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RESUMO

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenca multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de pressdo arterial (PA) que pode ser dividida em HA primaria e secundéria. A
dexametasona (DEX) é um glicocorticoide sintético, cujo uso crénico pode desencadear HA. O
uso de DEX em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) pode aumentar o risco de mortalidade
pela hipertensdo exacerbacdo. A rarefacdo da microcirculacdo esta presente tanto na HA primaria
como na induzida por DEX e esta associada com alteragdes nas vias angiogénicas e apoptaticas.
Mais recentemente, os microRNAs vém ganhando visibilidade e sendo considerados importantes
na determinacéo da densidade capilar, contudo, seu papel na rarefagdo microvascular induzida pela
DEX em SHR ainda ndo foi investigado. Inversamente, o treinamento fisico (TF) tem sido
recomendado como co-adjuvante no tratamento da HA. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi
investigar se o treinamento fisico é capaz de atenuar aumento da pressao arterial em SHR tratados
com DEX e se esse efeito esta associado as alteracdes na expressao dos microRNAs relacionadas
a microcirculacdo. Ratos normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR) foram submetidos a 8
semanas de TF em esteira (60% da capacidade méxima, 5 dias por semana, 1 hora por dia) ou
mantidos sedentarios. Durante 14 dias, ap6s as 8 semanas de treinamento fisico, os animais foram
tratados com DEX (50ug/kg de peso corporal por dia, s.c.) ou salina. A pressdo arterial e a analise
espectral foram aferidas ap0s o tratamento com DEX. Posteriormente, o masculo tibial anterior e
o ventriculo esquerdo foram retirados e processados para avaliacdo da densidade capilar e razéo
capilar fibra nessas musculaturas, bem como, para a avaliacdo da producédo proteica do VEGF,
AKT, p-AKT, eNOS, Bcl-2 e capase-3-clivada e da expressdo génica dos microRNAs-16, 21, 126,
155, 221 e 222. Nos ratos Wistar a DEX causou aumento da pressao arterial (+27%), desbalanco
autondmico para o coracdo, reducdo da densidade capilar e da razéo capilar fibra no musculo tibial
anterior, associado a reducdo do VEGF, da p-AKT/AKT, da Bcl-2 e ao aumento da caspase-3-
clivada. Ja o treinamento fisico atenuou o aumento da pressao arterial (-10%) e o desbalanco
autondmico para o coracdo. Ainda, preveniu a reducdo da densidade capilar no musculo tibial
anterior associada ao aumento da expressao do microRNA 126, atenuacao da reducdo do VEGF,
da p-AKT/AKT, da Bcl-2 e a atenuacdo do aumento da caspase-3-clivada. Além disso, o
treinamento fisico aumentou a densidade capilar no ventriculo esquerdo dos animais Wistar por
aumentar a expressdo do microRNA 126, a razdo entre p-AKT/AKT e a eNOS. Nos SHR, a DEX,
ndo acarretou aumento da pressdo arterial. J& o treinamento fisico reduziu a pressdo arterial e
aumentou a densidade capilar e a razdo capilar fibra no musculo tibial anterior e no ventriculo
esquerdo. Assim, pode-se concluir o pré-condicionamento fisico atenua a hipertenséo arterial
induzida pela DEX em ratos Wistar, por prevenir o desbalanco autonémico para o coracdo, bem
como a rarefacdo da microcirculacdo na musculatura esquelética, resposta esta que foi associada a
maior expressao do microRNA 126. Além disso, o TF per se promove angiogénese no miocardio
associada ao aumento do microRNA 126, independente do tratamento com DEX. Ainda, o TF foi
eficaz em reduzir a hipertenséo arterial nos SHR, independente do tratamento com a DEX, por
melhorar o balango autondmico e a microcirculagdo dos musculos tibial anterior e cardiaco. Vale
ressaltar que a DEX ndo exacerbou as alteracfes hemodinamicas e da microcirculacao ja presentes
nos SHR.

Palavras chaves: Glicocorticoide, exercicio fisico, pressdo arterial, rarefacdo, musculatura

esquelética.



ABSTRACT

Hypertension (HT) is a multifactorial disease characterized by elevated and sustained blood
pressure (BP), which can be primary or secondary. Dexamethasone (DEX) is a synthetic
glucocorticoid and its chronic use causes hypertension. Hypertension exacerbation induced by
DEX on spontaneously hypertensive rats (SHR) could increase mortality risk. Microvascular
rarefaction is present in both primary and DEX-induced hypertension and it is associated with
angiogenic/apoptotic pathway unbalance. More recently, microRNA has been considered
important in determining the genesis of spontaneous hypertension, however, their role in DEX-
induced hypertension in SHR has not been investigated. Conversely, physical training (T) has been
recommended as a co-adjuvant for the HT treatment. Thus, the aim of the present study was to
investigate whether physical training is able to attenuate blood pressure increase in SHR treated
with DEX and whether if this effect is associated with changes in microRNA related to
microcirculation . Normotensive (Wistar) and hypertensive (SHR) rats underwent 8 weeks of T on
a treadmill (60% of maximum capacity, 5 days a week, 1 hour a day) or kept sedentary. During 14
days, after 8 weeks of physical training, animals were treated with DEX (50ug / kg of body weight
per day, s.c.) or saline. Blood pressure measurement and spectral analysis were performed after
DEX treatment. Subsequently, tibialis anterior muscle and left ventricle were removed and
processed for capillary density and capillary-to-fiber ratio evaluation, as well as VEGF, AKT, p-
AKT, eNOS, Bcl-2, capase-3-cleaved proteins levels and microRNA-16, 21, 126, 155, 221 and
222 expression. In Wistar rats, DEX increased blood pressure (+27%), caused an autonomic
imbalance to the heart, reduced capillary density and capillary-to-fiber ratio on tibialis anterior
muscle associated with VEGF, p-AKT / AKT, Bcl-2 reduction and caspase-3-cleaved increase.
Training attenuated blood pressure (-10%) increase and autonomic imbalance to the heart and
prevented capillary density and capillary-to-fiber ratio reduction on tibialis anterior muscle
associated with microRNA 126 increase and with a better balance between VEGF, p-AKT/AKT,
Bcl-2 and caspase-3-cleaved levels. In SHRs, training reduced blood pressure and increased
tibialis anterior muscle and left ventricle capillary density and capillary-to-fiber ratio. Thus,
exercise training attenuates hypertension induced by DEX in Wistar rats due to autonomic
imbalance attenuation and microcirculation rarefaction prevention associated with microRNA 126
increase. T, per se, induced myocardium angiogenesis associated with microRNA 126 increase,
regardless DEX treatment. In addition, T reduced H in SHR, regardless DEX treatment, due to
autonomic balance and microcirculation improvement. DEX did not exacerbate hemodynamic and
microcirculation alteration already present in SHR.

Keywords: Glucocorticoid, physical exercise, blood pressure, rarefaction, skeletal muscle.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertensao arterial, dexametasona e microcirculagéo

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenca clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de pressdo arterial (PA). Esta patologia é considerada o principal fator de
risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e coronarianas e um grave problema de
salde publica, uma vez que afeta aproximadamente 35% a 40% da populacédo europeia e 25% da
populacéo brasileira (MUNTER et al., 2002; CHEN et al., 2012, MANCIA et al., 2013). A HA
pode ser dividida em dois tipos: 1/ hipertensdo primaria ou essencial que consiste em uma alteracdo
multifatorial condicionada por fatores genéticos e ambientais, 2/ hipertensdo secundaria, que esta
associada a outras doencas como estenose arterial renal, apneia do sono, doencas endocrinas e/ou

uso crénico de medicamentos.

Diversos sdo 0s mecanismos que podem estar envolvidos na génese e manutencdo da HA
como o aumento da atividade nervosa simpatica (BRUM et al., 2000), reducdo do 6xido nitrico
(NO)(XAVIER-VIDAL, 2012), enrijecimento arterial, ou seja, diminuicdo da complacéncia dos
vasos que é determinada pelo aumento da velocidade da onda de pulso (VOP) (PIZZI et al., 2006;
ALGHATRIF E LAKATTA, 2015; LI et al., 2016), como também o aumento da resisténcia
periférica vascular (AMARAL et al., 2000), associado a reducdo da luz arteriolar (OVERTON et
al., 1998), aumento da razdo parede-luz das arteriolas (AMARAL et al., 2000) e/ou a rarefacao de

capilares (AMARAL et al., 2000; AMARAL E MICHELINI, 2011; FERNANDES et al., 2012).

A densidade de vasos é mantida por um balanco entre fatores que promovem a formacéo
de novos vasos (angiogénicos) e fatores que promovem a morte celular (apoptoticos), sendo que
0 desbalangco desse mecanismo pode contribuir tanto para a formacdo de novos vasos

(angiogénese) como para a rarefacdo de capilares (apoptose) (GERBER et al., 1998).

A angiogénese € um processo fisiologico de formagéo de novos vasos a partir de vasos pré-

existentes e seu principal estimulador é o fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF)
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(NICOSIA et al., 1994). Existem 8 isoformas do VEGF (VEGF-121, VEGF-145, VEGF-148,
VEGF-165, VEGF 165b, VEGF-183 e VEGF-206) os quais podem interagir com 3 isoformas de
receptores (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3) (FERRARA, 2009). Tem sido demonstrado que
suas acOes podem ser desenvolvidas por meio de dois mecanismos diferentes, conforme observado
na representacdo esquematica da Figura 1: 1/ age como proteina chave da angiogénese fisiologica
pela ativacdo da fosfolipase C (PLC) que estimulard a formacéo de diacilglicerol (DAG) e IPs-
inositol 1,4,5-trifosfato, aos quais aumentam o Ca?* intracelular. O aumento de Ca?* promove
ativacdo da enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), responsavel pela formacéo de o6xido
nitrico (NO), gas que atua na vasodilatacdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria, crescimento da
musculatura lisa, inibicdo da adesdo de mondcitos e leucdcitos no endotélio e na angiogénese
(COHEN etal., 1983; KUBIS et al., 2002); 2/ age como fator anti-apoptotico, pela ativacao da via
fosfatidilinositol-3-quinase /proteina quinase B (PI3K/AKT), que ira fosforilar a Bcl-2-like protein
4 (Bax) (proteina apoptotica) desativando-a e proporcionando a sobrevivéncia da célula (GERBER
et al., 1998; ROY et al., 2006). Ainda, a AKT também pode fosforilar a eNOS, auxiliando na

producdo de NO (FERRARA, 1999) (Figura 1).

Por outro lado, a apoptose € um processo que elimina células por meio de sinais internos
gue controlam a expressao génica das proteinas da familia Bcl-2, que possui proteinas que induzem
a morte celular (apoptéticas) como a Bcl-2 interacting-domain death agonist (Bid), Bcl-2
homologous antagonist/killer (Bak), Bcl-2-associated death promoter (Bad) e Bax e proteinas
que suprimem a morte celular (anti-apoptéticas) como a B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e a Bcl-2-
associated X protein (Bcl-x2)(BORNER, 2003; JUNG et al., 2014). Em situacfes onde esse
processo € ativado, como por exemplo durante situacGes de estresse, danos no acido
desoxirribonucleico (DNA), hipdxia ou mesmo na auséncia de fatores angiogénicos (VEGF), a
fosforilacdo da proteina apoptotica Bax ndo acontece, possibilitando a Bax competir com o sitio

de ligagéo das proteinas anti-apoptoticas na mitocondria (Figura 1). Este mecanismo provoca a
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liberacdo do citocromo C da mitocondria para o citoplasma, que se associa a proteina Apaf-1 e
forma o apoptossomo (complexo proteico formado pela jungéo entre citocromo c e proteina Apaf-
1) dando inicio ao processo de formacéo das caspases, ativando a procaspase-9 e posteriormente
a caspase-3 que ira sinalizar, clivar e condensar as células para serem fagocitadas por macrofagos

(GRIVICICH et al., 2007).
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Figura 1: Demonstragdo esquematica das vias de ativacdo angiogénica, adaptado de (ROY et al., 2006) e apoptdticas,
adaptado de (GRIVICICH et al., 2007; SANZ et al., 2008).

