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Resumo

A dexametasona (DEX) é amplamente utilizada em varios casos clinicos devido a sua
eficacia como farmaco anti-inflamatorio. Por outro lado, a utilizacdo cronica deste
medicamento pode causar alteragdes metabolicas e hemodindmicas que contribuem para
0 desenvolvimento da hipertensdo. A hipertensdo arterial pode ser determinada pelo
aumento no débito cardiaco ou da resisténcia periférica e a rarefacdo pode estar associada
a esta resposta. A manutencdo da microcirculacdo € dependente do equilibrio entre
proteinas anti e apoptoticas e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) contribui
para a manutencéo deste equilibrio. Demonstramos recentemente que altas doses de DEX
reduz a producgdo do VEGF, no entanto, os mecanismos envolvidos nesta resposta ndo
foram avaliados. Por outro lado, tem sido mostrado que o treinamento fisico (TF) aerébio
é uma ferramenta importante na prevencédo da rarefagdo e/ou promogao angiogénese, no
tratamento da hipertensdo, no entanto, quase nada se sabe sobre os efeitos do TF na
microcirculacdo e hipertensdo induzida pela DEX. Portanto, o objetivo deste estudo foi
investigar se o tratamento crénico com DEX compromete a densidade de vasos por alterar
o0 balanco angiogénico/apoptotico na musculatura esquelética e se o pré-condicionamento
fisico aerdbio atenua esta resposta. Para isso, 60 ratos wistar foram submetidos a um
protocolo de TF aerdbio na esteira ou mantidos sedentérios por 8 semanas. Além disso,
os animais foram tratados com DEX ou salina (50ug/kg, s.c. por 14 dias). Os grupos
foram separados em: sedentério controle (SC), sedentério e tratado com DEX (SD),
treinado controle (TC) e treinado tratado com DEX (TD). O peso corporal (PC) e a
pressao arterial (PA) foram analisados. Apos a eutanasia, a glandula adrenal, miocardio
e 0s musculos SOL e TA foram pesados e normalizados pela tibia. Foram avaliados
também, area de sec¢do transversa (AST), razdo capilar/fibra (C/F), densidade capilar
(DC) e andlise da producédo proteica dos muasculos SOL e TA. O tratamento com DEX
causou reducdo tanto no PC quanto no peso muscular do TA, assim como da AST. Além
disso, a DEX reduziu significativamente C/F e DC nos musculos (-41 e -43%, SOL) e (-
30 e 68,6%, TA). Por outro lado, o TF aer6bio preveniu a reducdo da C/F e DC causado
pela DEX (72,7 e 81,0%, SOL) e (32,9 e 54,2%, TA). J4, os niveis proteicos no SOL e
TA foram reduzidos significativamente pela DEX: VEGFR-2 (-14,6% e -20,1%), VEGF
(-15,6 e -19%), Bcl-2 (-18,4 e -20,5%), razdo Bcl-2/Bax (-29,0 e -13,7%) e p-Bax/Bax (-
25,4 e -20%), além da COX-2 no TA (-22,8%). A caspase-3 clivada estava aumentada
(16,0 e 17,8%, SOL e TA respectivamente). Em contrapartida, o TF aerdbio foi capaz de
prevenir a reducdo dos niveis proteicos causado pela DEX nos masculos SOL e TA, além
de prevenir o aumento da caspase-3 clivada. Em concluséo, os resultados deste presente
estudo mostrou que a rarefacdo induzida DEX ocorreu por promover o desbalango entre
fatores angiogénicos e apoptoticos,sendo esse um dos possiveis mecanismos da
hipertensdo, no entanto, demonstrou que o TF aerdbio é uma boa estratégia para manter
o0 balanco entre fatores angiogénicos e apoptoticos, o qual contribui para a manutencéo
da microcirculagdo na musculatura esquelética e, portanto, pode contribuir para a
atenuacéo da hipertensédo induzida pela DEX.

Palavras chave: Glicocorticoides, densidade de vasos, treinamento fisico aerdbio,
hipertenséo.



Abstract

Dexamethasone (DEX) is widely used in clinic due to its effectiveness as anti-
inflammatory. Nevertheless, its chronic use may cause unwanted metabolic and
hemodynamic alterations, which contribute for the development of hypertension. Arterial
hypertension may be determined by increases in cardiac output or peripheral resistance
and rarefaction may be associated with this response. Microcirculation maintenance is
dependent on the balance between anti-apoptotic and apoptotic proteins and vascular
endothelial growth factor (VEGF), known to be a key-regulator protein of the
physiological angiogenesis, helps to maintain this balance. We recently demonstrated that
high doses with DEX-treatment reduce VEGF protein levels, but the mechanisms
involved in this response were not evaluated. In the other hand, it has been shown that
aerobic training (T) is a good strategy in preventing rarefaction and/or stimulating
angiogenesis, however almost nothing is known about the effects of T on microcirculation
and hypertension induced by DEX. Therefore, the aim of this study was to investigate the
mechanisms induced by T that can contribute to attenuate DEX-induced rarefaction.
Wistar rats were subjected to an aerobic exercise protocol on the treadmill or kept
sedentary for 8 weeks. Additionally, animals were treated with DEX or saline (50ug/kg,
s.c. for 14 days). Groups were: sedentary control (SC), DEX sedentary (SD), trained
control (TC) and trained DEX (TD). Body weight (BW) and arterial pressure (AP) were
analyzed. After euthanasia, adrenal gland, myocardium, SOL and TA muscles were
weighted and normalized by tibia. The cross-sectional area (CSA), capillary:fiber ratio
(C:F ratio), capillary density (CD) and protein levels were evaluated in SOL and TA.
Treatment with DEX caused reduction in BW and in muscle weight (MW) in TA. DEX
treatment also determinated decrease in CSA (TA). Further, C/F and CD were also
reduced (-41 and -43%, SOL) and (-30 and 68.6%, TA). Training was able to prevent C:F
ratio and CD reduction (72.7 and 81.0%) and (32.9 and 54.2%) induced by DEX-
treatment. Furthermore, DEX significantly reduced protein levels in SOL and TA
muscles VEGFR-2 (-14.6% and -20.1%), VEGF (-15.6 and -19%), Bcl-2 (-18.4 and -
20.5%), Bcl-2/Bax ratio (-29.0 and -13.7%) and p-Bax/Bax (-25.4 and -20%), beyond
COX-2inTA (-22.8%). DEX also promoted increase in caspase-3 cleaved (25 and 24.1%,
SOL and TA). Moreover, training was able to prevent reduction in proteins levels in
DEX-treated groups in SOL and TA: VEGFR-2 (14.7 and 25.2%), VEGF (15.3 and
25.3%), Bcl-2 (21.6 and 35.5%), Bcl-2/Bax ratio (26.1 and 19.9%), p-Bax/Bax (23.7 and
32.1%) and COX-2 (31.5%) and the increase in caspase-3 cleaved (16.0 and 17.8%). In
conclusion, these results showed that DEX-induced rarefaction promoted imbalance
between apoptotic and angiogenic factors, become one possible causes of hypertension.
However, also showed that aerobic training is a good strategy to attenuate DEX-induced
rarefaction and this response may involve a better balance between apoptotic and
angiogenic factors, which contribute for the attenuation of hypertension.

