Varios estudos sugeridos por Schuler et al. (2013), em cultura de
célula, animais ou humanos, demonstram que o exercicio fisico € um dos fatores que
regula a atividade do eNOS.

O exercicio fisico melhora a funcédo e a regeneracdo do sistema cardiovascular
e do musculo esquelético, ativando e mobilizando as células-tronco ou através do
recrutamento de células estaminais do sangue circulante, (Wahl et al., 2008), ou seja,
das células progenitoras. Pois, esse tipo de células sdo ativadas para induzir a
regeneracdo ou o crescimento, do vaso ou tecido, a depender do 6rgdo ou do tecido. Isso
ocorre, por que o exercicio fisico provoca estimulos mecéanicos, metabdlicos e hipoxia,
além de induzir a liberacdo de varios fatores de crescimento, citosinas e horménios
(Adams et al., 2004; Miller-Kasprzak e Jagodzinski, 2007; Wahl et al., 2008).

O exercicio fisico aerobio induz como resultado, adaptagdes moleculares que
melhoram o desempenho fisico, tanto em condicGes de transporte de energia como
situacOes de prevencdo ou reabilitacdo. Deste modo, implica-se que 0s processos de
crescimento devem ocorrer no musculo cardiaco e no musculo esquelético, os quais

dependem da formacdo de novos vasos sanguineos para reparacdo ou substituicdo das
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células que sofreram apoptose celular, o que ainda esta a ser estudado. H4 mecanismos
que quando induzidos pelo exercicio fisico aerdbio, melhoram o suporte de células-
tronco e reparam o musculo cardiaco, vascular e esquelético (WAHL et al., 2008).
Desta forma, novos vasos sanguineos sao formados, irrigando o musculo esquelético,
além de melhorar na vascularizacao.

Entretanto, estudos apontam que a resposta das EPC’s ao exercicio fisico
aerobio, depende da intensidade em que sdo realizados. A partir de protocolos, Silva et
al. (2012), classificaram os exercicios em trés categorias: exercicio de longa/ultralonga
duracdo, como meia-maratona, maratona e ultramaratona; exercicio de intensidade
maxima, como teste ergométrico convencional; e, exercicio de intensidade subméxima,
que utiliza o limiar anaerdbico como objetivo. Nesse estudo, Silva et al. (2012),
mostrou que o exercicio fisico mobiliza as EPC’s em todas as intensidades, sendo que,
no exercicio de longa/ultralonga duracdo, houve um aumento mais acentuado das
EPC’s, enquanto nos exercicios maximo e submaximo, o aumento destas células foi
notado durante, apenas, primeira hora de duragé&o.

Apesar do avango nas pesquisas com as EPC’s, o conhecimento atual sobre a
biologia destas células ainda ndo esta claro, isso porque ha indicativos de que as EPC’s
representam uma populagdo heterogénea e ainda indefinida (Miller-Kasprzak e
Jagodzinski, 2007). A contagem e funcionalidade das EPC’s podem ser afetadas por
condicdes patoldgicas ou fisioldgicas; sendo que estas fases estdo associadas com as
mudancas na producdo e acdo de varios fatores, incluindo horménios e os fatores de
crescimento, os quais determinam a biologia das EPC’s, apesar disso, ja ha farmacos
que possuem a capacidade de regular a funcdo destas células, o que sugere o uso das
EPC’s na terapia de vasos sanguineos e no tratamento do cancer (Miller-Kasprzak e

Jagodzinski, 2007).