Mais recentemente, alguns autores tém sugerido que os micro &cidos ribonucleicos
(microRNA) apresentam papel importante regulacdo da angiogénese e da apoptose nas células
endoteliais (URBICH et al.,, 2008; QUINTAVALLE et al., 2011). Os microRNAs séo
caracterizados como uma nova classe de pequenos acidos ribonucleicos (RNASs) de fita simples,
com um tamanho de aproximadamente 22 nucleotideos, codificados pelo genoma, que sdo capazes
de regular a expressdo génica de todas as vias biologicas (GUO et al., 2010; HARTMANN E

THUM, 2011).
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O primeiro microRNA foi descoberto em 1993 e denominado de lineage-deficient-4 (lin-
4) (LEE et al., 1993) e, somente sete anos depois, 0 segundo microRNA foi descoberto (let-7)
(REINHART et al., 2000) sendo associados ao desenvolvimento de larvas. A partir de entéo,
microRNAs relacionados a regulacdo desenvolvimental foram descobertos em outras espécies
possibilitando a hipotese de que os microRNAs pudessem regular outros processos biologicos
(PASQUINELLLI et al., 2000; SUAREZ E SESSA, 2009). Hoje o0 miRBase (banco de dados de
bioinformatica) possui mais de 35.000 microRNAs catalogados em mais de 220 organismos
(URBICH et al., 2008). O microRNA se liga a regido 3°’'UTR do mRNA alvo exercendo seus
efeitos regulatdrios de reducdo dos niveis protéicos de seus genes alvo, que pode ocorrer tanto pela
inibicdo como pela degradacdo do mRNA. Um microRNA pode regular diferentemente cerca de

200 mRNAs (SMALL E OLSON, 2011).

Diversos microRNAs foram relacionados ao processo de angiogénese e apoptose, dentre
0s principais pode-se citar os microRNAs 16, 21, 126, 155, 221 e 222 (WANG et al., 2008; FISH
et al., 2008; URBICH et al., 2008; SUAREZ E SESSA, 2009; CHAMORRO-JORGANES et al.,
2011; SUN et al., 2012; NEVES et al., 2014; FERNANDES et al., 2012). Dentre estes, 0
microRNA 126 foi destacado por regular a formacéo de capilares e a sobrevivéncia celular. Como
demonstrado na Figura 1, o microRNA 126 inibe as proteinas que regulam negativamente as vias
MAPK e PI3K/AKT e assim, consequentemente, a sinaliza¢do do VEGF, caracterizando-o como
angiogénico (FISH et al., 2008; WANG et al., 2008). Por outro lado, miméticos do microRNA 16
provocaram reducdo tanto do VEGF como da Bcl-2, enquanto antagonistas do microRNA 16
acarretaram aumento dessas proteinas, caracterizando esse microRNA como anti-angiogénico
(CIMMINO et al., 2005; URBICH et al., 2008; CHAMORRO-JORGANES et al., 2011). A Bcl-2
também é considerada um alvo para o microRNA 21 (JI et al., 2007). Da mesma forma, 0s
microRNA 155, 221 e 222 também foram descritos como anti-angiogénicos por regularem

negativamente a eNOS (URBICH et al., 2008; SUAREZ E SESSA, 2009; SUN et al., 2012). Por
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fim, o microRNA-205 tem como alvos validados o VEGF e a AKT (YUE et al., 2012; WANG et

al., 2013), como visto na Figura 1.

Vaérios estudos demonstram que ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam
rarefacdo microvascular, tanto em musculatura esquelética como cardiaca (GREENE et al., 1989;
AMARAL etal., 2000; LEVY etal., 2001; AMARAL E MICHELINI, 2011; FERNANDES et al.,
2012) e os autores tém sugerido que esta rarefacdo pode estar associada tanto com a reducgédo dos
niveis de fatores angiogénicos como 0 VEGF e a eNOS (FERNANDES et al., 2012; KUBIS et al.,
2002; WANG et al., 2004) como com a ativacdo da sinalizacdo apoptética (FERNANDES et al.,
2012). Neste sentido, tem sido sugerido que os microRNAs possam estar envolvidos com essas
alteracdes, uma vez que foram evidenciadas associacdes entre a reducdo da expressdao do
microRNA-126 e aumento dos microRNAs 16, 21 e 205 com a reducdo da eNOS, do VEGF e da

Bcl-2 no musculo séleo (SOL) de SHR (FERNANDES et al., 2012; FERNANDES, 2015).

A HA secundaria, provocada pelo uso crénico de DEX (MONDO et al., 2006; HERRERA
et al., 2016), também tem sido associada com a rarefacdo de capilares (HERRERA et al., 2016).
Estudos mostram que a DEX parece provocar reducdo do nimero de vasos tanto in vitro como in
vivo (VOGT E SCHMID-SCHONBEIN, 2001; NAKAO et al., 2012, MIRABELLI et al., 2014,
BRAUN et al., 2015; HERRERA et al., 2016) e esse efeito deletério da droga parece estar
associado tanto a reducdo do fator angiogénico VEGF (BAREL et al., 2010; HERRERA et al.,
2016) como a reducéo da proteina anti-apoptética Bel-2 e da razdo entre a Bcl-2/Bax, 0 que auxilia
na ativacdo da via apoptotica (HERRERA et al., 2016). Entretanto, diferentemente dos SHR, nada
se sabe sobre a contribuicdo dos microRNAs nas alteracdes evidenciadas na microcirculacao

induzidas pela DEX.

Sabendo-se que a DEX ¢é um farmaco amplamente utilizado na clinica como anti-
inflamatdrio e antialérgico, além de outras utilizagdes (CARDOSO et al., 2013; MARDANI E

BIGDELIAN, 2013; REBEYROL et al., 2012) e que individuos hipertensos podem fazer o uso
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desse medicamento, é plausivel a ideia de que o tratamento com a DEX poderia provocar aumento
mais acentuado da PA de individuos ja hipertensos. Esta resposta poderia estar associada a um
maior desbalanco autonémico para o coracdo e a maiores efeitos deletérios na microcirculagéo, o
que, em conjunto, poderiam culminar em um drastico aumento do risco de morbi-mortalidade
nesses pacientes. Neste sentido, é extremamente importante a determinacdo dos efeitos da do
tratamento com a DEX sobre os mecanismos que determinam a hipertenséo arterial, para que seja
viavel a prescricdo adequada deste farmaco, priorizando a reducdo dos riscos para a populacao

hipertensa.

Estudos mostram que ndo houve diferenca significativa na PA de SHR adrenalectomizados
que realizaram o tratamento com DEX (STERN et al., 1984; DELANO et al., 2005), entretanto a
retirada das glandulas adrenais inviabilizou a investigacdo do efeito da DEX no aumento da PA
nesses estudos, uma vez que a adrenalectomia provoca reducdo da PA nesse modelo experimental
(STERN e al., 1984). Ja, ratos da primeira geracdo de pais SHR, denominados de borderline
hypertensive rats (BHR), expostos a DEX no periodo de gestacdo, apresentaram maior aumento
da PA quando comparados a ratos normotensos que também foram expostos a DEX (BECKTOLD
et al., 2008). No entanto, apesar do indicio que a exposi¢do ao tratamento com a DEX no periodo
de gestacdo é capaz de aumentar ainda mais a PA de hipertensos, até 0 momento, nada se sabe
sobre o efeito do tratamento com a DEX na PA de SHR adultos, muito menos sobre 0s possiveis

mecanismos que possam estar envolvidos.

1.2 Treinamento fisico e hipertensdo arterial
O treinamento fisico (TF) tem sido amplamente recomendado como tratamento néo
farmacoldgico para hipertensos, principalmente os programas de exercicios de baixa a moderada

intensidades (MANCIA et al., 2013; PESCATELLO et al., 2004).

Véarios mecanismos estdo relacionados com a reducdo da PA provocada pelo TF, dentre

eles pode-se citar reducdo da atividade nervosa simpatica (CAVALCANTI et al., 2009;
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MARTINEZ et al., 2011), melhora do controle autonémico para o coracdo (BURGI et al., 2011;
HIGA-TANIGUCHI et al., 2007), reducéo da resisténcia vascular periférica (AMARAL et al.,
2000; AMARAL E MICHELINI, 2011) e a prevencdo da reducdo do nimero de vasos (AMARAL
et al., 2001; AMARAL et al., 2008; FERNANDES et al., 2012). Em relacdo a microcirculagéo,
varios autores tém demonstrado os efeitos benéficos do TF em atenuar a reducdo da densidade
capilar (DC), resposta esta que pode contribuir significativamente para o melhor controle da PA,
tanto em animais espontaneamente hipertensos (AMARAL et al., 2000, FERNANDES et al, 2012)
como em humanos (HANSEN et al., 2010). Tem sido demonstrado que o efeito do TF na
microcirculacdo ocorre rapidamente, em cerca de horas a 3 dias (GUSTAFFSON et al., 1999;
AMARAL et al., 2001, AMARAL et al., 2008) e permanece ao longo do periodo de treinamento

(AMARAL et al., 2008; LAUGHLIN E ROSEGUINI, 2008; HARBER-ABEL et al., 2012).

Durante as sessdes de exercicio fisico, tanto a reducao da pressédo parcial de oxigénio como
0 shear-stress (estresse de cisalhamento), atuam como estimulos para as células endoteliais
liberarem o fator de transcricdo induzivel por hipéxia (HIF-1a). O HIF-1a, por sua vez, aumenta
a expressdo do VEGF, proteina esta que provoca tanto a inibicdo da cascata de apoptose como
estimula a angiogénese, contribuindo para a prevencao da rarefacdo de capilares (AMARAL et al.,
2000; AMARAL et al., 2001; AMARAL et al., 2008; SEMENZA, 2009; FERNANDES et al.,

2012; ALMEIDA et al., 2013).

Além do VEGF, outros efeitos benéficos do TF em modular fatores angiogénicos e
apoptoticos parecem auxiliar na prevencdo da rarefacdo em hipertensos. Tem sido destacado um
aumento na expressao de receptores de VEGF (VEGFR-2), prevencédo da reducdo da eNOS e da
proteina anti-apoptética Bcl-2, bem como a prevencdo do aumento da proteina apoptotica Bad

(FERNANDES et al., 2012).

Além disso, progressos recentes vém sendo mostrados na utilizacdo do microRNA como

base terapéutica envolvendo tanto terapias farmacoldgicas como nédo farmacoldgicas (treinamento
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fisico) no controle da hipertensdo (SHI, 2015). Os microRNAs estdo relacionados tanto com as
fases iniciais como com a progressao da hipertenséo e, as alteracdes de suas expressées podem ser
utilizadas tanto para o diagnostico, prognéstico como para o tratamento desta patologia. Drogas
anti-hipertensivas, como anti-microRNA e miméticos de microRNA, vem sendo testadas como
novo método de tratamento para a hipertensdo (SHI, 2015) e os resultados tém sido positivos.
Neste sentido, foi demonstrado que SHR tratados com inibidores do microRNA-22 apresentaram
diminuicdo da PA por meio da modulacédo da atividade nervosa simpatica (FRIESE et al., 2013).
Ja com relacdo ao TF utilizado como tratamento ndo farmacoldgico para a hipertensao envolvendo
0os microRNA, tem sido demonstrado que o estresse de cisalhamento regula a expressao de
microRNAs nas células endoteliais, podendo esses microRNAs estarem especificamente
relacionados a angiogénese e a apoptose, auxiliando na prevencdo da rarefacdo de capilares
(NEVES et al., 2014). Tem sido evidenciado em cultura de celular que, apds o estresse de
cisalhamento, as células apresentam aumento da expressdo do microRNA-21, que influencia
negativamente a apoptose endotelial pela fosforilacdo da eNOS e a producdo do NO (WEBER et
al., 2010). Da mesma forma, ratos SHR que foram submetidos a 10 semanas de TF de natacao
apresentaram atenuacdo do aumento dos microRNAs-16,-21,-205 e diminuicdo do microRNA-
126, que foram diretamente relacionados com a manuten¢do dos niveis de VEGF, eNOS e Bcl-2

e com a prevencdo da rarefacdo de capilares (FERNANDES, 2015).