Keywords: Glucocorticoids, vessel density, hypertension, aerobic training.
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1. INTRODUCAO/REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos fisioldgicos dos glicocorticoides e os glicocorticoides
sintéticos

Os glicocorticoides (GC) sdo produzidos pela zona fasciculada, os quais estdo
envolvidos em diversas funcdes fisioldgicas. No ser humano o principal GC circulante é
o cortisol (corticosterona em roedores) e sua sintese é regulada pelo horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), que é secretado pela hipofise anterior em resposta a
liberacdo do neuropeptidio fator liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotdlamo via
sistema porta-hipofisario (Berne et al., 2008). Situacbes como estado de febre,
hipoglicemia, alteragdo do ciclo de sono-vigilia e estresse podem influenciar a secrecéo
de ACTH. Além disso, o proprio cortisol pode atuar sobre os receptores de GC presentes
no hipotalamo e na hipéfise por meio de feedback negativo, que inibe a liberacdo do CRH
e ACTH (Aires, 2012). Dentre os principais efeitos fisioldgicos pode-se citar a
mobilizacdo de &cidos graxos livres, de proteinas e reducdo da utilizacdo celular de
glicose que, consequentemente, disponibiliza glicose sanguinea para uso imediato
(Guyton et al., 2006). O cortisol também age como anti-inflamatério em tecidos lesados
por traumas. Sendo assim, os glicocorticoides sintéticos, como por exemplo, a
dexametasona (DEX), sdo amplamente utilizados em diversos casos clinicos, como no
tratamento de artrite reumatoide, tratamento pds-operatorio de cirurgia cardiaca,
cicatrizacdo e doencas autoimunes (Martins Junior et al., 1992; Kirwan, 1995; Jodo e
Junior, 2003; Bavaresco et al., 2005). Apesar de os GC sintéticos apresentarem 6timas
respostas anti-inflamatorias, existem relatos de que seu uso em altas doses e por longos
periodos podem trazer efeitos adversos (Saruta, 1996; Schécke et al., 2002; Severino et
al., 2002; De Lellis Santos et al., 2007).

1.2 Dexametasona e seus efeitos adversos

A dexametasona (DEX) é amplamente prescrita em clinicas devido aos seus
potentes efeitos anti-inflamatérios e antialérgicos, entretanto, pode trazer sérias
complicacbes como aumentos de glicose sanguinea, acompanhada de dislipidemia,
resisténcia periférica a insulina, aumento de gorduras hepaticas, redugédo de peso corporal
e atrofia muscular (De Lellis Santos et al., 2007; Pinheiro et al., 2009; Barel et al., 2010;

12



Macedo et al., 2014; Krug et al., 2015). Além do mais pode promover alteracfes
hemodinamicas, que contribui muito para o desenvolvimento de uma hipertenséo arterial
(HA). Neste sentido, a utilizacdo cronica de DEX pode levar a elevacao pressorica aguda,
reducdo da eficacia de drogas anti-hipertensivas ou até mesmo agravar uma hipertensao
pré-existente e este tema tem sido foco de diversos estudos a fim de compreender melhor
0s mecanismos envolvidos (Qiu e Baylis, 2000; Vogt e Schmid-Schénbein, 2001;
Plavnik, 2002). A hipertensdo induzida pela DEX pode ocorrer tanto em humanos
(Pirpiris et al., 1992), quanto em animais (Mondo et al., 2006). No entanto, evidéncias
experimentais mostram que o aumento da pressao arterial (PA) pode ser determinado pelo
aumento do débito cardiaco (Saruta, 1996) ou aumento da resisténcia periférica.
(Docherty et al., 2001). A rarefacdo, ou perda de vasos e capilares, estd presente em
diversos tecidos de animais hipertensos (Amaral et al., 2008; Yang et al., 2011; Fernandes
etal., 2012) e pode ser associada com aumento a resisténcia periférica, entretanto, poucos
autores investigaram o papel da microcirculacdo na HA induzida pela DEX (Vogt e
Schmid-Schdnbein, 2001; Tran e Schmid-Schonbein, 2007).

Tem sido demonstrado que a DEX determina a perda de microvasos tanto in vitro
quanto in vivo (Vogt e Schmid-Schdnbein, 2001; Nakao et al., 2012; Mirabelli et al.,
2014; Braun et al., 2015), mas os mecanismos ainda ndo foram totalmente esclarecidos.
Estudos sugerem que a DEX pode reduzir fatores angiogénicos, como, por exemplo, o
fator de crescimento vascular (VEGF) (Barel et al., 2010; Mirabelli et al., 2014) o qual
pode contribuir para a reducdo da microcirculacdo por meio da apoptose das células

endoteliais.

1.3 A participacao dos fatores angiogénicos e apoptoticos na
manutencado de vasos e capilares

A manutencdo da densidade de vasos e capilares é dependente de um fino balango
entre fatores angiogénicos e apoptdticos, ou seja, fatores que promovem a formagéo de
novos vasos e fatores que promovem a morte celular. Sendo assim, a densidade de vasos
€ mantida por um processo complexo, com varios estagios, que envolvem remodelamento
da matriz extra-celular, migracdo e proliferacdo das células endoteliais e 0 desbalanco
deste mecanismo contribui para 0 aumento de morte programada das células no endotélio
(Gerber et al., 1998).
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A angiogénese € um processo fisiologico de formacgéo de novos vasos a partir de
vasos pré-existentes. Dentre as diversas moléculas estimuladoras da angiogénese, o
VEGF € considerado o mais potente (Nicosia et al., 1994; Ho e Kuo, 2007). E seu
primeiro relato foi em 1989 a partir de células bovinas (Ferrara e Henzel, 1989). Essa
molécula é identificada como uma glicoproteina de 46-KD e responsavel por aumentar a
permeabilidade vascular, migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células (Ferrara et
al., 2003). Em humanos, existem pelo menos 8 isoformas do VEGF, sendo elas: VEGF-
121, VEGF-145, VEGF-148, VEGF-165, VEGF-165b, VEGF-183, VEGF-189 e VEGF-
206 que interagem com receptores de tirosina quinase (RTK), que se dividem em trés
subtipos: VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1) e VEGFR-3 (De Fatima e De
Carvalho Papa, 2010). A acdo da angiogénese por meio do receptor KDR/FIk1 é
considerada a mais importante, porém algumas vezes o receptor flt-1 pode desempenhar
esta funcdo (crosstalk) ou vise versa (Ferrara, 2009).

Apoptose € um mecanismo que elimina células em processos de proliferacdo ou
diferenciacdo por meio de sinais internos que controlam a expressdo génica de fatores
anti-apoptoticos e apoptdticos. Esta acdo € promovida por membros da familia das
proteinas chamadas BcL-2, que tem o papel de induzir ou suprimir a morte celular das
células endoteliais (Jung et al., 2014). Das que induzem apoptose sdo: Dominio de
homologia ao BcL-2 (Bid), antagonista/assassino homélogo (Bak), promotor de morte
associada a BcL-2 (Bad), assassino 1 antagonista de BcL-2 (Bax), entre outras. Por outro
lado, existem as anti-apoptoticas, que sdo: Proteina 2 de linfoma de célula B (BcL-2),
proteina x associada ao BcL-2 (BcL-x2) e Linfoma 2 de célula B de leucemia linféide
crénica BcL-XL (Borner, 2003). Este processo pode ser ativado por estresse intra ou
extracelular, danos no DNA, hipdxia ou deprivacado de fatores de crescimento (Grivicich
et al., 2007). Com a ocorréncia de um destes fatores, as proteinas apoptéticas competem

com os sitios de ativacdo das proteinas anti-apoptoticas, o que resulta em morte celular.