2.6 Exercicio fisico aerdbio, EPC’s e Ibuprofeno

Em estudos anteriores do nosso grupo de trabalho estudamos o efeito do
Ibuprofeno nas EPC’s do sangue periférico induzidas pelo treino aerdbio. O estudo foi
realizado em ratos Wistar machos que realizaram um treino aerobio em tapete rolante
durante oito semanas com e sem administracdo de Ibuprofeno. Apés este tempo foi

colhido sangue e quantificadas as EPC"s no sangue periférico utilizando marcadores de
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células indiferenciadas (CD34 e CD133) e com caracteristicas de células endoteliais
(CD146 e KDR). Os resultados (que podem ser vistos nos graficos 1 e 2 seguintes)
mostraram que a administracdo de Ibuprofeno aumentava o ndmero de células
indiferenciadas CD133+ bem como das KDR+ ao contrario do que se verificava com 0s
restantes grupos. Estes resultados foram reforcados pelo numero de capilares
musculares em que o efeito do Ibuprofeno foi uma vez mais no sentido da diminuicdo
enquanto apenas o exercicio aumentava de forma acentuada a relagdo capilar/fibra.
Também os valores de VEGF se encontravam diminuidos no grupo de animais que foi
treinado com concomitante administracdo de Ibuprofeno.

Estes resultados mostram uma ac¢do de “travdo” do Ibuprofeno na
vascularizagdo muscular esquelética promovida pelo treino aerdbio (Dissertagdo de
mestrado de Ivo Costa; Costa, 2014).

0.3 p
0.25 =
Controlo
Controlo + 1BU
Exercicio
0.2 ¢ Exercicio + IBL

Percentagem de células (%)

CD34 CD133

Grafico 1: Percentagem de células marcadas com CD34 ¢ CD133 em sangue total de ratos
controlo (n=8); Controlo com administragdo de Ibuprofeno (controlo +Ibuprofeno; n=6); ratos
treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com administragio de Ibuprofeno (Exercicio +
Ibuprofeno; n=10). O Ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40
mg.Kg'. As barras representam médias e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 relativo

aos restantes grupos com a mesma marcagdo (Costa, 2014).
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Grafico 2: Percentagem de células marcadas com CD146 ¢ KDR (Flk1) em sangue total de
ratos controlo (n=8); Controlo com administracdo de Ibuprofeno (controlo +Ibuprofeno; n=6);
ratos treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com administragdo de Ibuprofeno (Exercicio +
Ibuprofeno; n=10). O Ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40
mg.Kg'. As barras representam médias e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 entre os
grupos assinalados (controlo vs Controlo + Ibuprofeno; para CD146 e Exercicio vs exercicio +

Ibuprofeno para o KDR (Costa, 2014).
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3 OBJETIVOS

Tal como referimos na introdugdo, em trabalhos anteriores, verificamos que ha
evidéncias de que o exercicio fisico aumenta 0 numero de células progenitoras
derivadas da medula Ossea na circulacdo contribuindo para um aumento da
vascularizagdo do musculo. Porém, o Ibuprofeno parece ter um efeito de travao nestes
beneficios do exercicio aerdbio.

O Ibuprofeno ¢ um dos anti-inflamatorios ndo esteroides mais usado em
academias de modo a diminuir a dor e aumentar o tempo de exercicio. Por esta razéo, é

pertinente estudar os seus efeitos.

Obijetivo Geral:

Tendo em consideragdo 0 exposto, pretendemos neste trabalho verificar o
mecanismo envolvido no efeito de frenagem do Ibuprofeno no processo de

vascularizacdo do musculo esquelético promovido pelo exercicio fisico.

Obijetivos Especificos:

- Avaliar os niveis de NO (circulantes e musculares) e a sua relagdo com 0s niveis
plasmaticos de VEGF;

- Avaliar os niveis de IL-6 circulantes e musculares.

- Encontrar uma possivel explicagdo para os efeitos do Ibuprofeno nas EPC’s através do
mecanismo NO/VEGF/IL-6.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Este estudo esta integrado num projeto mais alargado havendo uma
contribui¢do de varios investigadores para o trabalho comum, sem o qual, nenhuma das
dissertacdes e teses poderiam ser executadas. Assim, a metodologia sera apresentada

como: metodologia comum e uma metodologia especifica deste trabalho.