Mais especificamente sobre o efeito do TF na HA induzida pela DEX, estudo recente do
nosso laboratorio mostrou, pela primeira vez, que o TF é capaz de atenuar o aumento da PA
induzida por DEX (HERRERA et al., 2016) e que esse efeito estd associado tanto com um melhor
balango autonémico para o coragéo e reducao da atividade nervosa simpatica para 0s vasos, Como
com a prevencéo da rarefacdo de capilares na musculatura esquelética (HERRERA et al., 2016).
Esta manutengé@o da microcirculacdo apos o TF foi acompanhada pela prevencdo da redugéo do

VEGF, da Bcl-2 e da razdo entre a Bcl-2/Bax (HERRERA et al., 2016). Importante destacar que
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o efeito observado na prevencdo da reducdo do VEGF na musculatura esquelética parece ser
dependente da dose de DEX utilizada e da forma de administracdo, uma vez que este resultado

néo foi observado em outro estudo com dose 10x maior (BAREL et al., 2010).

Contudo, apesar das evidéncias de efeitos benéficos no TF na microcirculacdo de ratos
treinados e tratados com DEX, até 0 momento, nada se sabe sobre a contribuicdo dos microRNAS
nesse contexto, muito menos, dos efeitos benéficos na microcirculacdo que o TF poderia
proporcionar em individuos hipertensos, com o risco de vida drasticamente aumentado devido ao

tratamento com DEX.

Assim, enquanto os tratamentos farmacologicos agem para aliviar os sintomas, as terapias
com microRNAs podem influenciar na origem do problema e serem mais promissoras. Neste
sentido, o exercicio fisico, a partir da modulacdo dos microRNAS, passa a ser uma potente
estratégia ndo farmacoldgica para conter o problema desde sua origem, evitando ou atenuando 0s

efeitos colaterais dos medicamentos.

Com isso, foi hipdtese deste trabalho que o TF, realizado antes e concomitante ao
tratamento com DEX em SHR, fosse capaz de modular a expressao dos microRNAs relacionados

amicrocirculacdo e contribuir de forma significativa para reduzir a PA de SHR tratados com DEX.

2 OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente estudo foi investigar se TF é capaz de modular a expressao dos
microRNAs relacionados com a microcirculagao e assim possa prevenir o aumento da PA em SHR

tratados com DEX.

Os objetivos especificos foram:
1/ Determinar se a DEX provoca aumento acentuado da PA em SHR e se esta resposta

estd associada com a alteracbes nos microRNAs relacionados com microcirculagdo. Para isso
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foram analisadas a DC e a razdo capilar / fibra, a producdo proteica do VEGF, AKT, p-AKT,
eNOS, Bcl-2 e caspase-3-clivada e a expressao génica dos microRNAs 16,21,126,155,221 e 222
no masculo tibial anterior (TA) e no ventriculo esquerdo (VE) dos animais normotensos (Wistar)

e hipertensos (SHR) sedentarios, tratados ou ndo com DEX.

2/ Determinar se o TF € capaz de diminuir o aumento acentuado da PA em SHR tratados
com DEX e se esse efeito esta associado com 0s microRNAs. Para isso foram analisadas a DC e a
razdo capilar / fibra, a producéo proteica do VEGF, AKT, p-AKT, eNOS, Bcl-2 e caspase-3-
clivada e a expressdao génica dos microRNAs 16,21,126,155,221 e 222 no masculo TA e no VE
dos animais normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR) treinados, tratados ou ndo com DEX.

3/ Determinar se 0s microRNAs possuem contribui¢do na diminui¢cdo do nimero de vasos
na musculatura esquelética associado a alteracBes das vias angiogénicas e apoptoticas na HA
induzida por DEX em ratos Wistar e se 0 TF é capaz prevenir essas alteracfes. Para tanto foram
analisadas a DC e a razdo capilar / fibra, a producéo proteica do VEGF, AKT, p-AKT, eNOS, Bcl-
2 e caspase-3-clivada e a expressdo génica dos microRNAs-16,21,126,155,221 e 222 no musculo

TA e no VE dos animais normotensos (Wistar) sedentarios e treinados, tratados ou ndo com DEX.

3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos (SHR) com
idade de 7-8 semanas (250-300g). Durante o protocolo experimental os animais foram mantidos
em gaiolas com até cinco animais, no Biotério de Manutencdo da Faculdade de Ciéncias da
UNESP, campus de Bauru, em ciclo-claro escuro de 12:12 horas e temperatura controlada de 22°C.
A racdo e agua filtrada foram fornecidas ad libitum. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias, UNESP-BAURU

(Processo n°836/2016) (ANEXO 1).
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3.1 Capacidade fisica maxima dos animais

Os animais passaram por 10 dias de adaptacdo a esteira (modificada para ratos, possuindo
10 raias suspensas de ferro, Inbramed, Millennium). Posteriormente, todos os animais realizaram
0 Teste de esforgo maximo (TEM-1) que determinou a capacidade fisica maxima de forma indireta.
Foi utilizado um protocolo adaptado que preconiza aumentos de velocidade de 3 m/min a cada 3
min de exercicio na esteira até a exaustdo (BAREL et al., 2010). Este teste foi repetido apos 4
(TEM-2), 8 (TEM-3) semanas e ap0s 0s 14 dias de tratamento com a DEX (TEM-4) para reajuste
das velocidades visando a garantia da manutencao da intensidade até o final do protocolo e para
avaliacdo da capacidade fisica. Os animais sedentarios foram colocados a cada 15 dias na esteira
para permanecerem adaptados e realizaram 0s testes maximos nos mesmos periodos que 0s

treinados.

3.2 Grupos experimentais

Posteriormente ao teste de esforco maximo, os animais foram divididos em oito grupos,
distribuidos de forma que ndo apresentassem diferenca entre capacidade fisica maxima e peso
corporal. Em seguida foram aleatoriamente divididos em: GRUPO 01 — 10 animais Wistar que
permaneceram sedentarios durante todo o periodo do experimento e receberam tratamento com
salina nos ultimos 14 dias; GRUPO 02 — 10 animais Wistar que permaneceram sedentarios durante
todo o periodo do experimento e receberam tratamento com dexametasona nos Gltimos 14 dias;
GRUPO 03 - 10 animais Wistar que realizaram o treinamento fisico por 70 dias, inclusive durante
o0 tratamento, e receberam tratamento com salina nos ultimos 14 dias; GRUPO 04 - 10 animais
Wistar que realizaram o treinamento fisico por 70 dias, inclusive durante o tratamento, e receberam
tratamento com dexametasona; GRUPO 05 — 10 animais SHR que permaneceram sedentarios
durante todo o periodo do experimento e receberam tratamento com salina nos Gltimos 14 dias;
GRUPO 06 — 10 animais SHR que permaneceram sedentarios durante todo o periodo do

experimento e receberam tratamento com dexametasona nos ultimos 14 dias; GRUPO 07 — 10
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animais SHR que realizaram o treinamento fisico por 70 dias, inclusive durante o tratamento, e
receberam tratamento com salina nos ultimos 14 dias; GRUPO 08 - 10 animais SHR que
realizaram o treinamento fisico por 70 dias, inclusive durante o tratamento, e receberam tratamento

com dexametasona nos ultimos 14 dias. A Figura 2 demonstra o protocolo experimental que foi

utilizado.
Treinamento Fisico (70 dias)
Semanas Dias
.|
3 PC PC 3 PC PC PC 3 }
PC PC PC
Teste max Teste max Teste max Teste max
Canulacio
PC ¥
Dexametasona PA direta
(decadron®, 50 ng/kg, s.c.) Eutanasia
ou salina

Figura 2. Linha do tempo do protocolo experimental durante 70 dias. Peso corporal (PC), teste maximo (Teste max),
pressdo arterial (PA).

3.3 Protocolo de treinamento fisico

Os animais foram submetidos a um periodo de TF em esteira ergométrica durante uma hora
por dia, por 8 semanas, com intensidade de 60% da velocidade maxima atingida no teste de esforco
méaximo, seguindo protocolo previamente publicado (SILVA et al., 1997). Durante os 14 dias de

tratamento com DEX ou salina os animais treinados continuaram seu treinamento.

3.4 Tratamento farmacoldgico

Foi utilizado o Decadron injetavel (fosfato dissédico de dexametasona - 4mg/mL, ampola
de 2,5mL) do laboratorio farmacéutico Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A (Guarulhos, SP,
Brasil). Em cada animal foi administrada a dose de 50ug/kg por dia, de forma subcutanea, durante

14 dias. O tratamento foi realizado diariamente até as 9 horas da manha. Os animais do grupo
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controle receberam salina de forma subcutanea no mesmo volume que o calculado para DEX,

durante 14 dias nos mesmos horarios que o0s animais tratados com DEX.

3.5 Determinacéo da presséo arterial direta

3.5.1 Confecgéo de canulas

Para a confeccdo das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50 (Scientific
Commodities Inc. Lake Havazu, AZ, Estados Unidos), aos quais foram soldados a tubos de
polietileno PE-10 (Scientific Commodities Inc Lake Havazu, AZ, Estados Unidos), como

previamente publicado (AMARAL et al., 2000).

Os animais foram anestesiados com ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 7mg/Kg) e
DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 80mg/Kg), CEVA, Paulinia, SP, Brasil. Posteriormente,
foi realizada uma incisdo no pescoco do animal, localizada a artéria cardtida, na qual foi
introduzida a parte mais fina da canula preenchida com solucao fisioldgica heparinizada. A outra
parte da canula foi exteriorizada na regido dorsal do animal. Apos o término do procedimento foi
aplicado analgésico (Flunixina meglumina 0,025 mg/kg, i.m., Schering-Plough, Cotia, SP, Brasil)

e aguardadas 24 horas para recuperacdo do animal (AMARAL et al., 2000).

3.5.2 Registro de PA e frequéncia cardiaca

Apds arecuperacdo da cirurgia, a PA foi registrada continuamente nos ratos acordados pela
conexdo da canula da artéria cardtida ao sistema de registro, usando frequéncia de amostragem de
2000 Hz (transdutor e pré-amplificador, ADinstrumenst®, Colorado Springs, CO, Estados Unidos)
conectado ao computador. PA pulsatil e a FC foram registradas utilizando o software LabChartPro.
7.0. A partir dos valores de PA pulsatil, foram calculadas as pressdes arterial sistélica (PAS),

pressdo arterial diastolica (PAD) e pressdo arterial média (PAM).
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3.5.3 Analise espectral

A partir da PA pulsatil (15-30 minutos) foram detectados os pontos de inflex&o ciclo por
ciclo (PAS, batimento por batimento) utilizando o software LabChartPro v 7.0 (ADInstruments,
NSW, Australia). A variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e da pressao arterial sistélica (PAS)
foi analisada no dominio da frequéncia a partir do software desenvolvido pelo Prof Dr. Daniel

Penteado Martins Dias (CardioSeries V2.4, http://www.danielpenteado.com). A andlise da

variabilidade da FC foi realizada por meio da decomposicdo do sistograma pela Transformada
Répida de Fourier e a variabilidade da PAS realizada por meio do tacograma do registro da PAS.
Posteriormente, foram determinadas as poténcias das bandas de baixa frequéncia (BF, 0,20-0,75
Hz) e de alta frequéncia (AF, 0,75-3,0 Hz) que correspondem, respectivamente, a atividade
nervosa simpatica e parassimpatica e parassimpatica. Além disso foi determinado o balango

simpato-vagal, pela razdo BF/AF (SILVA et al., 2015).

3.6 Retirada dos musculos cardiaco e esquelético

Os animais foram eutanasiados por sobrecarga de anestésico ANASEDAN® (cloridrato de
xilasina, 20mg/Kg), e DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 160mg/Kg), CEVA, Paulinia, SP,
Brasil. Apés a confirmacéo da eutanasia, 0 VE e o musculo TA foram removidos, limpos, pesados

e separados para analises histoldgica, proteica e génica.

3.6.1 Anélises morfométricas
Amostras do VE e TA foram imediatamente envolvidos por talco neutro, cobertos com
tissue tek (Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, Estados Unidos) e mergulhados em nitrogénio

liquido. Apos o congelamento, as amostras foram armazenadas em freezer a -80° C.