A acdo do VEGF pode ocorrer basicamente de duas formas a partir da ativacao de
seus receptores. Como pode ser visto na Figura 1, ocorre uma agdo, via segundo
mensageiro, que garante a permeabilidade vascular, proliferagdo celular ou via
fosfoinositol 3-quinase (PI3k)/proteina quinase B (AKT), o0 que garante a sobrevivéncia
celular. A primeira ag&o ocorre a partir da ativagdo da enzima fosfolipase C (PLC) que,
por sua vez, estimula a formacao do diacilglicerol (DAG) e IPz-inositol 1,4,5-trifosfato,

o0 que aumentam Ca?*intracelular e, consequentemente, a producéo do NO, ao partir da
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ativacdo da enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Ja, 0 outro mecanismo ocorre
pela ativacdo da via PI3Bk/AKT. A AKT fosforila a proteina Bax, que se encontra proxima
a mitocondria, desativando-a e garantindo a sobrevivéncia da célula (Gerber et al., 1998;
Roy et al., 2006).

Célula endotelial

[ PiGF. veGF-B | [ vEGF-A || VEGF-E, v
*L— Hese baaieal
=
VEGFR-1 I VEGFR2 | oo
(Fit-1) (Fik-1/KDR) o Fit-4
< |
Membrana H CROSS TALK [esre |— [PLe_Jo—r

\ /

l
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Sobrevivéncia

Proliferagcdo
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L e migragdo
e migragdo
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¢ <—— | citocromorc |

Caspase-3 Emmmmmmmmsd Apoptose

Figura 1. Demonstracdo esquematica das vias de ativacdo angiogénica e apoptética. Adaptado de (Roy et
al., 2006; Grivicich et al., 2007; Sanz et al., 2008).

Na auséncia dos fatores angiogénicos, a fosforilacédo da proteina apoptotica (Bax)
ndo acontece, possibilitando assim a Bax competir com os sitios de ligacdo das proteinas
anti-apoptoticas na mitocéndria o que permite que ocorra a liberacéo do citocromo C de
dentro da mitocéndria para o citoplasma. O citocromo C, fora da mitocdndria, cliva o
apoptossomo (apaf-1) dando inicio ao processo de formacdo das caspases, que ativa a
procaspase-9 e logo em seguida a caspase-3, que ira sinalizar clivar e condensar as células
para posteriormente serem fagocitadas por macrofagos (Grivicich et al., 2007), o que
resulta em rarefagéo.

Tem sido demonstrado que a DEX determina reducdo do nimero de vasos, tanto
in vitro como in vivo, no entanto, 0S mecanismos responsaveis por esta resposta ainda nao

sdo totalmente conhecidos (Vogt e Schmid-Schonbein, 2001; Nakao et al., 2012;
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Mirabelli et al., 2014; Braun et al., 2015). Alguns trabalhos mostram que uma das
possiveis causas desta alteracdo se da por conta da DEX reduzir a expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), que esta envolvida na produgdo de VEGF (Koedam et al.,
2002; lwai et al., 2004; Hori et al., 2010). Portanto, é possivel que esteja ocorrendo uma
reducdo de fatores angiogénicos (Barel et al., 2010; Mirabelli et al., 2014), um aumento
de fatores apoptoticos (Braun et al., 2015) ou até mesmo a combinacéo dos dois efeitos,
na determinacgdo da rarefacdo causada pelo uso crénico de DEX.

1.4 O papel do treinamento fisico aerébio na manutencéo da densidade
de vasos e capilares

O treinamento fisico aerobio tem sido considerado um tratamento ndo
farmacoldgico da HA (Melo et al., 2003; Amaral et al., 2008; Coimbra et al., 2008;
Mancia et al., 2013). Seu efeito de prevencdo contra a rarefacdo e/ou estimulo da
angiogénese tem sido demonstrado em animais normotensos e hipertensos (Amaral et al.,
2000; Amaral et al., 2001; Melo et al., 2003; Coimbra et al., 2008; Amaral e Michelini,
2011; Fernandes et al., 2012; Hoier e Hellsten, 2014). A angiogénese induzida pelo
treinamento fisico aerébio pode estar associada com o aumento dos niveis proteicos de
VEGF e BcL-2, bem como com a reducdo dos niveis de caspase-3 clivada na retina de
ratos diabéticos (Amaral et al., 2008; Fernandes et al., 2012; Ji et al., 2013) a qual
contribui para a manutencao da densidade de vasos e capilares. Além disso, outros estudos
demonstraram que o VEGF pode ser estimulado com exercicio aerébio agudo (Pryor et
al., 2010) e que com poucos dias é possivel observar aumento na densidade de vasos
(Amaral et al., 2008). Entretanto, é sabido também que uma densidade de vasos reduzida
em diversos tecidos pode acarretar em sérios problemas consequentes de uma oxigenacgao
inadequada. Apesar de diversos trabalhos relatarem que a DEX promove a rarefacéo
devido a sua utilizagdo crbnica, os mecanismos envolvidos ndo foram investigados.
Demonstramos recentemente que o tratamento com altas doses de DEX promove reducao
de VEGF na musculatura esquelética e cardiaca de ratos, a qual ndo foi atenuada pelo
pré-condicionamento fisico em esteira (Barel et al.,, 2010), mas 0s mecanismos
envolvidos nesta resposta ndo foram avaliados. Além disso, € possivel que doses menores
de DEX possam determinar resultados mais amenos e assim serem atenuados pelo

treinamento fisico. Portanto, apesar dos achados até o presente momento sugerirem que
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o treinamento fisico pode alterar os fatores angiogénicos e apoptoticos, pouco se sabe

sobre os efeitos do exercicio fisico na reducdo de vasos induzida por DEX.

Os resultados expostos até 0 momento apresentam evidéncias de que o exercicio
aerobio pode acarretar em resultados positivos no balanco entre fatores angiogénicos e
apoptoticos. A hipotese deste trabalho foi que um pré-condicionamento fisico possa
atenuar um possivel desbalanco entre estes fatores apds um tratamento crénico com
baixas doses de DEX.
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2. OBJETIVO

Geral: Investigar os mecanismos causados pelo tratamento cronico com DEX
como, reducdo de peso corporal e massa muscular, diminuicdo da area de secgdo
transversa de fibras musculares. E como foco principal, investigar se a DEX compromete
a densidade de vasos por alterar o balango angiogénico/apoptético na musculatura
esquelética e se esta alteragdo contribui para o aumento da PA se o pré-condicionamento

fisico aerdbio atenua estas respostas.

Especificos:

1. Determinar os efeitos do tratamento cronico com DEX nos
mecanismos responsaveis pelo controle da densidade de vasos. Para tanto, foi
determinada a producdo proteica de VEGFR-2, VEGF, COX-2, BcL-2, Bax,
caspase-3 clivada, na musculatura esquelética, bem como a densidade de vasos,
razao capilar/fibra nos animais sedentérios, tratados ou ndo com DEX.