4.2 Caracterizacao dos animais em estudo

Neste trabalho foi utilizada, como referido, uma metodologia de base e de
colaboragdo comum entre varios investigadores. Foram utilizados ratos Wistar adultos,
machos com massa corporal compreendida entre 200 - 250g, sendo mantidos quatro a
cinco por gaiola em uma sala com temperatura (22 = 1°C), luz/escuro (12horas) e
humidade (50 = 10%), controlada; com agua e comida ad libitum; sendo monitorada a
quantidade de alimentos ingerida diariamente.

Com o intuito de minimizar o stress do ambiente, todo cuidado, foi adotado
com os animais utilizados nos experimentos. Estes foram realizados de acordo a
Convencao Europeia sobre a protegdo dos animais.

Os animais foram divididos em quatro grupos. Um grupo controlo ao qual foi
administrado apenas solvente; Um segundo grupo controlo com administragdo oral de
ibuprofeno (40mg/Kg); um grupo com exercicio fisico e outro com exercicio fisico mais
ibuprofeno (40mg/kg). O exercicio fisico baseou-se num treino aerdbio durante oito
semanas. Durante esses periodo, foram administradas doses de ibuprofeno diariamente
por via oral, 15 minutos antes do exercicio fisico. Foram administrados sempre os
mesmos volumes de solvente ou farmaco. A formulacdo comercial do ibuprofeno
utilizado foi “Brufene®”, dissolvido em suco de laranja, como recomendado para

tratamento humano. Todos os animais em estudo foram pesados semanalmente.

4.3 Protocolo de treino dos animais

Os animais, grupo com exercicio e exercicio mais ibuprofeno, foram

submetidos ao treino aerobio, em uma esteira, durante oito semanas, de acordo com o
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método proposto por Fontes Ribeiro et al. (2011). Os grupos controlos realizaram
exercicio fisico, em esteira, durante o mesmo periodo do protocolo, porém, apenas 10
minutos por semana, de modo a manter a coordenagdo motora e para evitar
interferéncias do sistema nervoso central. O treinamento dos animais iniciou em baixa
velocidade durante 10 minutos; sendo aumentado o tempo, a velocidade. A partir da

sexta semana foi introduzida inclinag@o no protocolo.

2.5 Obtengao dos musculos para estudo

Apos a realizagdo do protocolo de exercicio, oito semanas, os animais foram
sacrificados por sobre dosagem de pentobarbital sédico. Os musculos da pata traseira,
nomeadamente o gastrocnémios, foram removidos cuidadosamente por corte das zonas
tendinosas de inser¢do. Removido o tecido adjacente, as amostras foram armazenadas a

-80°C.

4.5 Obtengao das amostras de plasma

Com os animais sob anestesia, foi colhido sangue venoso da veia jugular. O
sangue total foi centrifugado, o plasma separado e guardado a -80°C até ao momento da

sua analise.

4.6 Metodologia especifica deste trabalho
4.6.1 Doseamento de Nitritos/Nitratos em musculo e plasma

O musculo gastrocnémio medial foi descongelado e da parte medial de cada
gastrocnémio foi usado apenas um pequeno fragmento de tecido.

Para amostra com o musculo gastrocnémio, foi utilizado 10 mg do musculo
mais 110 pl de soro fisiologico, misturou-se no vortex por 30 segundos, formando um
sobrenadante que foi colhido e reservado. Com o plasma, foi utilizado 100ul de plasma
mais 100ul de diluente, também misturado no vortex. Esses processos foram realizados
para todas as amostras. Ambas as amostras, soro e plasma, foram diluidas mais uma vez
com adi¢do de 100 pl de diluente de reacdao em cada.

O NO ¢ gasoso e possui uma vida curta, in vivo, de apenas alguns segundos.

Sendo assim, para obter a concentracdo do NO em sobrenadantes de tecidos ou plasmas,
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¢ quantificado, nao o NO, mas o nitrito (NO2-) e o nitrato (NO3-) que sdo as espécies
quimicas estaveis em que este se converte. Para isto, foi utilizado o kit comercial “Total

NOV/Nitrite/Nitrate” método espectrofotométrico (R & D Systems).