Os cortes transversais (5-10 um) dos tecidos foram realizados com o material congelado,
dentro criostato (-20°C) (Leica®, CM 1850, Nussloch, Alemanha), os quais, posteriomente foram

fixados em laminas para a realizacdo da técnica de coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE),


http://www.danielpenteado.com/
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como previamente publicado (HERRERA et al., 2016; JESUS et al., 2020). Posteriormente, em
microscopio de luz (Olympus Bx50, Toquio, Japdo) os cortes foram analisados utilizando-se

objetiva de 40x e, em seguida, foram fotografados (DP Controler, Olympus, Toquio, Japéo).

De forma off-line, a densidade capilar foi obtida pela média da contagem da quantidade de
capilares identificados nas fotos e a razdo capilar/fibra pela razdo entre a quantidade de capilares
e a quantidade de fibras identificadas, utilizando o programa Image.pro Plus 6.2 (Bethesda, MD,

Estados Unidos), como previamente publicado (MOURA et al., 2011, HERRERA et al., 2016).

3.6.2 Protocolo de dosagem de proteina

O VE e o TA foram homogeneizados em uma solucdo de RIPA (Cell SignalingTechnology,
Inc Danvers, MA, Estados Unidos) contendo varios inibidores de proteases. No momento da
homogeneizacdo foram adicionados 1% de phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) e 0,1% de PIC
(Coquetel inibidor de protease, Sigma Aldrich St. Louis, MO, Estados Unidos). Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm (11.200 g) por 10 minutos, na temperatura de 4°C

e, em seguida, o sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford utilizando o kit
comercial Bio-Rad kit (ProteinAssay Standard 11, Bio-Rad Hercules, CA, Estados Unidos) com
albumina como padrdo, como previamente publicado (AMARAL et al., 2001). Os valores de
absorbancia foram analisados no leitor de microplacas (BMG Labtech, Spectro Star nano,
Ortenberg, Alemanha) utilizando uma placa de 96 po¢os. Apos a dosagem, as amostras foram

estocadas em freezer a —20° C até serem utilizadas para os experimentos de Western Blotting.

3.6.3 Procedimento de Western Blotting
As proteinas foram eletroforeticamente separadas por tamanho, usando um sistema de gel
de poliacrilamida conforme publicacdo prévia do laboratério (AMARAL et al.,, 2001).

Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas de poliacrilamida, em diferentes



32

concentracdes: 5% na camada superior e de 8 a 12% na camada inferior, dependendo do peso
molecular da proteina. A solugdo tampé&o de corrida constituiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de
Tris, 0,1% de SDS, pH 8,3. As amostras foram colocadas para correr por aproximadamente 60
minutos a 200 V num sistema de eletroforese (Bio-Rad, Philadelphia, PA, Estados Unidos).
Marcadores de peso molecular (Bio-Rad, Philadelphia, PA, Estados Unidos) foram
simultaneamente utilizados como tamanho padrdo. As proteinas foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose com aplicacéo de corrente de 120 V por
1 hora e meia em um tampdo: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 20% de metanol, pH 8,3. Apo6s
a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de proteina colocada em cada coluna foi conferida
com a coloracao de Ponceau (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) e posteriormente as
membranas foram lavadas em solucdo Tris-Buffered Saline and Tween 20 (TBS-T) (0,959 de
Trisma —HCI; 0,509 de Trisma Base; 8,89 de NaCl e ImL de Tween 20 para um litro de agua
destilada). Na etapa seguinte foi utilizado o aparelho Snapld (Millipore, Darmstadt, Hesse,
Alemanha) para incuba¢do das membranas com solucdo bloqueadora (3% de albumina diluida em
solucdo TBS-T) por 2 minutos. Em seguida as membranas foram incubadas por 10 minutos com
diluicdo apropriada do anticorpo para VEGFies (human anti-mouse monoclonal, 1:1.000, BD
Pharmingen San Diego, CA, EUA), Bcl-2 (anti-rabbit polyclonal, 1:500, Cell Signaling
Tech, Danvers, MA, EUA), Proteina quinase B (AKT) (anti-rabbit polyclonal, 1:1.000, Cell
Signaling Tech, Danvers, MA, EUA), fosfo-AKT (p-AKT) (anti-rabbit polyclonal, 1:1.000, Cell
Signaling Tech, Danvers, MA, EUA), eNOS (anti-mouse monoclonal, 1:1.000, BD Pharmingen,
San Diego, CA, EUA), caspase-3-clivada (anti-rabbit polyclonal, 1:1.000, Cell Signaling Tech,
Danvers, MA, EUA) e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (anti-rabbit polyclonal,
1:1.000, R&D SYSTEMS, Minneapolis, MN, EUA) para normalizacdo. Logo apds, as membranas
foram lavadas em 5 mL de solucdo TBS-T, por 3 vezes de 10 minutos e, em seguida, incubadas
com o anticorpo secundario (IgG anti-rabbit ou anti-mouse, dependendo da origem de cada

anticorpo primario) por 10 minutos e lavadas novamente. O anticorpo foi detectado por


https://www.google.com.br/search?q=Danvers+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCu3KKlIUeIEsQ1zKsrztDQyyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYqv0xKKizGKgcEYhAP0W02lDAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjwlf6_mJzaAhUBUZAKHamSAcwQmxMIowEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Danvers+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCu3KKlIUeIEsQ1zKsrztDQyyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYqv0xKKizGKgcEYhAP0W02lDAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjwlf6_mJzaAhUBUZAKHamSAcwQmxMIowEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Danvers+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCu3KKlIUeIEsQ1zKsrztDQyyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYqv0xKKizGKgcEYhAP0W02lDAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjwlf6_mJzaAhUBUZAKHamSAcwQmxMIowEoATAS
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luminescéncia quimica aumentada (Super signal Pico, Pierce® RockFord, IL, Estados Unidos) e
as membranas foram expostas a filme de radiografia. As bandas foram analisadas utilizando um
programa de computador (Scion Image, Corporation, 0.4.0.2, Rockaway, NJ, Estados Unidos) e
cada grupo foi comparado com o grupo sedentario controle (SC), sendo este considerado como

100%.

3.6.4 Extracdo de RNA total para analise de microRNA

Todos os procedimentos para avaliacdo da expressdo génica foram realizados na FOB-
USPL,

Foi utilizado o RNeasy mini kit (Qiagen) para a extracdo do RNA seguindo protocolo
informado pelo fabricante. Anteriormente, os tecidos TA e VE foram homogeneizados na solugédo
de lise do kit com alcool absoluto. Apds a homogeneizacdo, todo o homogenato foi colocado nas
colunas de purificacédo do kit e centrifugado em temperatura ambiente na velocidade méxima por
1 minuto. Posteriormente, 0 RNA foi retido nesta coluna, e lavado por dois tamp®es especificos

antes da eluicdo do RNA em agua livre de RNAse.

3.6.5 Quantificacdo e qualificacdo do RNA

Depois de reconstituido, o RNA total das amostras foi mensurado e qualificado no
espectrofotometro Nanodrop 1000 Thermo Scientific (USA). Para isso foram utilizados 2 pL de
cada amostra para obtencdo das leituras nos comprimentos de onda de 260 nm (A260) e 280 nm
(A280), os quais forneceram informacdes sobre a quantidade e qualidade do RNA. Amostras com

valores entre 1,9 e 2,1 na relacdo A260/A280 foram transcritas.

1 Em parceria com Prof. Dr. Carlos Ferreira dos Santos, que é responsavel pelo equipamento de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) em tempo real Viia 7 (Applied Biosystems®, Estados Unidos), adquirido em processo
Multiusuério FAPESP (2009/53848-1).
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3.6.6 Expressédo de microRNAs

Foi realizada andlise da expressdo dos microRNAs 16 (MIMAT0000785), 21
(MIMATO0000790), 126 (MIMATO0000832), 155 (MIMATO0000646), 205 (MIMATO0000266), 221
(MIMATO0000891), 222 (MIMAT0000891) no musculo TA e no VE. A analise de microRNA foi
de acordo com o protocolo descrito por Tagman MicroRNA Assay (Applied Biosystem, Foster
City, CA, Estados Unidos). Foi também utilizado o kit TagMan MicroRNA Reverse Transcriptase

da Applied Biosystem, Foster City, CA, Estados Unidos.

3.6.7 Sintese de cDNA para microRNA

O cDNA para analise de microRNA foi sintetizado a partir do RNA total utilizando primers
especificos para cada microRNA, de acordo com o protocolo Tagman microRNA Assay (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Foram utilizados 100 ng de RNA em 1 pL. Foi
preparada uma reacdo de transcricdo reversa (RT) contendo dNTPs (100mM), enzima MultiScribe
reverse transcriptase (50U/mL), tampdo 10x para a enzima RT, inibidores de RNAse (20U/mL),
totalizando 7 pL. Foram adicionados 3 puL de primer e agua livre de nuclease para completar o
volume de 15 pL de reacdo. A reacdo de PCR foi realizada a 16°C por 30 min, a 42°C por 30 min,

a 85°C por 5 min e posteriormente as amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C.

3.6.8 Reacdo de polimerase em cadeia em tempo real (real-time PCR) para expressdo de
microRNAs

Para 20 L da reacdo de PCR foram incluidos 1,33 pL do produto RT, 10 pL de Tagman
2X Universal PCR master mix 1l (No AmpErase UNG), 1 pL de primer (TagMan microRNA
Assay 20X, Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) e 7,67 uL de agua livre de
nucleases. As reac6es foram incubadas a 95°C por 10 min, seguidos por 40 ciclos de 95°C, por 15
s e 60°C por 1 min. Foram lidas as fluorescéncias pelo detector ABI PRISM 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Foi utilizado o0 U6 snRNA como normalizador para

analise de cada microRNA testado.
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3.7 Métodos estatisticos

Os resultados estdo apresentados como media + erro padrao da média (EPM). Foi utilizada
a andlise de variancia de dois caminhos (ANOVA), sendo um caminho o treinamento e o outro o
tratamento, além do teste T-student, para comparacgéo entre somente dois grupos. As amostras que
apresentaram diferencas significativas foram analisadas pelo post-hoc de Tukey. O nivel de

significancia considerado foi de p< 0,05.

4 RESULTADOS
4.1 ANIMAIS WISTAR

4.1.1 CAPACIDADE FISICA MAXIMA E PESO CORPORAL

Durante o protocolo experimental, tanto os animais treinados como o0s sedentérios,
realizaram quatro testes para avaliacdo da capacidade fisica méxima, sendo eles: antes, durante e
ao final do periodo de treinamento fisico (inicio, 42 semana e 8% semana) e ap0Os o periodo de
tratamento com DEX. Na Figura 3 pode ser observado o resultado em delta entre o teste maximo
realizado ao final do periodo de treinamento fisico (8% semana) e antes do periodo de treinamento
dos ratos Wistar treinados e sedentarios. Os animais treinados melhoraram sua capacidade fisica,
apresentando um delta de +386,6 + 20,4 s, que foi significativamente diferente quando comparado
ao grupo sedentario, que teve sua capacidade fisica reduzida ap6s dois meses, com delta de -130,10

+ 18,02 s.
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Figura 3: Delta da capacidade fisica maxima, comparando os valores apos e antes do periodo de treinamento fisico
dos ratos Wistar sedentarios (n=20) e treinados (n=20). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.

Ainda em relacdo a capacidade fisica maxima dos animais, pode ser observado na Figura
4 que nao houve nenhuma diferenca significativa entre os grupos no resultado do teste maximo

apos o periodo de tratamento com DEX (delta entre o final e no inicio do tratamento) nos animais

Wistar.
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Figura 4: Delta da capacidade fisica maxima, comparando os valores apds o tratamento e ap0s o periodo de
treinamento fisico dos ratos Wistar sedentario controle, SC (n=10), sedentario dexametasona, SD (n=10), treinado
controle, TC (n=10) e treinado dexametasona, TD (n=10). SignificAncia: p<0,05.

A Figura 5 mostra o delta do peso corporal antes e ao final das oito semanas de

treinamento fisico, tanto dos animais sedentarios (n=20) como dos animais treinados (n=20). Pode-

se observar que ambos os grupos (sedentarios e treinados) apresentaram aumento do seu peso



37

corporal durante esse periodo (+226,1 £ 7,8 gramas e +211,6 + 8,4 gramas, para sedentarios e

treinados, respectivamente).