2. Verificar se o pré-condicionamento fisico aerdbio altera os
mecanismos responsaveis pelo controle da densidade de vasos nos animais
tratados ou ndo com DEX. Para tanto, foi determinada a producéo proteica de,
VEGFR-2, VEGF, COX-2, BcL-2, Bax, caspase-3 clivada, na musculatura
esquelética, bem como a densidade de vasos, razdo capilar/fibra nos animais

treinados, tratados ou ndo com DEX.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 60 ratos machos (Wistar) de 8 semanas de idade (200-250g),
provenientes do Centro de Pesquisa e Producdo da UNESP (Botucatu, SP, Brasil).
Durante todo o protocolo, os animais eram mantidos em gaiolas com até quatro animais,
com ciclo claro escuro de 12:00 horas e temperatura controlada (22°C). Ragdo e agua
foram fornecidas at libitum. Os ratos foram pesados semanalmente do inicio ao fim dos
estudos (balanca Filizola). Todos os métodos foram aprovados pelo Comité de Etica de
Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual Paulista, UNESP (protocolo
#1436/2014). A fim de projetar um protocolo experimental preventivo, DEX ou solugao
salina foram administrados durante 14 dias ap6s as 8 semanas de um programa de
exercicios. Metade do grupo recebeu tratamento com DEX (50 pg/ kg de peso corporal
por dia,s.c.) e a outra metade (animais controles ) solucao salina, no mesmo volume que

a DEX e durante os mesmos 14 dias.

3.1 Testes de capacidade méaxima

A capacidade méaxima foi avaliada de forma indireta por meio de teste de esforco
maximo em esteira ergométrica. Apds um periodo inicial de adaptacdo a esteira (5-10
dias), os ratos eram selecionados segundo sua habilidade em andar/correr na esteira
ergométrica adaptada para ratos (10 raias suspensas de ferro). Todos 0s animais
realizaram um teste de esforco maximo (TEM), utilizando um protocolo escalonado
previamente publicado (Silva et al., 1997), com incrementos de 3 m/min a cada 3 min.
Sendo assim, a capacidade maxima foi determinada quando o animal ndo conseguia mais
correr espontaneamente. O teste de esforco maximo foi realizado no inicio (TEM-1), ap6s
4 semanas (TEM-2, para reajuste das intensidades) e ao final, apos 8 semanas (TEM-3).
Os animais sedentéarios realizaram os testes nos mesmos momentos que 0s treinados e

foram adaptados a esteira pelo menos a cada 15 dias.
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3.2 Grupos experimentais

Apos a avaliacdo da capacidade fisica méxima, os ratos foram alocados em quatro
grupos experimentais sendo que todos 0s grupos apresentavam capacidade fisica e peso

corporal semelhantes.

Grupo 1 - Sedentario Controle: composto por animais que permaneceram
sedentérios durante todo o protocolo experimental e foram tratados com solugéo salina
nos Ultimos 14 dias (salina, s.c.).

Grupo 2 - Sedentario Tratado: composto por animais que permaneceram
sedentarios durante todo o protocolo experimental e foram tratados com DEX nos Gltimos

14 dias (decadron®, 50ug/kg de peso corporal por dia, s.c.).

Grupo 3 — Treinado Controle: composto por animais que realizaram o
treinamento aerobio durante todo o protocolo experimental e foram tratados com solucéo

salina nos ultimos 14 dias (salina, s.c.).

Grupo 4 — Treinado Tratado: composto pelos animais que realizaram o
treinamento aerébio durante todo o protocolo experimental e foram tratados com DEX

nos ultimos 14 dias (decadron®, 50pg/kg de peso corporal por dia, s.c.).

3.3 Protocolo de treinamento fisico aerdbio

O treinamento fisico foi realizado em esteira ergométrica durante uma hora por
dia, 5 dias na semana, por 60 dias, com intensidade de 50-60% da velocidade méaxima
atingida no teste de esforco inicial (TEM-1).

3.4 Determinacdo da pressao arterial direta
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3.4.1 Confeccles das canulas

Para a confeccdo das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50
(Scientific Commodities Inc.), aos quais eram previamente soldados a tubos de
polietileno PE-10 (Scientific Commodities Inc), conforme previamente publicado
(Amaral et al., 2001).

Ap0s o periodo de tratamento os animais foram entao anestesiados com Tribromo
Etanol (2,59/100ml, na dose de 1ml para cada 100g do peso corporal) e posteriormente
foi realizada incisdo no pescogo do animal. Apds a localizacdo da artéria carétida, foi
introduzida a parte mais fina da canula preenchida com solucdo fisioldgica heparinizada
no local, j& a outra parte da canula foi exteriorizada na regido dorsal do animal. Logo ap6s
o término do procedimento foi aplicado um analgésico ndo esteroidal BANAMINE
(flunixina meglumina, 0,3ml) de forma subcuténea e esperado um periodo de recuperagédo
de 24 horas.

3.4.2 Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca

Apos a recuperacdo da cirurgia por 24 h, ja com os animais acordados, a PA foi
registrada através da conexdo da canula da artéria car6tida ao sistema de registro
(transdutor + pré-amplificador, ADinstrument®), o qual foi conectado ao computador. PA
pulsatil e a frequéncia cardiaca (FC) foram registrados utilizando o software
LabChartProv.7.

3.5 Retirada dos musculos esqueléticos e da glandula adrenal

Apbs o registro de PA e FC, os animais foram eutanasiados por excesso de
anestésico DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 160mg/kg) e ANASEDAN® (cloridrato
de xilasina, 20mg/kg), VETBRANDS do Brasil e os musculos esqueléticos soleo (SOL),
tibial anterior (TA), miocardio e glandula adrenal foram cuidadosamente removidos,
limpos em solucdo salina e pesados. Ao final, foi retirada a tibia dos animais para a
normalizagdo dos pesos dos tecidos. Logo apds a pesagem, os musculos foram separados
da seguinte forma: membros traseiros esquerdos para analises de proteina e armazenado

no freezer -80. Os membros traseiros direitos foram armazenados para andlises

21



histologicas, os quais foram envolvidos por talco neutro, cobertos com tissue tech e
mergulhados em nitrogénio liquido e logo ap6s foram acondicionados no freezer a -80°C
até o momento das analises.

Uma linha do tempo foi feita para ilustrar o protocolo experimental de 76 dias e

pode ser observado na Figura 2:

| m

1H 50-60% Cap.max em esteira Y

5 dias/semana durante 8 semanas

+ 14 dias de tratamento e treinamento

PC todos os dias
PC 1x por semana
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Teste de esforco méximo (TEM)
Dia de tratamento (DEX/Salina) 50 pg/kg s.c.
Dia de cirurgia (catéter)

Dia da pressao arterial direta (PA) e Eutanasia

— I |

Figura 2. Linha do tempo experimental. Teste de esforco maximo (TEM), peso corporal (PC).