4.6.2 Preparagdo dos reagentes

Todos os reagentes foram preparados e expostos a temperatura ambiente
(21°C), antes de iniciar os procedimentos. Para o diluente de reagdo, foi adicionado 30
ml de diluente reagdo concentrado em 270 ml de 4gua ultrapura, para preparar 300ml de
diluente de reacdo que foi reservado com fecho de papel de parafina, aguardando a
utilizagao.

Para o doseamento de nitrato, foi preparado o reagente nitrato redutase diluido
em quantidades resultantes de formulas indicadas pelo proprio kit, de acordo ao numero
de pocos a ser utilizado nas placas. Com isso, foi 1560ul de diluente de reacdo mais
nitrato redutase, transferido para um tubo de ensaio e, passado pelo vortex. Este foi
armazenado em gelo para uso ap6s o periodo de 15minutos. O nitrato redutase constitui
de 1,0ml do diluente armazenado, passando rigorosamente pelo vortex e deixado
repousar por 15minutos a temperatura ambiente. Depois, vortex novamente e repousar
por mais 15minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, ¢ passado mais uma
vez no vortex e utilizado imediatamente. Para formar o reagente NADH, constitui de
5,0ml de agua ultrapura, deixando agir por trés minutos com agitagdo suave. Foi
armazenado no gelo para utilizagao.

Para preparacdo da curva de padrdes de nitrito, foram utilizados sete tubos,
900ul de diluente reacdo e 2000umol/L da solugdo padrao de nitrito/nitrato. No
primeiro tubo foi pipetado 900ul de diluente reagdo mais 100uL de solucdo padrio, a
partir desse, foram transferidos 500ul da mistura para os restantes seis tubos, como
mostra na figura abaixo. Cada tubo foi bem misturado para produzir uma série de

diluicdes, do mais concentrado para o menos concentrado (figura 16).
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Figura 16: Diluicao dos reagentes.

Para medir a concentragdo de nitrito presente na amostra, separamos 0s
reagentes e amostras a serem utilizadas expondo-as a temperatura ambiente (21°C).
Lembrando que todas as amostras (musculo e plasma) foram triplicados na placa.

Nos pocos brancos, foi adicionado 50uL de diluente de reacdo. Em seguida,
acrescentou-se S0uL de solugdo padrdo ao restante dos pogos. Em todos os pogos, foi
adicionado 50uL de diluente de reagdo mais 50uL de reagente de Griess I mais S0uL de
reagente de Griess II. Depois de misturado suavemente, a placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Lembrando que o reagente de Griess ¢ um
produto quimico que detecta a presen¢a de compostos organicos do nitrito. Apds a
incubagdo, a placa foi colocada na maquina de leitura de microplacas em 540nm, para
determinar a densidade 6tica de cada pogo.

Com todos os reagentes preparados, em uma segunda placa, foi adicionado
50uL de diluente reagdo em todos os pocos brancos. Nos restantes dos pocos,
acrescentou-se S50uL de reagente padrao e, 25uL do reagente NADH em todos os pogos,
bem como nitrato redutase diluido. Misturou-se e cobrimos com uma fita adesiva,
acompanhante do kit, apropriada para o objetivo.

A placa foi incubada & 37°C por 30minutos. Apds esse periodo, adicionou
50uL de reagente Greiss I e 50uL de reagente Greiss II, ambas em todos os pogos e
misturando bem. A placa foi incubada em temperatura ambiente (21°C) por 10minutos
e, em seguida, levada para analise em um leitor de microplacas a 540nm. Ressaltando,

que todas as amostras (musculo e plasma), foram duplicadas para avaliacao.
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4.6.3 - Analise muscular e plasmatica da IL-6

Ap0s descongelamento das amostras plasmaticas em temperatura ambiente de
(22 £ 1 °C) e procedeu-se a preparacao das amostras de tecido, muscular gastrocnémio,
o qual foi homogeneizado 10mg de tecido em 200ul de soro fisioldgico. As amostras
passaram por uma micro-centrifugadora (Biofuge Pico, Heraeus) a 1300 rpm durante
cinco minutos, a fim de se obter como resultado final um sobrenadante para efetuar as
analises.