C;
£
2507

og ——— ) Scdentarios
= T 2001 Bl Trcinados
5%
2= 150-
[T ]
U %
== 1001
g
~E 501

g

£ 0-

2

o

Figura 5: Delta do peso corporal durante o periodo de treinamento fisico na esteira nos animais Wistar sedentérios
(n=20) e treinados (n=20). Significancia: p<0,05.

Ja, na Figura 6, pode-se observar o efeito do tratamento com a DEX no peso corporal dos
animais Wistar, demonstrado pelo delta entre o final e o inicio do periodo de tratamento. Os
animais tratados com DEX, independente do treinamento fisico, apresentaram reducao
significativa do peso corporal ao final do tratamento (SD -52,6 + 3,4 gramas e TD -54,3 £ 4,0

gramas).
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Figura 6: Delta do peso corporal durante o periodo de tratamento com dexametasona nos grupos de ratos Wistar:
sedentario controle (n=10), sedentario dexametasona (n=10), treinado controle (n=10) e treinado dexametasona
(n=10). Significancia: * vs controle; p<0,05.

4.1.2 ANALISES HEMODINAMICAS

Os resultados de PA direta podem ser observados na Figura 7 para PAS (Painel A), PAD
(Painel B) e PAM (Painel C), respectivamente. Pode-se observar que o tratamento crénico com
DEX aumentou significativamente a PAS no grupo SD (129,8 + 4,9 mmHg vs 106,2 + 6,0mmHg,
SD vs SC), a PAD (119,2 + 3,9 mmHg vs 91,3 £ 3,3 mmHg, para SD vs SC), como também a
PAM no grupo SD (122,7 + 4,2 mmHg vs 96,3 + 3,8 mmHg, SD vs SC).

Por outro lado, o treinamento fisico foi eficaz em atenuar o aumento da PAS, como
observado no grupo TD, quando comparado aos animais SD (129,8 + 4,9 mmHg vs 121,8 + 3,9
mmHg, para SD vs TD, respectivamente) e prevenir o aumento da PAD (119,2 £ 3,9 mmHg vs
106,4 +5,1 mmHg, para SD vs TD, respectivamente) e da PAM (122,7 £ 4,2 mmHg vs 110,2 +

3,8 mmHg, para SD vs TD, respectivamente).



39

200
5 1501 ®
=
E —— - W=
E 100-
7 0}
o
=" 50
']—
200- B
o8 1507 %
-
£
E 1007 ——
=
«
- D
0—
200- C
o 1507 %
=
E - .
E 1007
=
A 501
0—

Figura 7: Valores de pressao arterial sistélica (Painel A), diastélica (Painel B) e média (Painel C) dos grupos Wistar
sedentarios controle (SC, n=8), sedentario dexametasona (SD, n=9), treinado controle (TC, n=7) e treinado
dexametasona (TD, n=9). Significancia: * vs controle, + vs sedentario; p<0,05.
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A Figura 8 mostra que a DEX néo alterou os resultados da frequéncia cardiaca dos animais
Wistar, mas dentre os tratados com DEX, o grupo treinamento apresentou menor FC ao final do
protocolo experimental (treinamento e tratamento) comparado ao grupo SD (SD, 427,4 + 26,8 bpm

e TD, 371,2 + 8,2 bpm).
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Figura 8: Valores de frequéncia cardiaca dos grupos de ratos Wistar sedentarios controle (SC, n=5), sedentério
dexametasona (SD, n=5), treinado controle (TC, n=5) e treinado dexametasona (TD, n=7). Significancia: + vs
sedentario; p<0,05.
4.1.3 PESO MUSCULAR E PESO DA GLANDULA ADRENAL

Apbs realizar a eutanasia dos animais, os musculos TA, o coracdo, o VE e a glandula
adrenal foram removidos, limpos e pesados. Na Tabela 1 pode-se observar que o tratamento com
a DEX ndo determinou alteracbes no peso muscular do TA, no coracdo ou VE. Entretanto, o

tratamento com DEX provocou reducdo significativa do peso da glandula adrenal, tanto do grupo

sedentario como no grupo treinado e tratado com DEX (Tabela 1).
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Tabela 1: Valores de massa muscular e glandula adrenal entre os grupos SC, SD, TC e TD.

Tibia (cm) 4,1+0,01 4,1+0,01 4,1+0,02 410,01
TA/Tibia 185,6 + 4,7 167,0 3,7 184,5+7,1 184,5+2,7
(mg/cm)

Coragao/Tibla  3095+107  3043+145  2028+50  3007:64
(mg/cm)
VE/Tibia 21914122 2003 +8,0 196,7 +4,3 209.4£4,3
(mg/cm)

Adrenal/Tibia 10,0 0,72 6.2 +0,27* 9.9+0,58 6,23 + 0,54*
(mg/cm)

Musculo tibial anterior (TA), Ventriculo Esquerdo (VE) e Glandula Adrenal, normalizados pelo comprimento da tibia.
Significancia: * vs controle; p<0,05.

4.1.4 ANALISE ESPECTRAL

Para investigar os possiveis mecanismos que poderiam estar contribuindo para o aumento
de PA determinado pelo tratamento crénico com DEX, foi realizada a analise do balanco
autondmico para o coracdo e da atividade simpética para os vasos, pela técnica de analise espectral
ao final do protocolo experimental (treinamento e tratamento).

Na Figura 9 pode-se observar que o tratamento com a DEX provocou aumento nas ondas
de baixa frequéncia (BF) (45,1 + 5,9 nu vs 18,7 = 4,8 nu, SD vs SC) (Painel A) e na razdo entre as
ondas de BF/AF no grupo SD (1,8 £0,5vs 0,3+ 0,1, SD vs SC) (Painel C), bem como, promoveu
uma reducéo das ondas de AF no grupo SD (54,8 £ 5,9 nuvs 81,2 + 4,8 nu, SD vs SC) (Painel C).

O treinamento fisico, por sua vez, foi capaz de atenuar todas as alteracGes provocadas
pelo tratamento crénico com DEX (Figura 9, Painéis A, B e C). No painel D da Figura 9 pode-se
observar que os resultados de ondas de BF (mmHg2), que representa a modulacdo simpaética para

0s vasos, ndo foram diferentes entre os grupos.
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Figura 9: Valores das ondas de Baixa frequéncia (Painel A), Alta frequéncia (Painel B), Baixa frequéncia/Alta
frequéncia (Painel C) para o coracéo e valores das ondas de Baixa frequéncia (Painel D) para os vasos dos grupos
Wistar sedentarios controle (SC, n=8), sedentario dexametasona (SD, n=8), treinado controle (TC, n=7) e treinado
dexametasona (TD, n=9). Significancia: * vs controle, + vs sedentario; p<0,05.

4.1.5 ANALISES MORFOMETRICAS

Os cortes transversais do musculo tibial anterior foram corados com HE e submetidos a
microscopia de luz para analise da densidade capilar e razdo capilar/fibra.

A Figura 10 mostra os resultados densitométricos resultantes das analises morfométricas
do musculo tibial. Pode-se observar no Painel A que houve reducdo da densidade capilar no grupo
SD (152,7 + 8,8 vs 192,6 + 16,3 n/mm? , para SD vs SC, respectivamente), reducdo essa que foi
prevenida pelo treinamento fisico no grupo TD (222,0 + 10,3 vs 152,7 + 8,8 n/mm?, para TD vs
SD, respectivamente). Da mesma forma, houve reducédo da raz&o capilar fibra (Painel B), (0,7 +
0,02 vs 0,9 + 0,01, para SD vs SC respectivamente) que também foi prevenida pelo treinamento
fisico no grupo TD (1,0 £ 0,02 vs 0,7 £ 0,02, para TD vs SD, respectivamente). Além disso, pode-
se observar que o treinamento fisico foi capaz de aumentar significativamente tanto a densidade
capilar (238,8 + 13,3 vs 192,6 + 16,3 n/mm?, para TC vs SC, respectivamente) como a razao

capilar/fibra (1,0 £ 0,04 vs 0,9 £ 0,01, para TC vs SC, respectivamente).
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Figura 10: Valores da densidade capilar (Painel A), razdo capilar fibra (Painel B) e imagens representativas de um
animal por grupo coradas com hematoxilina e eosina (Painel C) no misculo TA dos grupos Wistar sedentarios controle
(SC, n=8), sedentario dexametasona (SD, n=9), treinado controle (TC, n=8) e treinado dexametasona (TD, n=8). O
nlcleos dos capilares estdo marcados em roxo e a musculatura em rosa. As setas pretas indicam os capilares ao redor
das fibras musculares. Aumento de 40x. Barra de 100um. Significancia: * vs controle, + vs sedentario; p<0,05.

A Figura 11 mostra os resultados densitométricos resultantes das analises morfométricas
do ventriculo esquerdo. Pode-se observar no Painel A que a DEX ndo determinou qualquer
alteracéo significativa, no entanto, houve aumento da densidade capilar, tanto no grupo TC (1032,2
+ 27,4 vs 883,5 + 19,3 n/mm?, para TC vs SC, respectivamente) quanto no grupo TD (1030,5 +

29,2 vs 853,4 + 7,4 n/mm?, para TD vs SD, respectivamente).
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Figura 11: Valores da densidade capilar (Painel A) e imagens representativas de um animal por grupo coradas com
hematoxilina e eosina (Painel C) no ventriculo esquerdo dos grupos Wistar sedentarios controle (n=8), sedentario
dexametasona (n=8), treinado controle (n=8) e treinado dexametasona (n=10). O nlicleos dos capilares estdo marcados
em roxo e a musculatura em rosa. Aumento de 40X. Barra de 100um. Significancia: * vs controle, + vs sedentario;
p<0,05.

4.1.6 PRODUCAO PROTEICA

A figura 12 mostra os resultados de producdo proteica do VEGF, p-AKT, AKT, Bcl-2,
eNOS e Caspase-3-clivada. O tratamento com DEX provocou reducdo do VEGF (Painel A, -
43,0%, para SD vs SC, respectivamente), da razdo p-AKT/AKT (Painel B, -39,6%, para SD vs
SC), da Bcl-2 (Painel C, -23,0%, para SD vs SC, respectivamente) e aumento da capase-3-clivada
(Painel E, +34,0%, for SD vs SC, respectivamente) no musculo tibial anterior. Por outro lado, o
treinamento fisico foi capaz de prevenir a reducdo do VEGF (+61,4%, para TD vs SD,
respectivamente), da razdo p-AKT/AKT (+37,7%, para TD vs SD, respectivamente) e da Bcl-2
(+7,7%, para TD vs SD, respectivamente) e 0 aumento da caspase-3-clivada (-23,1%, para TD vs
SD, respectivamente). Nem o tratamento com a dexametasona nem o treinamento fisico alteraram

significativamente a producdo proteica da eNOS (Painel D).
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Figura 12: Valores das analises quantitativas da producéo das proteinas VEGF (Painel A), p-AKT/AKT (Painel B),
Bcl-2 (Painel C), Enos (Painel D) e Caspase (Painel E) normalizado por GAPDH no musculo TA dos grupos Wistar
sedentérios controle (SC), sedentério dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD). O
namero de ratos usados para a produgdo proteica foi de 5 a 10 por grupo e os resultados sdo expressos como % do
grupo controle (SC). Significancia: * vs controle, + vs sedentério; p<0,05.