3.6 Analises Morfométricas

Todo o material coletado congelado foi colocado no criostato (-20°C) (Leica®,
CM 1850, Nussloch, Alemanha) para realizacao de cortes transversais de 5-10 um e, em
seguida, as seccOes foram colocadas nas Iaminas para o processamento das técnicas de
coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE) e processadas para estudo de alteragOes
vasculares no tecido muscular em microscopio de luz. Foi determinada a densidade
capilar (nimero de vasos por mm?), a razéo capilar por fibra (C/F) e a area de seccdo

transversa (AST) das fibras musculares nos muasculos SOL e TA (Moura et al., 2011).
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Todo o material coletado (musculos esqueléticos) foi submetido a processos de rotina de
microscopia éptica: as amostras congeladas passaram por processo de desidratacdo com
etanol e emblocagem. Para cada animal, foram feitas 4 laminas e, cada lamina possuia 6
cortes transversais. Estes cortes foram observados em microscéopio de luz (microscopio
Olympus BX50), com lentes objetivas de 20x ou 40x. Todas as imagens foram
digitalizadas e armazenadas utilizando um programa de computador (DP Controller,
Olympus micro DP70). As analises morfométricas foram realizadas pelo computador,
utilizando-se um programa especifico de andlise de imagem (IMAGE-PRO Plus),
previamente publicado (Amaral et al., 2000; Melo et al., 2003). Para a analise do numero
de capilares, utilizou-se o contraste de imagens e 0 cursor, 0S quais permitiram a
contagem de capilares da microcirculacdo. Nas mesmas imagens foi também determinado
0 numero de fibras musculares, visando a obtencdo da razao de capilares/fibra (Amaral et
al., 2000; Amaral et al., 2001).

3.7 Protocolo de dosagem de Proteinas

Os musculos SOL e TA do membro posterior esquerdo dos ratos foram
homogeneizados em solucdo RIPA (Cell Signaling Thechnology, MA, EUA) contendo:
0,5 mM Tris-hidroclorito de sédio HCI, pH 7.4, 1,5 mM cloreto de sddio (NaCl), 2.5%
acido deoxicolico, 10% NP-40, 10 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
imediatamente antes do uso foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases (Pic)
(0,1%, Sigma Aldrich, MO, EUA) e 1% de Fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF,
Sigma-Aldrich, MO, EUA).

Apos a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4°C
com 10.000 rpm, em seguida o sobrenadante foi coletado e entdo transferido para um
novo tubo, eppendorf, os quais foram armazenados em freezer -20°C para as analises de
producdo das proteinas. As concentracdes de proteina foram determinadas pelo método
de Bradford, utilizando um kit comercial (Bio-Rad Kit, Protein Assay Standart I,
Hercules, CA) como previamente publicado (Amaral et al., 2001). Os valores de
absorbancia foram analisados no leitor de microplacas (BMG Labtech, Spectro Star nano,
HE, ALE) utilizando uma placa de 96 pocos. Apos a dosagem, as amostras foram

estocadas a -20°C e utilizadas para os experimentos de Western Blotting.
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3.8 Procedimento do Western Blotting

A proteina foi eletroforeticamente separada por tamanho, usando-se um sistema
de gel de poliacrilamida, conforme publicacdo prévia do laboratério (Macedo et al.,
2014). Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas de poliacrilamida, em
diferentes concentracdes: 5% na camada superior e 10% na camada inferior. As amostras
(50 pg) foram colocadas para correr em solugdo tampéo de corrida (190mM glicina, 25mM
Tris, 0.1% SDS pH 8.3), por 60 minutos a 200 V. Marcadores de peso molecular foram
simultaneamente utilizados como tamanho padrdo. As proteinas foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose com aplicagdo de corrente de
120V por 2 horas em solucdo tampéo de transferéncia (190 mM glicina, 25 mM Tris, 20%
metanol, pH 8.3). Logo apds a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de proteina
colocada em cada coluna foi conferida com a colocacdo em Ponceau. As membranas
foram lavadas em tris tampao salina (TBS-T, 50 mM Tris e 750 mM NaCl; pH 5.8, com
1% deTween-20). As membranas foram incubadas com solugéo bloqueadora (albumina
bovina, BSA, 3% em TBS-T) por 2 minutos. O SNAP i.d.® 2.0, Sistema de detecgdo de
proteinas (Merck-Millipore, MA, EUA) foi utilizado para incubar as membranas por 10
minutos com anticorpo primario: Receptor-2 do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR-2, anti-coelho monoclonal, 1:1.000 in 3% BSA, Cell Signaling Tech, MA,
EUA), (VEGF anti-camundongo monoclonal, 1:1.000 in 3% BSA, BD Pharmingen, CA,
EUA), ciclooxigenase-2 (COX-2, anti-coelho monoclonal, 1:500 in 3% BSA, Thermo
Scientific, CA, EUA), (BcL-2, anti-coelho policlonal, 1:500 in 5% BSA, Cell Signaling
Tech, MA, EUA), (Bax, anti-coelho policlonal, 1:500 in 3% BSA, Cell Signaling Tech,
MA, EUA), (p-Bax, anti-coelho policlonal, 1:1.000, Byorbyt, Cambridge, UK), (caspase-
3 clivada, anti-coelho policlonal, 1:1.000, Cell Signaling Tech, MA, EUA) e gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (anti-GAPDH, 1:1.000 in 3% BSA, R&D Systems,
MN, EUA). Em seguida as membranas foram lavadas com TBS-T, incubadas por dez
minutos com 0s respectivos anticorpos secundarios (anti-camundo ou anti-coelho,
conforme a origem dos anticorpos primarios). O anticorpo foi detectado por
luminescéncia quimica aumentada (Super Signal Pico, Pierce, IL, USA) e as membranas
foram expostas a um filme de radiografia (Fujifilm®), as bandas foram analisadas
utilizando um programa de computador (Scion Image, Corporation, Beta 4.02).
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3.9 Métodos Estatisticos

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Para todos
os experimentos foi utilizada (ANOVA) de dois caminhos. Sendo 1 caminho o
treinamento e outro caminho o tratamento. Nas analises de valores de peso, e capacidade
méaxima foi utilizado o test-Tstudent. O post-hoc de Tukey foi utilizado nas amostras que
apresentaram diferengas significativas. O nivel de significancia considerado foi de p <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso Corporal
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Figura 3. Peso corporal (PC) ap6s as 8 semanas de treinamento fisico (A) para sedentarios (n = 26) e
treinados (n = 34) e apds 14 dias de tratamento com DEX (B) em todos os grupos analisados. Controle
sedentéario (SC, n = 13), sedentario tratado com DEX (SD, n = 13), treinado controle (TC, n=19) e treinado
e tratado com DEX (TD, n = 15). Significancia: * controle vs, + vs sedentarios, p < 0,05

O peso corporal (PC) dos animais foi avaliado durante todo o periodo do protocolo
experimental de 76 dias e estdo ilustrados na Figura 3. No inicio do protocolo, todos 0s
ratos apresentavam o PC similar (265,0 + 21,1; 252,6 + 30,1; 255,6 + 22,1; 256,3 + 11,9
g, para SC, SD, TC, TD, respectivamente). Durante as 8 semanas de treinamento, todos
0S grupos aumentaram de peso, porém, no término deste periodo, o PC dos animais
treinados foi menor quando comparado aos sedentarios (-17,0% Treinado vs Sedentario),
como pode ser observado na Figura 3A. Apds o periodo de 14 dias de tratamento com
DEX (Figura 3B), os ratos dos grupos SD e TD apresentaram valores de PC
significativamente menores que seus respectivos controles (-7,0% e -5,8%,

respectivamente, p<0,05).
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4.2 Capacidade fisica maxima

Foram realizados trés testes de capacidades fisica maxima com todos os animais
ao longo das 8 semanas do protocolo de treino (antes, durante e no término). Pode-se
observar na Figura 4 que os animais treinados apresentaram capacidade fisica maior que

0s sedentarios.
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Figura 4. Capacidade fisica maxima expressa pelo tempo de corrida (s) na esteira para sedentarios (n = 26)
e treinados (n = 34). Significancia: + vs sedentarios, p < 0,05.