O doseamento de IL-6 foi realizado por um kit comercial “Rat IL-6
Immunoassay” (R&D® Systems), que se baseia no método de ELISA “Enzyme Linked
Imminosorbent Assay). A quantificacdo é feita por imunoabsorvéncia, através da
ligacdo de IL-6 contida no plasma dos ratos com o anticorpo presente na microplaca.

O processo de preparacdo do kit foi feito de acordo com as recomendac6es do
fabricante, mantendo as amostras e 0s reagentes sob temperatura ambiente de (22 + 1
°C). As amostras e os padrées foram analisados em triplicado. A meédia final foi
calculada pela media dos resultados triplicados.

Ap0s preparacdo de todos os reagentes padrdo, adicionou-se 50ul do diluente
(RD1-54) em cada pogo, em seguida foi adicionado mais 50ul das amostras a cada
poco. A microplaca foi vedada e incubada em temperatura ambiente, protegida da luz,
durante 2 horas. Causando assim a ligacdo da IL-6 presente nas amostras com 0
anticorpo fixado na microplaca.

Apds duas horas, cada poco da microplaca foi lavado e aspirado de forma
automatizada com tampao de lavagem, passando por um total de cinco lavagens, a
modo de remover quaisquer substancias que ndo tenham sido ligadas ao anticorpo
presente na microplaca. Em seguida foi adicionada a cada pogo 100pul da solucéo (Rat
IL-6 Conjugate) e, novamente ap0s cobrir a microplaca com um novo adesivo, esta foi
incubada sob temperatura ambiente e protecdo de luz por um periodo de 2 horas. Ao
término deste tempo, foi novamente repetido o nimero de lavagens e processo de
aspiracdo, como descrito anteriormente.

Adicionou-se em seguida 100ul da solugéo substrato a cada pogo, deixando
incubado sob protecdo da luz por mais 30 minutos. Ao final deste processo, foi
adicionado a cada pogo 100ul de solucdo STOP (solucéo diluida de acido cloridrico), a
fim de cessar a reagdo causada pela solucdo substrato, efetuando leve agitacdo para

assegurar que ocorra uma completa mistura. A determinacéo da densidade Otica foi feita
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com recurso de um leitor de placas com absorbancia a 450 nm, com correcdo do

comprimento de onda para 540 nm.

4.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney para comparacdo entre duas variaveis relacionadas. Este teste ¢ sugerido por
ser condizente no niumero das amostras e ser indicado para verificar dois grupos em um

s6 momento. Foi utilizado o intervalo de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tal como referido no capitulo anterior, este estudo € um ramo de um projeto
mais alargado. Por esta razo hé resultados que sdo comuns a varios trabalhos por serem
a base do raciocinio geral. Assim, a caracterizacdo da amostra é parte integrante e
obrigatdria de todos os trabalhos derivados do projeto central.

Como anteriormente indicado na metodologia, todos os animais foram pesados
semanalmente antes do inicio do treino. Os valores da massa corporal dos animais em

estudo podem ser analisados através do grafico seguinte (grafico 3).
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Grafico 3 — Valores médios da massa corporal dos ratos durante o periodo de treino. Controlo
(n=8); Controlo com administragdo de Ibuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos treinados
(exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de Ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O
Ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg'Os pontos
representam a média dos valores e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 relativo aos
outros grupos; **p<0.05 relativo aos grupos controlo e controlo+IBU (Costa, 2014).

Neste grafico, como referimos comum a varios trabalhos do projeto “mae”,
mostra que apenas 0s animais treinados e com administracdo de Ibuprofeno mostram
diferencas na sua massa corporal sendo significativamente mais baixa que 0s restantes
grupos. Também em nivel do desempenho fisico dos animais 0 grupo que tomou
Ibuprofeno mostrou um menor desempenho num teste de resisténcia/velocidade

realizado pds-treino. No conjunto, estes resultados mostram que o farmaco parece
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interferir tanto em nivel de composicdo corporal como ao nivel do efeito do exercicio,
mostrando um desempenho fisico mais baixo.