CASPASE/GAPDH
% controle

Os resultados de producéo proteica do VEGF, p-AKT, AKT, Bcl-2, eNOS e Caspase-3-
clivada no ventriculo esquerdo estdo demonstrados na Figura 13. O treinamento fisico foi capaz
aumentar a producdo proteica da razdo p-AKT/AKT (+52,0%, para TC vs SC, respectivamente e
+73,1%, para TD vs SD, respectivamente) e da eNOS (+36,5%, para TC vs SC e +50,6%, para TD

vs SD, respectivamente).
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Figura 13: Valores das analises quantitativas da producéo das proteinas VEGF (Painel A), p-AKT/AKT (Painel B),
Bcl-2 (Painel C), eNOS (Painel D) e Caspase (Painel E) normalizado por GAPDH no musculo VE dos grupos Wistar
sedentarios controle (SC), sedentario dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD). O
nimero de ratos usados para a producdo proteica foi de 4 a 8 por grupo e os resultados sdo expressos como % do
grupo controle (SC). Significancia: * vs controle, + vs sedentario; p<0,05.
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4.1.7 microRNA

A andlise da expressdo dos microRNAs 16, 21, 155, 126, 221 e 222 foi realizada no
mausculo tibial anterior e no ventriculo esquerdo por meio do PCR real-time. Todos os resultados
foram normalizados pelo controle (100 unidades arbitrarias). A figura 14 mostra que o tratamento
com a DEX ndo alterou significativamente a expressdo dos microRNAs. Por outro lado, o
treinamento fisico foi capaz de aumentar a expressao do microRNA 126, tanto no grupo TC (Painel
C, +13,1%, para TC vs SC, respectivamente) como no grupo TD (Painel C +15,9%, para TD vs

SD, respectivamente) no musculo TA.
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Figura 14: Expressdo no musculo tibial anterior dos grupos Wistar sedentérios controle (SC), sedentério
dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD) do microRNA-16 (Painel A), microRNA-
21 (Painel B), microRNA-126 (Painel C), microRNA-155 (Painel D), microRNA-221 (Painel E) e microRNA-222
(Painel F). Os microRNAs foram normalizados pela expressdo do microRNA U6. O nimero de ratos usados para a
expressao génica foi de 4 a 10 por grupo e os resultados sdo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia:

* vs controle, + vs sedentario; p<0,05.

A Figura 15 mostra que o treinamento fisico foi capaz de aumentar a expressdo do

microRNA 16 no ventriculo esquerdo, tanto no grupo TC (Painel A, +1,9%, para TC vs SD,

respectivamente) como no grupo TD (Painel A, +2,7%, para TD vs SD, respectivamente) bem

como do microRNA 126, tanto no grupo TC (Painel C, +1,4%, para TC vs SD, respectivamente)

como no grupo TD (Painel C, +1,4%, para TD vs SD, respectivamente) (Painel A).
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Figura 15: Expressao no ventriculo esquerdo dos grupos Wistar sedentarios controle (SC), sedentario dexametasona
(SD), treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD) do microRNA-16 (Painel A), microRNA-21 (Painel B),
microRNA-126 (Painel C), microRNA-155 (Painel D), microRNA-221 (Painel E) e microRNA-222 (Painel F). Os
microRNAs foram normalizados pela expressdo do microRNA U6. O nimero de ratos usados para a expressdo génica
foi de 4 a 10 por grupo e os resultados sdo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia: * vs controle, +
vs sedentario; p<0,05.

Além disso, a Figura 16 ilustra que foram encontradas correlagbes positivas entre a
expressdo do microRNA-126 e a razdo entre a p-AKT/AKT, tanto no tibial anterior (r= +0,725)

como no ventriculo esquerdo (r=+0,590).
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Figura 16: Correlacéo positiva entre a expressdo do microRNA-126 e a razdo entre a p-AKT/AKT no musculo tibial
anterior (Painel A) e o ventriculo esquerdo (Painel B) dos animais Wistar. Os resultados da producdo proteica séo
expressos como % do grupo controle (SC). Os microRNAs foram normalizados pela expressdo do microRNA U6.
Significancia: a = correlagdo positiva (Correlagdo de Pearson).

4.2 SHR

4.2.1 CAPACIDADE FiSICA MAXIMA E PESO CORPORAL

Da mesma forma que os animais Wistar (normotensos), tanto os SHR treinados como 0s
SHR sedentarios realizaram quatro testes para a avaliacdo da capacidade fisica maxima durante o
protocolo experimental, sendo eles realizados: antes, durante e ao final do periodo de treinamento
fisico (42 semana e 82 semana) e ap0s o periodo de tratamento com DEX.

Na Figura 17 pode ser observado o resultado em delta entre o teste maximo realizado ao
final do periodo de treinamento fisico (8% semana) e antes do periodo de treinamento fisico dos
SHR treinados e sedentarios. Pode-se observar que o grupo treinado melhorou sua capacidade
fisica maxima nesse periodo, apresentando um delta de +379,0 + 38,3 s, enquanto gque 0s animais

sedentarios apresentaram um delta de -103,1 + 45,2 s.
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Figura 17: Delta da capacidade fisica maxima, comparando os valores apos e antes do periodo de treinamento fisico
dos SHR sedentérios (n=20) e treinados (n=20). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.

A Figura 18 mostra que nédo foi observada nenhuma diferenca significativa capacidade

fisica méxima dos SHR durante o periodo de tratamento com DEX.
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Figura 18: Delta da capacidade fisica maxima, comparando os valores apds o tratamento e apos o periodo de
treinamento fisico dos SHR: SC (n=10), SD (n=10), TC (n=10) e TD (n=10). Significancia: p<0,05.

Em relacéo ao peso corporal dos SHR, a Figura 19 mostra o delta do peso corporal antes
e ao final das oito semanas de treinamento fisico, tanto dos SHR sedentarios como dos animais
treinados. Pode-se observar que ambos 0s grupos (sedentarios e treinados) apresentaram um

aumento do seu peso corporal durante esse periodo (+80,4 £ 2,7 gramas e +65,0 £ 2,1 gramas, para
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sedentarios e treinados, respectivamente), sendo que esse aumento foi significativamente menor

no grupo treinado quando comparado ao grupo sedentario.
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Figura 19: Delta do peso corporal durante o periodo de treinamento fisico na esteira nos SHR sedentarios (n=20) e
treinados (n=20). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.

A Figura 20 mostra o delta do peso corporal dos SHR durante o periodo de tratamento.
Pode-se observar que 0s animais tratados com DEX, independente do treinamento fisico,
apresentaram reducao significativa do peso corporal ao final do tratamento (SD -32,3 + 4,0 gramas

e TD -30,0 + 4,2 gramas).
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Figura 20: Delta do peso corporal durante o periodo de tratamento com dexametasona de SHR: sedentario controle
(n=10), sedentario dexametasona (n=10), treinado controle (n=10) e treinado dexametasona (n=10). Significancia: *
vs controle; p<0,05.

4.2.2 ANALISES HEMODINAMICAS

Os resultados de PA direta dos SHR podem ser observados na Figura 21 para PAS (Painel
A), presséo arterial diastdlica (Painel B) e pressdo arterial média (Painel C). Pode-se observar que
o0 tratamento com a DEX n&o alterou a PA dos animais SHR, no entanto, o TF foi efetivo em
reduzir os valores de PAS, PAD e PAM dos animais, independente do tratamento com a DEX
(PAS, 148,2 £ 6,9 mmHg vs 112,3 + 5,0 mmHg, para SC vs TC, respectivamente e 150,7 £ 7,6
mmHgvs 121,0 £5,2 mmHg, para SD vs TD, respectivamente; PAD, 137,4 £ 6,1 mmHg vs 100,3
+ 3,5 mmHg, para SC vs TC, respectivamente e 135,9 + 8,1 mmHg vs 104,5 + 5,8 mmHg, para
SD vs TD, respectivamente e PAM, 141,3 + 6,3 mmHg vs 104,3 * 3,8 mmHg, para SC vs TC,

respectivamente e 140,3 £ 3,8 mmHg vs 110,0 £ 5,1 mmHg, para SD vs TD, respectivamente).
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Figura 21: Valores de pressdo arterial sistolica (Painel A), diastélica (Painel B) e média (Painel C) dos SHR
sedentérios controle (SC, n=15), sedentario dexametasona (SD, n=14), treinado controle (TC, n=9) e treinado
dexametasona (TD, n=8). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.

A frequéncia cardiaca dos SHR néo apresentou diferenca significativa entre os grupos,

como observado na Figura 22.
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Figura 22: Valores de frequéncia cardiaca dos SHR sedentérios controle (SC, n=8), sedentario dexametasona (SD,
n=9), treinado controle (TC, n=7) e treinado dexametasona (TD, n=4). SignificAncia: p<0,05.

4.2.3 PESO MUSCULAR E DA GLANDULA ADRENAL
Na Tabela 2 pode-se observar que o tratamento com a DEX ndo determinou alteracdes
no peso muscular do coracdo e do VE. Entretanto, o tratamento com DEX provocou reducéo

significativa do peso das glandulas adrenais tanto do grupo sedentario como no grupo treinado e

tratado com DEX (Tabela 2).



Tabela 2: Valores de massa muscular e glandula adrenal entre os SHR.
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sC SD TC D

Tibia (cm) 4,0 £0,02 3,9 0,02 4,0£0,03 3,9+ 0,01

TA/Tibia 131,2 + 2,6 1233 +4,0 1383 +3,7 1260 +3,6
(mg/cm)

Coracdo/Tibia 915438 289,0+55 280,187 2755 + 8,4
(mg/cm)

VE/Tibia 207,0 £ 2,9 210,0 £50 198,2 +5,7 202,2+53
(mg/cm)

Adrenal/Tibla 5 4 + 0.4 4501 73+0,2 5,2+0,2%
(mg/cm)

Musculo tibial anterior (TA), Ventriculo Esquerdo (VE) e Glandulas Adrenais, normalizados pelo comprimento da
tibia. Significancia: * vs controle; p<0,05.

4.2.4 ANALISE ESPECTRAL

A Figura 23 mostra o resultado da analise espectral dos SHR tanto para o coragdo como

para 0s vasos. Pode-se observar que o tratamento com a DEX ndo provocou nenhuma alteracéo

nas ondas de BF (Painel A), AF (Painel B), na razdo entre as ondas de BF/AF (Painel C) para o

coracdo, como também ndo alterou as ondas de BF (Painel D) para 0s vasos.

O treinamento fisico, por sua vez, reduziu a razdo BF/AF no grupo TC (Painel C, 0,31 +

0,08vs 1,68 +0,3, TC vs SC) e TD (Painel C, 0,48 + 0,12 vs 2,06 + 0,55, TD vs SD).
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Figura 23: Valores das ondas de Baixa frequéncia (Painel A), Alta frequéncia (Painel B), Baixa frequéncia/Alta
frequéncia (Painel C) para o coracdo e valores das ondas de Baixa frequéncia (Painel D) para os vasos dos SHR
sedentérios controle (SC, n=11), sedentario dexametasona (SD, n=11), treinado controle (TC, n=8) e treinado
dexametasona (TD, n=7). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.
4.2.5 ANALISES MORFOMETRICAS

A Figura 24 mostra os resultados densitométricos resultantes das analises morfométricas
do mdsculo tibial dos SHR. Pode-se observar no Painel A que a DEX ndo determinou qualquer
alteracdo significativa, no entanto, o treinamento fisico determinou aumento da densidade capilar
tanto no grupo TC (192,1 + 11,3 vs 153,3 + 5,2 n/mm?, para TC vs SC, respectivamente), quanto
no grupo TD (211,6 + 12,3 vs 164,1 + 3,9 n/mm?, para TD vs SD, respectivamente). Da mesma
forma, o treinamento fisico determinou aumento da razao capilar/fibra (Painel B), tanto no grupo

TC (0,9 £ 0,03 vs 0,7 £ 0,04, para TC vs SC, respectivamente) quanto no grupo TD (1,0 £ 0,04 vs

0,7 £ 0,02, para TD vs SD, respectivamente).



57

/N.\ A
£ 500-
£
£ 400-
%300- + + 2 sc
g 200 - 7 & sb
el 7 7 / 2 Tc
S 100- // / ™
£ ] L A

2.0 B

=
3,
)

o
&

Razao Capilar Fibra
-
o

1

Figura 24: Valores da densidade capilar (Painel A), razdo capilar fibra (Painel B) e imagens representativas de um
animal por grupo coradas com hematoxilina e eosina (Painel C) no musculo TA dos SHR sedentarios controle (SC,
n=13), sedentario dexametasona (SD, n=14), treinado controle (TC, n=8) e treinado dexametasona (TD, n=7). O
nlcleos dos capilares estdo marcados em roxo e a musculatura em rosa. As setas pretas indicam os capilares ao redor
das fibras musculares. Aumento de 40x. Barra de 100um.Significancia: + vs sedentério; p<0,05.
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A Figura 25 mostra os resultados densitométricos resultantes das analises morfométricas
do ventriculo esquerdo dos SHR. Pode-se observar no Painel A que a DEX ndo determinou
qualquer alteragéo significativa, no entanto, houve aumento da densidade capilar, tanto no grupo
TC (1102,7 + 20,3 vs 756,9 + 20,6 n/mm?, para TC vs SC, respectivamente), quanto no grupo TD
(1048,1 + 21,7 vs 745,7 + 18,1 n/mm?, para TD vs SD, respectivamente).
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Figura 25: Valores da densidade capilar (Painel A) e imagens representativas de um animal por grupo coradas com
hematoxilina e eosina (Painel B) no ventriculo esquerdo dos SHR sedentarios controle (n=13), sedentario
dexametasona (n=14), treinado controle (n=8) e treinado dexametasona (n=7). O nicleos dos capilares estdo marcados
em roxo e a musculatura em rosa. As setas pretas indicam os capilares ao redor das fibras musculares. Aumento de
40x. Barra de 100um. Significancia: + vs sedentario; p<0,05.