4.3 Pesos musculares e da glandula adrenal

Pode-se observar na Tabela 1 que o musculo TA teve uma reducédo de -8,3% em
seu peso determinado pelo tratamento com DEX e que o TF nédo atenuou esta reducao,
uma vez que os animais do grupo TD apresentaram um TA -6,6% menor que 0s animais
TC. O coracdo e 0os musculos SOL e miocardio ndo apresentaram alteracdes de massa
apos tratamento com DEX. Entretanto, a glandula adrenal estava significativamente

menor nos dois grupos tratados com DEX em comparag¢do com os controles.
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Tabela 1. Valores de massa muscular e glandula adrenal normalizados pela tibia nos diferentes
grupos analisados.

SC SD TC TD
Tibia
(cm) 4,20+0,05 4,08+0,02 4,12+0,03 4,08+0,03
Coracio
(mg/cm) 275,11+5,34 263,55+6,40 257,83+7,88 255,72+5,06
Miocardio
(mg/cm) 193,40+6,40 182,80+4,62 181,18+6,39 178,03+3,61
SOL
(mg/cm) 39,07+2,09 36,20+2,01 38,32+1,89 36,72+1,73
TA % %
(mg/cm) 176,42+5,02 161,83+3,05 173,86+3,19 162,99+2,99
G.A * %
(mg/cm) 16,71+1,04 10,39+0,51 16,05+1,45 10,39+0,69

4.4 Analises morfomeétricas

As Figuras 5 e 6 ilustram as seccdes transversas dos musculos SOL e TA. A Figura

5 mostra que o musculo SOL n&o apresenta reducdo de AST das fibras, enquanto que no

TA (Figura 6) esta reducdo parece ser mais evidente.
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Figura 5. Secgdes transversas do musculo SOL, coradas com hematoxilina-eosina, representativas de um
rato de cada grupo, sedentério controle (SC), sedentério tratado com DEX (SD), treinado controle (TC) e
treinado e tratado com DEX (TD). Circulos amarelos indicam a &rea da fibra muscular. Aumento de 20X,
a barra representa 100pm.

Figura 6. Secgdes transversas do muasculo TA, coradas com hematoxilina-eosina, representativas de um
rato de cada grupo, sedentario controle (SC), sedentério tratado com DEX (SD), treinado controle (TC) e
treinado e tratado com DEX (TD). Circulos amarelos indicam a area da fibra muscular. Aumento de 20X,
a barra representa 100pm.
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As analises densitométricas demonstram que a AST das fibras no SOL néo foi

afetada nem pela DEX nem pelo TF (Figura 7A), no entanto, houve reducdo significativa

de -18,30% da AST das fibras no TA, determinada pelo tratamento crénico com DEX

(Figura 7B). Os animais do grupo TD também apresentaram reducdo de AST das fibras

do TA quando comparados aos controles TC (-16,52%).
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Figura 7. Anélise densitométrica da area seccao transversa das fibras do musculo SOL (7A) e TA (7B) em
todos os grupos analisados: controle sedentario (SC, n = 7), sedentdrio tratado com DEX (SD, n = 9),
treinado controle (TC, n = 9) e treinado e tratado com DEX (TD, n = 8). Significancia: * vs controle e + vs

sedentario, p < 0,05.

As Figuras 8 e 9 estdo demonstrando os capilares (setas amarelas). Pode ser

observado que houve uma reducdo na densidade vascular induzida pela DEX e que esta

reducdo é atenuada pelo TF em ambos os musculos SOL (Figura 9) e TA (Figura 10)
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Figura 8. Secc0es transversas do musculo SOL, corado com hematoxilina-eosina, foto tirada de um rato
de cada grupo, sedentario controle (SC), sedentario tratado com DEX (SD), treinado controle (TC) e
treinado e tratado com DEX (TD). Setas amarelas indicam o capilar. Aumento de 20X, a barra representa
100pm.

Figura 9. Seccdes transversas do musculo TA, corado com hematoxilina-eosina, foto tirada de um rato de
cada grupo, sedentério controle (SC), sedentario tratado com DEX (SD), treinado controle (TC) e treinado
e tratado com DEX (TD). Setas amarelas indicam o capilar. Aumento de 20X, a barra representa 100pum.
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As analises morfomeétricas quantitativas estdo ilustradas nas Figuras 10 (SOL) e
Figura 11 (TA). Pode ser observado na Figura 10 que o tratamento crénico com DEX
reduziu significativamente a razdo C/F e DC no grupo SD (-41 e -43% vs SC
respectivamente, p<0,05). No entanto, o treinamento foi capaz de aumentar
significativamente a razdo C/F e DC no musculo SOL (+43,2 e +45,0% TC vs SC
respectivamente, p<0,05).

] SC
M SD
A) B)
B TC
2500 1 TD
2.5 1 +
| + « ~ 2000 -
L2 _ >
Q + = i
z 15 : 1500 _ i
3 —= £ *
£ 404 * 2 1000
[=]
0.5 . “ 500 1
0.0 - . /i

Figura 10. Razdo capilar/fibra (C/F) para (A) e a densidade capilar (DC) (B) no musculo SOL em todos 0s
grupos analisados: controle sedentario (SC, n = 7), sedentario tratado com DEX (SD, n = 9), treinado
controle (TC, n = 9) e treinado e tratado com DEX (TD, n = 8). Significancia: * vs controle e + vs
sedentarios, p < 0,05.

No musculo TA (Figura 11), o tratamento com DEX também determinou a
reducdo da razdo C/F e DC no grupo SD (-30,0 e 68,6%, vs SC), p<0,05. Por outro lado,
o0 treinamento proporcionou um aumento de 10,3% na razdo C/F, comparado ao grupo
SC, p<0,05. O mesmo ndo ocorreu com a DC, o qual ndo se mostrou diferente quando
comparado ao grupo TC. No entanto, o treinamento foi eficaz em prevenir a reducéo da
razdo C/F e DC, tanto no SOL (72,7 e 81,0%, TD vs SD), quanto no TA (32,9 e 54,2%,
TD vs SD), p<0,05).
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Figura 11. Razdo capilar/fibra (C/F) para (A) e a densidade capilar (DC) (B) no musculo TA em todos os
grupos analisados: controle sedentario (SC) (n = 7), sedentario tratado com DEX (SD) (n = 9), treinado
controle (TC) (n = 9) e treinado e tratado com DEX (TD) (n = 8). Significancia: * controle vs e + vs
sedentarios, p < 0,05.