De lembrar que em trabalhos anteriores do nosso grupo, e como indicado na
introducdo, foi demonstrado que o treino em animais tratados com lbuprofeno
apresentavam alteracdes a nivel vascular. Nomeadamente, verificou-se que o nimero de
capilares no musculo gastrocnémio era menor do que no grupo que apenas foi treinado,
sem farmaco. Estes resultados foram reforcados pela diminuigédo dos valores de VEGF e
também com o nimero de EPC’s. Nestas células verificou-se que o lbuprofeno parecia
frenar os efeitos do exercicio fisico, aumentando o nimero de células indiferenciadas
(CD133+) e também com caracteristicas endoteliais (KDR+). Estes resultados apontam
para uma menor mobilizagdo das EPC’s no grupo treinado e tratado com Ibuprofeno.

Como sabemos, as EPC’s sdo controladas na sua producdo, mobilizagao e
diferenciacdo por varios fatores entre os quais, 0 VEGF, NO e IL-6. Deste modo, e
considerando o objetivo deste trabalho fomos analisar o efeito do Ibuprofeno nos niveis
de NO e IL-6. No gréfico 4 podemos ver os valores correspondentes aos niveis de NO
(sobe a forma de nitritos/nitratos) no plasma, e no grafico 5 os valores correspondentes
no musculo gastrocnémio.

Relativamente aos valores de NO, traduzidos pelos niveis de nitritos,
verificamos que no plasma ha um aumento induzido pelo treino mais inferior no grupo
ao qual foi simultaneamente, ao treino, administrado Ibuprofeno. JA& no mausculo
gastrocnémio é evidente a diminuicdo no grupo de exercicio + lbuprofeno quando

comparado com os outros grupos estudados.
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Grafico 4: Concentragdo de nitritos no plasma. Controlo (n=8); Controlo com administragdo
de Ibuprofeno (controlo + IBU; n=6); ratos treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com
administracdo de Ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O Ibuprofeno foi administrado por via
oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg™ . As barras representam a média dos valores e as linhas
verticais o erro padrdo da média. *p<0.05 relativo ao controlo; **p<0.05 relativo aos grupos
controlo com Ibuprofeno.
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Grafico 5: Concentragdo de nitritos no musculo gastrocnémio. Controlo (n=8); Controlo com
administracdo de Ibuprofeno (controlo + IBU; n=6); ratos treinados (exercicio; n=10) e
Exercicio com administragdo de Ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O Ibuprofeno foi
administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg"'. As barras representam a média
dos valores e as linhas verticais o erro padrdo da média. *p<0.05 relativo ao controlo com
Ibuprofeno.
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Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos para 0 VEGF em que
se verificou no plasma, exatamente a mesma tendéncia que agora se observa para 0 NO.
Os resultados também estdo de acordo estudos de outros autores que referem uma
relacdo entre os niveis de NO e VEGF, sendo que o NO serd necessario para a
estimulagdo do VEGF que, por sua vez ¢ fundamental para a estimulagao das EPC’s.

Os mecanismos de reparo vascular podem ser afetados pela diminuicdo da
mobilizacdo de EPC’s, causada pela redug¢do da biodisponibilidade do NO (Aicher et
al., 2003; Radenkovic et al., 2013). O aumento do NO, (Dimmeler et al., 2001), pode
ser estimulado por vérios fatores, como as estatinas, o exercicio fisico, entre outros;
desta forma, a mobilizagao de EPC’s ¢ aumentada.

Nesse contexto, a eNOS gera NO nos vasos sanguineos, influenciando a
capacidade migratoria de EPC’s, in vitro (Aicher et al., 2003). Desta forma, a eNOS
reflete uma melhoria da mobilizagdo de EPC’s ocasionada pela estimulagdo das
estatinas ou do VEGF (Dimmeler et al., 2001; Mheid et al., 2014). Porém, Gao et al.
(2014), sugere que o eNOS ndo contribui como regulador fisioldgico da mobilizacéo e
fungdo das EPC’s. Nao podemos deixar de verificar que o Ibuprofeno interfere
diretamente neste mecanismo. Sendo um inibidor ndo seletivo da COX parece haver
aqui uma relagdo intima entre a COX e a producdo de NO e VEGF.