4.2.6 PRODUCAO PROTEICA

As figuras 26 e 27 mostram os resultados de producdo proteica do VEGF e Caspase-3-

clivada no musculo tibial anterior (Figura 26) e no ventriculo esquerdo (Figura 27) dos SHR.

No musculo tibial anterior dos SHR, o tratamento com DEX ndo determinou qualquer
alteracdo nas proteinas observadas, por outro lado, o treinamento fisico foi capaz de aumentar a
producéo proteica do VEGF (Painel A, +42,0% para TC vs SC, respectivamente e +29,0% para
TD vs SD, respectivamente) e reduzir a Caspase-3 clivada (Painel B, -33,0% para TC vs SC,
respectivamente e -41,0% para TD vs SD, respectivamente). Da mesma forma, a DEX ndo alterou
nenhuma das proteinas observada no ventriculo esquerdo, mas o exercicio fisico regular
proporcionou aumento do VEGF (+35,0% para TC vs SC, respectivamente e +50% para TD vs
SD, respectivamente, Painel A) e reducdo da Caspase-3 clivada (-26,0% para TC vs SC,

respectivamente e -42,0% para TD vs SD, respectivamente, Painel B).
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Figura 26: Valores das andlises quantitativas da producdo das proteinas VEGF (Painel A) e Caspase (Painel B)
normalizado por GAPDH no musculo TA dos SHR sedentarios controle (SC), sedentario dexametasona (SD), treinado
controle (TC) e treinado dexametasona (TD). O nimero de ratos usados para a produ¢do proteica foi de 8 a 4 por
grupo e os resultados sdo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.
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Figura 27: Valores das andlises quantitativas da producdo das proteinas VEGF (Painel A) e Caspase (Painel B)
normalizado por GAPDH no musculo VE dos SHR sedentérios controle (SC), sedentario dexametasona (SD), treinado
controle (TC) e treinado dexametasona (TD). O nimero de ratos usados para a producéo proteica foi de 8 a 5 por
grupo e os resultados sdo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia: + vs sedentario; p<0,05.
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4.2.7 microRNA

A andlise da expressdo dos microRNAs 16, 21, 155, 126, 221 e 222 foi realizada no
masculo tibial anterior e no ventriculo esquerdo por meio do PCR real-time. Todos os resultados
foram normalizados pelo controle (100 unidades arbitrarias). As figuras 28 e 29, respectivamente,
mostram que tanto o tratamento com a DEX como o treinamento fisico ndo alteraram
significativamente a expressdo dos microRNAs no musculo tibial anterior (Figura 28) e no

ventriculo esquerdo (Figura 29).
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Figura 28: Expressdo no musculo tibial anterior dos SHR sedentarios controle (SC), sedentario dexametasona (SD),
treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD) do microRNA-16 (Painel A), microRNA-21 (Painel B),
microRNA-126 (Painel C), microRNA-155 (Painel D), microRNA-221 (Painel E) e microRNA-222 (Painel F). Os
microRNAs foram normalizados pela expressdo do microRNA U6. O nlimero de ratos usados para a expressao génica
foi de 4 a 10 por grupo e os resultados séo expressos como % do grupo controle (SC). Significincia: p<0,05.
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Figura 29: Expressdo no ventriculo esquerdo dos SHR sedentarios controle (SC), sedentario dexametasona (SD),
treinado controle (TC) e treinado dexametasona (TD) do microRNA-16 (Painel A), microRNA-21 (Painel B),
microRNA-126 (Painel C), microRNA-155 (Painel D), microRNA-221 (Painel E) e microRNA-222 (Painel F). Os
microRNAs foram normalizados pela expressdo do microRNA U6. O nimero de ratos usados para a expressdo génica
foi de 6 a 10 por grupo e os resultados sdo expressos como % do grupo controle (SC). Significancia: p<0,05.

4.3 COMPARACAO ENTRE ANIMAIS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Na Tabela 3 pode-se observar uma comparacdo dos resultados entre o grupo Wistar

sedentario controle e o grupo SHR sedentario controle. Pode-se observar que os SHR apresentaram

menor incremento de peso corporal apos 8 semanas de treinamento fisico. Além disso, no final do

protocolo experimental, os SHR apresentaram maiores valores de PAS, PAD e PAM, bem como

desbalango autonémico para o coragdo e reducdo da densidade capilar no musculo tibial anterior

e no ventriculo esquerdo, quando comparados aos Wistar.



Tabela 3: Comparacéao entre os Wistar e SHR sedentarios controle

Wistar SC SHR SC
Pesggg%‘lrf"'lfrseei;ag?”to 226,1+7,8 80,4 + 2,7
Rty forafllt,rggzr?;)”to 23%25 420423
PAS (mmHg) 106,2 + 6,0 148,2 + 6,9%
PAD (mmHg) 91,3+33 137,4 £ 6,1
PAM (mmHg) 96,3+38 141,3 + 6,3
BF (nu) 18,748 36,3 +3,2*
AF (nu) 812+48 63,6 + 3,5*
BF/AF 0,36 +0,16 1,68 + 0,30*
DC TA n/mm? 192,6 + 16,3 153,3 +5,2*
DC VE n/mm? 8835+193 7569 20,6*

62

Peso Corporal (PC), Pressdo Arterial Sistolica (PAS), Pressdo Arterial Diast6lica (PAD), Pressdo Arterial Média
(PAM), Densidade capilar (DC), Tibial anterior (TA), Ventriculo esquerdo (VE). Significancia: * vs controle; p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram que o tratamento com DEX induziu aumento
da PA nos animais Wistar associado a alterac6es no balanco autonémico para o coracao, bem como
a rarefacdo de capilares no musculo tibial anterior, provavelmente determinado por um desbalanco
entre as proteinas angiogénicas, apoptoticas e anti-apoptoticas. Por outro lado, o treinamento fisico
em esteira, realizado previa e simultaneamente ao tratamento com DEX, aumentou a expressao do
microRNA-126, que contribuiu para evitar o desbalanco entre as proteinas envolvidas no processo
de rarefacdo de capilares. Além disso, o treinamento prévio evitou as alteracdes no balango
autondmico para o coracdo observadas nos animais sedentarios e tratados. Dessa forma, o TF
atenuou o aumento de PA dos animais tratados com DEX. Nos SHR, que ja apresentavam
alteracdes hemodinamicas e de microcirculagdo, o tratamento com a DEX ndo comprometeu ainda
mais estas varidveis. Por outro lado, o treinamento fisico reduziu a PA por meio de alteracdes
benéficas no balanco autonémico para o coracdo e determinou angiogénese na musculatura
esquelética e cardiaca, que foi associada ao aumento de VEGF e reducdo de caspase-3 clivada,

independente a expressdo dos microRNAs analisados.

A DEX é um glicocorticoide sintético amplamente utilizado na clinica como anti-
inflamatdrio, antialérgico, no tratamento de asma, doencas autoimunes e febre reumaética, além de
também ser utilizado como antiemético (REBEYROL et al., 2012; CARDOSO et al., 2013;
MARDANI e BIGDELIAN, 2013). Contudo, apesar de possuir diversos beneficios, o uso cronico
desse farmaco pode acarretar efeitos deletérios, dentre eles, 0 aumento da pressdo arterial, reducéo
do peso corporal, atrofia muscular, resisténcia a insulina, hiperglicemia e hiperinsulinemia
(WEINSTEIN et al., 1998; SCHNEITER e TAPPY, 1998; DODIC et al., 1999; MONDO et al.,
2006; RAFACHO et al., 2007; SANTOS et al., 2007; GIOZZET et al., 2008; BAREL et al., 2010;

MACEDO et al., 2014; DIONISIO et al, 2014).
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No presente estudo, o tratamento crénico com a DEX por 14 dias confirmou a reducéo do
peso corporal nos animais Wistar que ja havia sido evidenciada em estudos anteriores do nosso
laboratdrio e outros (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et al, 2014;
HERRERA et al., 2016; SATO et al., 2016). Esta resposta pode estar associada tanto com a
reducdo da ingestdo alimentar, haja vista que a partir do primeiro dia de tratamento com DEX 0s
animais comem menos racdo (MACEDO et al, 2014; KRUG et al., 2016) ou com a reducéo de
massa magra generalizada observada nos animais, que acontece a partir do terceiro dia e
permanece durante todo o periodo de tratamento (MACEDO et al., 2016). Os mecanismos
responsaveis pela reducdo de peso corporal ndo foram investigados no presente estudo. Com o
intuito de prevenir esse efeito deletério, os animais realizaram previa e concomitantemente ao
tratamento com a DEX um treinamento fisico em esteira. Contudo, confirmando os resultados
anteriores, o treinamento fisico foi ineficaz em prevenir ou mesmo atenuar a reducdo de peso
corporal observada ap6s tratamento cronico com DEX (BAREL et al., 2010; NICASTRO et al.,
2012; DIONISIO et al., 2014; MACEDO et al, 2014; HERRERA et al., 2016, CONSTANTINO

etal, 2017; JESUS et al, 2020).

A hipertensdo induzida pela DEX tem sido relatada em varios estudos utilizando diferentes
dosagens, periodos de tratamento e formas de administracdo (SUZUKI, et al., 1982; DODIC et al.,
1999; MONDO et al., 2006; ONG et al., 2013; HERRERA et al., 2016). Confirmando resultados
previamente observados, este estudo demonstrou que o tratamento com baixa dose de DEX (50
Mg/kg por dia durante 14 dias) determinou aumento da PAS (+22%), PAD (+30%) e PAM (+27%),
nos animais Wistar. Tem sido sugerido que alteragdes no sistema nervoso central possam
contribuir para 0 aumento da presséo arterial induzida por DEX, uma vez que, injecOes bilaterais
de DEX no NTS (WANG et al., 2005) ou mesmo injecdo de corticosterona na parte dorsal do
cérebro (SCHEUER et al., 2004) foram capazes de provocar aumento da pressao arterial e da

frequéncia cardiaca. Injecdes de DEX concomitante com um antagonista do receptor de
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glicocorticoide no NTS preveniu o aumento da PA (WANG et al., 2005), confirmando o papel
importante do sistema nervoso central na hipertensao induzida pela DEX. Recentemente, outros
estudos do nosso laboratério demonstraram que tanto alteracdes no sistema nervoso autonémico
(desbalango autondmico para o coracdo) como alteracdes na efetividade do baroreflexo estavam
relacionadas com o aumento da pressao arterial induzida por DEX em ratos Wistar (HERRERA
etal., 2016; CONSTANTINO et al., 2017). No presente estudo, os resultados reforcam o papel do
sistema nervoso autondmico no aumento da presséo arterial induzida por DEX, uma vez que 0s
ratos Wistar tratados com DEX apresentaram concomitantemente ao aumento da PA, aumento das
ondas de BF (+141,1%), diminuicdo das ondas de AF (-32,5%) e aumento da razdo BF/AF

(+400%), que representa um desbalanco autonémico para o coragao.

Além dos efeitos centrais, outras evidéncias sugerem que alteracdes periféricas também
possam contribuir com o aumento da pressao arterial induzido pelo tratamento com DEX. Dentre
elas, pode-se citar o aumento de receptores adrenérgicos alB em células do musculo liso
(SAKAUE e HOFFMAN, 1991), aumento de noradrenalina plasmatica (KUMAI et al., 2000), da
concentracdo de adrenalina (KUMAI et al., 2000; SILVAN et al., 2007; WATANABE et al.,
1995) e, mais recentemente, reducdo da densidade capilar no musculo esquelético (HERRERA et
al., 2016; HERRERA et al., 2017; JESUS et al, 2020). Em concordancia, no presente estudo, o

tratamento com DEX reduziu a capilarizacdo no musculo tibial anterior.