4.4 Analises proteicas

As figuras 12 e 13 ilustram os resultados de producgéo proteica nos musculos SOL
e TA, respectivamente. Pode ser observado na Figura 12 que o tratamento crénico com
DEX diminuiu significativamente a producdo proteica do VEGFR-2 (-14,6%, Figura
12A), VEGF (-15,6%, Figura 12B), Bcl-2 (-18,4%, Figura 12C), razdo Bcl-2/Bax (-
29,0%, Figura 12E) e p-Bax/Bax (-25,4%, Figura 12F) quando comparados com SC
(p<0,05). Por outro lado, os niveis proteicos da caspase-3 clivada (Figura 12G) estavam
significativamente aumentados no grupo SD (25,0% vs SC, p<0,05). Entretanto, o
treinamento foi eficaz em aumentar significativamente a producéo de VEGFR-2 (14,7%),
VEGF (15,3%), Bcl-2 (21,6%) razdo Bcl-2/Bax (26,1%) e p-Bax/ Bax (23,7%) em
relacdo aos sedentarios SD (p<0.05). Além disso, o TF preveniu o aumento da caspase-3
clivada no SOL (16,0%, para TD vs SD, p<0,05).
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Figura 12. Analises quantitativas e géis representativos da produgdo proteica utilizando a técnica de
Western blotting: Receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2, A), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, B), proteina 2 de linfoma de célula B (Bcl-2, C), assassino 1 antagonista de
BCL-2 (Bax, D), razdo Bcl-2/Bax (E), razdo p-Bax/Bax (F) e caspase-3 clivada (G). Concentragdo de 50ug
de proteina do muasculo SOL (8-10 ratos). Sedentério controle (SC), sedentério tratado com DEX (SD),
treinado controle (TC) e treinado tratado com DEX (TD). Valores sdo expressos como % do controle.
Significancia: * vs controle e + vs sedentario, p< 0,05.
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Da mesma forma que foi observado no muasculo SOL, o tratamento crénico com
DEX no TA diminuiu significativamente a producdo proteica do VEGFR-2 (-20,1%,
Figura 13A), VEGF (-19,0%, Figura 13B), COX-2 (22,8%, Figura 13C), Bcl-2 (-20,5%,
Figura 13D), razdo Bcl-2/Bax (-13,7%, Figura 13F), p-Bax/Bax (-20,0%, Figura 13G)
quando comparados com SC (p<0,05). Por outro lado, os niveis proteicos da caspase-3
clivada (Figura 13H) estavam significativamente aumentados no grupo SD (24,1% vs SC,
p<0,05). Entretanto, treinamento foi eficaz em aumentar significativamente a produgéo
de VEGFR-2 (25,2%), VEGF (25,3%), Bcl-2 (35,5%), razdo Bcl-2/Bax (19,9%), p-
Bax/Bax (32,1%) e COX-2 (31,5%), comparando TD vs SD (p<0.05). Além do mais, 0

TF conseguiu prevenir o aumento da caspase-3 clivada (17,8%, para TD vs SD (p<0,05).

34



5 5
8 3

VEGFR-2/GAPDH
Y%controle
3

nlE

5 5
8 2

VEGF/GAPDH
% controle
2

el

VEGFR2 e == NS o
GAPDIL e D e

e

BAX/GAPDH
% controle

vicr W g sl G
GAPDH el WD e M

15

iDiD%

az30 BeL-2/BAX
5

pax TR . T
capn B D amn A

s, D o D O
pax TR S T

COX-2/GAPDH
% controle

BcL-2/GAPDH
% controle

ani

AN . — —

e R e -

1 allE

- - b o
. e om -

ol [T

) — — — -

COX-2
GAPDH

BCL-2

GAPDH

NERT

8

00

razio p-Bax/Bax
[
.
: caspase-3 clivada/GAPDH
% commée

Figura 13. Analises quantitativas e géis representativos da produgdo proteica utilizando a técnica de
Western blotting: Receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2, A), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, B), cicloxigenase-2 (COX-2, C), proteina 2 de linfoma de célula B (Bcl-2, D),
assassino 1 antagonista de BCL-2 (Bax, E), razdo Bcl-2/Bax (F), razdo p-Bax/Bax (G) e caspase-3 clivada
(H). Concentracdo de 50ug de proteina do masculo TA (n=8-10). Sedentario controle (SC), sedentério
tratado com DEX (SD), treinado controle (TC) e treinado tratado com DEX (TD). Valores sdo expressos
como % do controle. Significancia: * vs controle e + vs sedentario, p< 0,05.

4.5 Parametros hemodinamicos

A Tabela 2 demonstra que o tratamento crénico com DEX aumentou
significativamente a PAS (+13,1%), a PAD (+13,3%) e a PAM (+13,2%).

Por outro lado, 8 semanas de treinamento foram eficientes em atenuar o aumento
da PAS, PAD e PAM, quando comparadas com o grupo SD (Tabela 2).
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Tabela 2. Pardmetros hemodinamicos em todos o0s grupos analisados.

sC SD TC TD
PAS 123,8+2,5 140,0£2,5° 122,8+3,0 131,9+2,3"*
PAD 107,3+2,3 121,6+2,7" 103,045,7 106,4+3,4*
PAM 112,8+2,0 127,7+2,4 109,6+4,7 114,9+2,8"
FC 371,6+10,8 386,0+8,7 373,2+12,6 383,6+10,8

Legenda da tabela 1: Pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD), significa pressdo
arterial (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) (n=9-10). Significancia: * vs controle e + vs sedentarios, p <
0.05.
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados deste estudo mostram que o pré-condicionamento fisico
aerdbio preveniu o desbalango entre fatores angiogénicos e apoptéticos induzido pelo
tratamento crénico com DEX na musculatura esquelética, o que contribuiu para a

manutencdo da microcirculagéo.

Apesar da DEX ser amplamente prescrita na clinica devido aos seus potentes
efeitos anti-inflamatorios e antialérgicos, os efeitos de uma utilizagcdo exacerbada podem
trazer diversas complicacdes que ja estdo bem estabelecidas na literatura, tais como perda
de peso corporal, hiperglicemia, atrofia muscular e hipertensdo (De Lellis Santos et al.,
2007; Barel et al., 2010; Dionisio et al., 2014b; Macedo et al., 2014; Krug et al., 2015).
Os resultados do presente estudo revelam que, ap6s o periodo de 14 dias tratamento com
DEX, os animais apresentaram uma reducdo significativa de -7.0% no peso corporal, no
entanto o pré-condicionamento fisico dos animais ndo foi eficaz de prevenir e/ou atenuar
essa perda de peso causada pela DEX. A inefic&cia do treinamento fisico nesta resposta
ja havia sido observada anteriormente, ou quando o treinamento fisico era feito
simultaneamente ao tratamento (Ahtikoski et al., 2004; Pinheiro et al., 2009) ou prévia e
concomitante (Barel et al., 2010; Dionisio et al., 2014a). Nem mesmo quando o exercicio
era resistido esta resposta de reducéo de peso corporal foi evitada (Nicastro et al., 2012;
Macedo et al., 2014; Krug et al., 2015). Uma possivel explicacdo, segundo alguns
estudos, para esse efeito adverso nos animais tratados com DEX, é que ocorre uma
reducdo da ingestdo alimentar (De Lellis Santos et al., 2007; Nicastro et al., 2012;
Macedo et al., 2014), principalmente devido a uma alteracdo na liberacdo de dois
peptideos: a leptina, que desempenha importante papel na regulacdo da ingestao alimentar
e no gasto energético e a grelina, produzida nas células do estbmago, que esta diretamente
envolvida na regulacdo do balango energético a curto prazo (Romero e Zanesco, 2006;
Tulipano et al., 2007).