Com a pratica do exercicio fisico aerdbio hd aumento das EPC’s, bem como de
outros fatores que estdo ligados na migracéo e proliferacdo destas células, como o NO, o
VEGF, a IL-6 e a COX. O NO ¢ essencial na prolifera¢dao das EPC’s, pois, regula etapas
fundamentais no reparo muscular, bem como a COX-2 que pode aumentar a ocorréncia
de EPC’s no processo de angiogénese (Dimmeleret al., 2001; Fleissner e Thum, 2011;
Mheidet al., 2014; Pedersen e Febbraio, 2008; Soltow et al., 2006).

O NO também regula a IL-6 durante o exercicio fisico, além de ter relacdo
direta com o VEGF, que é responsavel pela mobiliza¢ao das EPC’s. O ibuprofeno altera
0 COX fazendo com que as respostas promovidas pelo exercicio fisico sejam
modificadas, desta forma pode influenciar a funcdo do NO e, consequentemente, do
VEGF, IL-6 e COX-2 (Dimmeleret al., 2001; Fleissner e Thum, 2011; Mheidet al.,
2014; Pedersen e Febbraio, 2008; Soltow et al., 2006).

Estudos em humanos com intervencdo de Ibuprofeno, Soltow et al. (2006),
demonstraram a necessidade da COX-2 para estimular a producao da sintese de proteina

no musculo esquelético apds o exercicio fisico. Pois, o Ibuprofeno, ao inibir a COX,
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pode interferir em outros processos, como a acao do NO e do VEGF, além de impedir o
crescimento muscular (Soltow et al., 2006).

O NO regula a expresséo da COX-2, bem como a liberagdo dos mediadores, as
PGs (Soltow et al., 2006). Além disso, o NO tem sido identificado como um sinal para
ativacdo de células no musculo esquelético, como sugere Soltow et al. (2006), a COX-2
expressa no musculo pode vir a ser controlada pelo NO. Também a IL-6 tem um papel
fundamental na ativacdo da COX parece estar relacionada com a produgdo de NO e
VEGF. Ao analisar os resultados dos valores plasmaticos e tecidulares de 1L-6 (grafico
6) verificamos que apenas no plasma do grupo treinado ha uma diminuicao dos valores

desta citocina.

EL B Conirclo
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Concentragio de IL-6 (pgiml})

Plasma Gastrocnemius

Grafico 6: Concentragdo de IL-6 no plasma e no musculo gastrocnémio. Controlo (n=8);
Controlo com administracdo de Ibuprofeno (controlo + IBU; n=6); ratos treinados (exercicio;
n=10) e Exercicio com administra¢do de Ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O Ibuprofeno foi
administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg"'. As barras representam a média
dos valores e as linhas verticais o erro padrio da média. *p<0.05 do grupo treinado
relativamente ao controlo.

Em termos musculares ha uma tendéncia para um aumento da IL-6 no grupo
treinado e uma tendéncia de diminuicdo no grupo treinado e com Ibuprofeno,
relativamente aos respectivos controlos. Sabemos que o NO também regula a producgao

de IL-6 e que a COX interfere na producdo de ambos.
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O NO aumenta com o0 exercicio fisico e esta envolvido em diversos
mecanismos potenciais, no musculo esquelético, Pedersen e Febbraio (2008), dentre
eles o IL-6. Estudos recentes demonstram que a produgdo no musculo esquelético de
NO, é um importante regulador de sinalizacdo que conduz a IL-6 para o musculo
(Pedersen e Febbraio, 2008).