A densidade de vasos € mantida por um balanco fino entre fatores que promovem a
formagéo de novos vasos (angiogénicos) e fatores que promovem a morte celular (apoptéticos),
sendo que o desbalanco desse mecanismo pode contribuir tanto para a formacéo de novos vasos
(angiogénese) como para a rarefacdo de capilares (apoptose) (GERBER et al., 1998; GRIVICICH
et al., 2007; SANZ et al., 2008). Poucos trabalhos avaliaram 0s mecanismos responsaveis pela
rarefacdo de capilares induzida pela DEX. Vogt e Schmid-schobein (2001) demonstram que a

rarefacdo de capilares no masculo cremaster, observada nos animais tratados com DEX, estava
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associada a processos de fragmentacdo nuclear em células endoteliais, caracteristicos de apoptose.
Recentemente, demonstramos in vitro que a disfuncdo endotelial induzida por DEX é mediada
pelo receptor de glicocorticoide e pela ativacdo da protein tyrosine phosphataselB (PTP1B), que

é um inibidor da via de sinalizacdo orquestrada pelo VEGF (HERRERA et al, 2020).

Estudos recentes de nosso laboratério também mostraram que a rarefacdo de vasos induzida
pelo tratamento cronico com a DEX no masculo esquelético de ratos Wistar esta associada a
alteracdes na via de sinalizacdo do PI3K/AKT, induzida por VEGF (HERRERA et al., 2016;
HERRERA et al., 2017; JESUS et al, 2020) e a DEX também acarreta reducao na producdo de NO
estimulada por VEGF em células endoteliais (aorta) (HERRERA et al., 2020). Essa redu¢do do
NO ndo foi associada a alteracbes na razdo da tetrahidrobiopterina (BH4) para 7,8-
dihydrobiopterina (BH2). Além disso, a DEX néo teve efeito na producdo de NO estimulada por
bradicinina indicando que a fosforilacdo de eNOS estimulada por VEGF seja o alvo dos efeitos da

DEX (HERRERA et al., 2020).

Os resultados do presente estudo reafirmam este possivel mecanismo, uma vez que a DEX
acarretou reducdo do VEGF, da Bcl-2 e da razdo entre a p-AKT/AKT, bem como aumentou a

producdo da Caspase-3-clivada.

Alguns autores tém sugerido que os microRNAs representam papel importante na
regulacao da angiogénese e da apoptose nas células endoteliais, uma vez que o microRNA é capaz
de regular as vias biol6gicas do organismo por meio da inibi¢do/degradacdo do mRNA (URBICH
et al., 2008; QUINTAVALLE et al., 2011). Por esta razéo, alguns microRNAs, dentre eles os
microRNASs 16, 21, 126, 155, 221 e 222 (WANG et al., 2008; FISH et al., 2008; URBICH et al.,
2008; SUAREZ E SESSA, 2009; CHAMORRO-JORGANES et al., 2011; SUN et al., 2012;
NEVES et al., 2014; FERNANDES et al., 2012) tém sido alvos de estudo para a compreensdo dos
processos de angiogénese / apoptose. Fernandes et al. (2012) demonstraram que SHR apresentam

reducdo do microRNA-126 e aumento dos microRNAs 16, 21 e 205, os quais estdo associados
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com a reducdo da eNOS, do VEGF, da Bcl-2 e rarefacdo microvascular no musculo séleo.
Posteriormente, 0s mesmos autores verificaram aumento do microRNA-16 associado a reducéo
do VEGF e reducao do numero de vasos no coracdo de ratos obesos (FERNANDES et al., 2018).
Além disso, a delecdo do microRNA-126, in vivo, provoca reducdo da densidade capilar no
coracdo de ratos (WANG et al., 2008). Contudo, ainda nada se sabia sobre o papel nos microRNAs

que estdo envolvidos com a microcirculacdo na rarefacéo de capilares induzida pela DEX.

Neste sentido, o presente estudo investigou o efeito da DEX na expressao dos microRNAs-
16, 21, 126, 155, 221, 222, o quais estao relacionados com as proteinas analisadas no musculo TA.
Surpreendentemente, apesar de haver rarefacdo no TA acompanhada de reducédo de VEGF, da Bcl-
2 e da razdo entre p-AKT/AKT, bem como aumento da producao da Caspase-3-clivada, nenhuma
diferenca significativa foi observada na expressao dos microRNAs analisados, sugerindo que esses
microRNAs ndo sdo influenciados significativamente pela DEX neste tecido avaliado. Além do
masculo tibial anterior, analisamos também os efeitos do tratamento com a DEX no ventriculo
esquerdo de animais Wistar. O tratamento com DEX ndo alterou a densidade de capilares no
miocardio e, de acordo com esta resposta, ndo foram encontradas alteracfes significativas nas
expressdes de microRNAS ou na producao das proteinas envolvidas com os processos de apoptose

e angiogénese.

Um dos objetivos do presente estudo foi investigar se o TF em esteira, realizado previa e
concomitante ao tratamento com a DEX, poderia atenuar ou prevenir o aumento da PA induzido
pela droga e quais mecanismos poderiam contribuir com esta resposta. Nesse sentido, o TF
promoveu uma atenuacdo do aumento da PA induzida pela DEX nos ratos Wistar, principalmente
por melhorar o balango autonémico para o coracao, a atividade nervosa simpatica para 0s vasos e
por prevenir a reducdo da densidade capilar no musculo esquelético. Estas respostas na
microcirculacdo da musculatura esquelética foram associadas a prevencédo da reducdo do VEGF,

da razdo p-AKT/AKT e da Bcl-2, bem como a prevencdo do aumento da caspase-3-clivada,
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confirmando resultados previamente publicados (HERRERA et al., 2016; HERRERA et al., 2017;
JESUS et al, 2020), indicando que esses mecanismos, em conjunto, sejam 0S posSiveis

responsaveis pelo efeito benéfico do TF.

A resposta benéfica do TF em modular o sistema nervoso autondmico desajustado pode
estar associada a neuroplasticidade induzida pelo TF crénico, uma vez que, o TF é capaz de
reajustar tanto a sensibilidade baroreflexa (BRUM et al., 2000), o reflexo pressor do exercicio
(MIZUNO et al., 2015), como o proprio sistema nervoso autonémico (MASSON et al., 2014),

auxiliando na regulacdo das alteragdes no comando central da PA.

Ja a prevencdo da rarefacdo de capilares na musculatura esquelética induzida pelo TF
pode estar relacionada aos estimulos regulares das sessdes de exercicio (reducéo da pressao parcial
de oxigénio e aumento do estresse de cisalhamento) que fazem com que as células endoteliais
aumentem a expressdo do VEGF e da eNOS (proteinas gque proporcionam ao organismo
angiogénese e previnem a rarefacéo), bem como alterem a expressdo de determinados microRNAs
gue regulam proteinas associadas a angiogénese e a apoptose (AMARAL et al., 2001; AMARAL
et al., 2008; URBICH et al., 2008; AMARAL et al., 2000; QUINTAVALLE et al., 2011;
FERNANDES et al., 2012). Em concordancia, 10 semanas de exercicio de nata¢do foram capazes
de prevenir a rarefacdo de capilares no musculo séleo de SHR por prevenir o aumento dos
microRNAs 16 e 21, bem como a reducdo do microRNA 126, os quais foram associados a

prevencdo da reducdo do VEGF, eNOS e Bcl-2 (FERNANDES et al., 2012).

No presente estudo, os resultados mostram que o TF aumentou a expressdo do microRNA
126. O microRNA 126 inibe a PI3KR2, proteina esta que € responsavel por regular negativamente
a via de sinalizagdo da PI3K (FISH et al., 2008; WANG et al., 2008). Com isso, 0 aumento da
expressao do microRNA 126 inibe o efeito inibitorio realizado pela PI3KR2 e, portanto, auxilia a
ativacdo da via angiogénica. Neste sentido, observamos uma prevencéo da reducdo do VEGF, da

razdo p-AKT/AKT e da Bcl-2, bem como uma prevencdo do aumento da caspase-3-clivada. Além
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disso, observaram-se correlagdes significativas entre a expressdo do microRNA 126 e a razdo entre
p-AKT/AKT (r=0,725) no musculo tibial anterior. Importante ressaltar que o tratamento com a

DEX ndo impediu os efeitos benéficos do treinamento fisico no musculo TA de ratos Wistar.

Apesar da DEX ndo determinar nenhuma alteracdo significativa na microcirculacdo do
miocardio em animais sedentarios, pode-se observar que o treinamento fisico em esteira foi capaz
de aumentar a expressao do microRNA 126 e a densidade de capilares no miocardio, tanto no
grupo TC quando no grupo TD. Este efeito benéfico do treinamento, especificamente nesse
microRNA e nessa musculatura, ja havia sido demonstrado anteriormente em outros tipos de
exercicio, como por exemplo no treinamento de natacdo por 12 semanas em ratas Wistar (SILVA
et al., 2012) ou no treinamento fisico voluntario por 8 semanas em ratos (GHORBANZADEH et
al.,, 2017). Da mesma forma que o observado na musculatura esquelética, o aumento do
microRNA-126 auxiliou a ativacdo da via de sinalizacdo da PI3K-AKT promovendo angiogénese

no miocardio, independente do tratamento com DEX.

Outro objetivo do presente estudo foi investigar se o tratamento com a DEX poderia
culminar em acentuado aumento da pressdo arterial em SHR, aumentando o risco de mortalidade,
bem como analisar se esse efeito estaria relacionado com alteragdes no sistema nervoso autbnomo
e namicrocirculacdo . Como demonstrado na tabela 3 do presente estudo, a hipertenséo espontanea
foi associada ao desbalanco autondmico para o coracdo (MASSON et al., 2014) e a reducdo da
microcirculacdo na musculatura esquelética e cardiaca, como ja evidenciada em outros estudos
com SHR (AMARAL et al., 2000; AMARAL E MICHELINI, 2011; FERNANDES et al., 2012).
A rarefacdo de capilares no miocardio dos SHR pode néo estar diretamente relacionada com a
pressdo arterial, porém contribui para reduzido fluxo sanguineo para o coragdo. Era nossa

preocupacao verificar se o tratamento com DEX pioraria esta resposta.

Os resultados do presente estudo mostraram que a DEX ndo determinou maior aumento da

pressdo arterial em SHR, ou seja, a pressdo elevada presente nesses animais era exclusivamente
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em decorréncia da linhagem (SHR). Além disso, nenhuma das alteracdes presentes na musculatura

esquelética e cardiaca, ja presentes nos animais SHR, foi piorada pelo tratamento com a DEX.

Por outro lado, como observado nos animais Wistar, o treinamento fisico em esteira,
realizado por 70 dias, antes e durante o tratamento com DEX, foi eficaz em reduzir a presséo
arterial dos SHR, associado a melhora do balan¢o autonémico e aumento da microcirculacdo na
musculatura esquelética e cardiaca, em consonancia com os estudos da literatura em SHR
(AMARAL et al., 2000; AMARAL E MICHELINI, 2011; FERNANDES et al., 2012; MASSON

etal., 2014).

Tanto no musculo tibial anterior como no miocardio, o aumento de densidade de vasos
induzido pelo treinamento fisico em esteira estava relacionado com aumento de VEGF e reducéo
da caspase-3 clivada, no entanto, nenhuma alteracéo significativa foi encontrada na expressdo dos

microRNASs analisados.

6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o pré-condicionamento fisico atenua a
hipertensdo arterial induzida pela DEX em ratos Wistar, por prevenir o desbalanco autondmico
para o coracao, bem como a rarefacdo da microcirculacdo na musculatura esquelética, resposta
esta que foi associada a maior expressdo do microRNA 126. Além disso, o TF per se promove
angiogénese no miocardio associada ao aumento do microRNA 126, independente do tratamento
com DEX. Ainda, o TF foi eficaz em reduzir a hipertensdo arterial nos SHR, independente do
tratamento com a DEX, por melhorar o balanco autonémico e a microcirculagdo dos musculos
tibial anterior e cardiaco. Vale ressaltar que a DEX ndo exacerbou as alteragdes hemodinamicas e

da microcirculagdo ja presentes nos SHR.
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