Esse aumento do NO durante o exercicio fisico, como sugere Pedersen e
Febbraio (2008), atenua os niveis de IL-6 no musculo esquelético de humanos. Além
disso, 0 aumento do NO tem ligacdo com o aumento do VEGF e, consequentemente do
IL-6, por ser regulado pelo NO durante o exercicio fisico bem como regula a COX
(Dimmeleret al., 2001; Fleissner e Thum, 2011; Mheidet al., 2014; Pedersen e Febbraio,
2008; Soltow et al., 2006).

Com o uso do Ibuprofeno, havendo inibicdo da COX, todas as respostas
geradas com o exercicio fisico podem ser alteradas, ou seja, ndo ha aumento do NO e,
consequentemente, o0 VEGF, a IL-6 e a COX-2 sdo também alteradas (Dimmeleret al.,
2001; Fleissner e Thum, 2011; Mheidet al., 2014; Pedersen e Febbraio, 2008; Soltow et
al., 2006).

63



CAPITULO V

CONCLUSOES
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CONCLUSAO

A pratica de exercicio fisico tem vantagens incontestaveis para a saude sendo
cada vez maior o numero de praticantes em todo o mundo. Porém, muitos ainda
encaram o exercicio como uma ferramenta estética pelo que muitas vezes ultrapassam
os seus proprios limites fisiolégicos. Por esta razdo muitas sd3o as substancias
procuradas que aumentem a resisténcia e diminuam a fadiga ou dor a ela associada. O
ibuprofeno ¢ um dos fairmacos que mais ¢ utilizado pelos frequentadores de academias
com este objetivo. Sendo um anti-inflamatoério ndo esteroide, tem alguns efeitos
conhecidos, mas a sua acdo no desempenho fisico e nas adaptacdes fisiologicas e
moleculares ao exercicio ndo esta bem esclarecido.

Este trabalho ¢ a continuacdo de uma hipotese de trabalho que tinha como
objetivo saber qual a influéncia do ibuprofeno a nivel da vascularizagdo muscular
esquelética. Para tal, comecamos por estudar a influéncia do ibuprofeno ao treino
aerdbio cronico nas células progenitoras do endotélio (EPC’s) do sangue periférico.
Estudos anteriores mostraram que o exercicio aumenta o numero de células circulantes
na fase indiferenciada e diminui as células ja com caracteristicas endoteliais. Neste
contexto, verificamos que o ibuprofeno funcionava como uma espécie de freio que
diminuia a capacidade de diferenciacdo das EPC’s induzida pelo exercicio. A reforcar
este fato verificamos que o ibuprofeno ndo permite um aumento dos capilares
musculares, como com exercicio apenas, € ndo permite também o aumento do VEGF.

Neste trabalho foi nosso objetivo estudar o efeito do ibuprofeno nas
substancias reguladoras da mobilizagdo e diferenciacdo das EPC’s, como sendo o NO e
a IL-6. Estes trés fatores (VEGF, NO e IL-6), sabemos que interagem em conjunto no
sentido de promover a formagdo das EPC’s circulantes em células endoteliais maduras
que, supostamente, promovem vasculogénese no musculo treinado.

Assim, os nossos resultados mostraram que na presenca de ibuprofeno o treino
aerdbio diminui os niveis de NO muscular (com aumento dos niveis plasmaticos), e
diminui os niveis tecidulares de IL-6. Assim, os nossos resultados sugerem que a
diminui¢do de mobiliza¢do e diferenciacdo das EPC’s em ratos treinados, mas com
administragdo simultanea de ibuprofeno parece dever-se a uma agdo direta no
mecanismo de controlo das EPC’s. Isto ¢, ao inibir a COX hé inibicdo das NOS que
produzem menos NO. Esta baixa de NO estimula menos a producdo de VEGF. Acresce

que a IL-6 agrava a diminui¢ao de NO criando um ciclo de decréscimo de estimulagao
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das EPC’s. Concluindo, a jung¢do de ibuprofeno com o exercicio aerdbio tende a
diminuir a capacidade de vasculogénese promovida pelo exercicio diminuindo assim os

seus beneficios no musculo esquelético.
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