Tem sido demonstrado que outro possivel mecanismo para explicar a redugéo do
peso corporal é a reducdo da massa muscular nos animais pelo tratamento com
glicocorticéides, uma vez que a delecdo do gene da miostatina evita a atrofia muscular e
consequentemente o PC induzidos por glicocorticoides (Gilson et al., 2007). Neste

presente trabalho observamos uma reducéo do peso no muasculo TA, que ndo foi atenuada
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nos animais treinados previamente ao tratamento. No entanto o SOL e 0 miocardio nédo
foram alterados. Estes resultados estdo de acordo com outros na literatura que
demonstram uma atuagdo mais proeminente da DEX determinando atrofia em musculos
de fibras brancas, glicoliticas, em comparacdo com as vermelhas, oxidativas (Falduto et
al., 1990; Nava et al., 1996). Esta atrofia muscular foi comprovada pelas analises de area
de seccdo transversa das fibras no musculo TA. A diminuicdo de perimetro das fibras
musculares € um indicio de atrofia muscular (Zhang et al., 2004), a qual pode ser
determinada por um desbalanco entre fatores positivos e negativos de proteinas que
controlam o crescimento muscular (Lenk et al., 2009; Macedo et al., 2014; Krug et al.,
2015; Macedo et al., 2015).

O objetivo principal deste presente estudo foi investigar os mecanismos induzidos
pela DEX que poderiam alterar a microcirculacdo da musculatura esquelética e se o pré-
condicionamento fisico aerobio poderia ser uma estratégia importante para atenuar esta
resposta. Ja € conhecido que a DEX reduz a densidade de capilares, e de fato, tem sido
utilizada como terapia para a angiogénese patoldgica, como tumores, arteriosclerose e
doencas dos olhos (neovascularizacdo corneal) (Mirabelli et al., 2014). Embora
importante em situacGes patologicas, a reducdo na densidade de vasos é um efeito
deletério indesejado pelo tratamento regular com DEX e 0s mecanismos responsaveis por
esta resposta ndo sao totalmente entendidos.

A dexametasona pode reduzir a densidade de vasos por alterar alguns
componentes da via apoptotica, intrinsecamente, extrinsecamente ou ambos (Braun et al.,
2015). Normalmente, ha um equilibrio entre fatores anti-apotéticos e apoptéticos. Neste
sentido, os resultados deste presente estudo demonstraram que a utilizagdo crénica de
DEX promoveu um desbalanco entre proteinas da familia BCL-2, e esta alteracdo fica
mais clara quando a observamos a diminuicdo da razdo entre BCL-2/BAX nos ratos
tratados comparados aos nédo tratados e provavelmente esta alteracdo contribuiu para a
rarefacdo presente na musculatura (TA). Tem sido demonstrado que o aumento da BAX
induz a liberacdo do citocromo C da mitocéndria, o qual une-se ao apoptossomo (apaf-
1). E entfo iniciado o processo das caspases, partindo das procaspases-9 até chegar a
caspase-3, que por sua vez serd clivada, sinalizando a célula endotelial para ser fagocitada
por macrofagos (Sanz et al., 2008). No presente trabalho, os niveis de caspase-3 clivada
foram significativamente aumentados pelo tratamento com DEX. Portanto, a rarefacdo

induzida pela DEX neste estudo pode ser explicada por uma combinagdo da diminuicéo
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da razdo entre BCL-2/BAX e também pelo aumento da caspase-3 clivada em ambos 0s
musculos SOL e TA.

O fator de crescimento endotelial vascular ¢ um dos mais potentes e especifico
fator angiogénico identificado (Ferrara, 2009). J& demonstramos que 0 tratamento com
altas doses de DEX diminui os niveis de VEGF no musculo esquelético (Barel et al.,
2010) e neste presente trabalho, este resultado foi confirmado, mesmo com dose 20x mais
baixa de DEX. O mecanismo responsavel pela reducdo de VEGF ap6s o tratamento de
com DEX ainda ndo € conclusivo. Normalmente, a fosfolipase-A2 forma o acido
araquidénico, o qual é clivado pela COX-1 e COX-2. Estas enzimas formam varios
produtos, como prostaglandina E2 (PGE->), tromboxano e prostaciclina c. PGE>, por sua
vez, age em seus receptores EP, e EP4 e determinam a formagéo de VEGF (Hori et al.,
2010). Existem evidéncias que a DEX suprime COX-2 (Hirasawa et al., 2010), bem como
a PGE: (Luo et al., 2009). Com base nisso, investigamos a producédo da proteina COX-2
no muasculo TA, e observamos que a DEX reduziu significativamente os niveis de COX-
2 no tecido muscular. Esse resultado nos permite sugerir que uma das possiveis causas na
queda nos niveis de VEGF pode se dar pela diminuicdo da COX-2. Entretanto, o pré-
condicionamento fisico conseguiu prevenir a reducdo de COX-2. Vale destacar que 0s
animais pré-condicionados que foram submetidos ao tratamento farmacoldgico
mantiveram os niveis proteicos do VEGF, da razdo entre BCL-2/BAX e da caspase-3
clivada. Além disso, tem sido apontado que o VEGF tem um importante papel como
regulador da via apoptotica. Neste sentido, a reducao de seus niveis pode contribuir para
acelerar a progressdo da apoptose das células endoteliais. O VEGF interage com seu
receptor de tirosina quinase, VEGFR-2 que, via PI3/Akt, determina a fosforilagéo da
proteina BAX, deixando a cascata apoptotica inativada (Sanz et al., 2008). Assim, pode-
se sugerir que ambos o0s processos (aumento dos fatores apoptoticos e diminuicao das
proteinas angiogénicas) poderiam estar contribuindo para a rarefacao observada nos ratos
tratados com DEX.

Os resultados do presente trabalho demonstraram, pela primeira vez, que o0s
animais treinados que receberam o tratamento com baixas doses de DEX, apresentaram
completa prevencao da rarefacdo observada nos animais sedentarios, independentemente
do tipo das fibras presente nos musculos, ou seja, tanto no TA como no SOL. Esta resposta
estava associada a uma melhora no balango entre proteinas apoptoticas (BAX e caspase-

3 clivada) e as anti-apoptéticas, tais como BCL-2, p-BAX e VEGF.
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Tem sido demonstrado que os efeitos benéficos do treinamento fisico em
melhorar o balanco entre fatores angiogénicos e apoptéticos podem contribuir para a
prevencdo de anormalidades na microcirculagdo em outros tipos hipertensdo. Em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), o exercicio restaurou os niveis proteicos de VEGF
e BCL-2, alem disso, os niveis proteicos da Bad diminuiram apds treinamento de natagédo
(Fernandes et al., 2012), diferente dos nossos resultados.

O VEGF desempenha um importante papel na angiogénese induzida pelo
exercicio (Amaral et al., 2001; Gavin et al., 2007; Amaral e Michelini, 2011; Fernandes
etal., 2012). Os resultados do presente estudo ndo mostraram qualquer aumento adicional
na producdo de VEGF nos animais controles apés treinamento fisico. Esta resposta vai
de encontro com a literatura que ressalta a importancia do VEGF na angiogénese no inicio
de um periodo de treinamento, no entanto, uma vez que a densidade de capilar no musculo
é obtida, os niveis de VEGF retornam ao basal (Amaral et al., 2008).

E bem sabido que o treinamento fisico aerdbio é eficiente em diminuir a PA em
individuos hipertensos (Macdonald et al., 1999; Laterza et al., 2007; Amaral e Michelini,
2011; Fernandes et al., 2012) e, dentre 0s mecanismos propostos para esta resposta, esta
a reducdo da parede luz das arteriolas e o aumento da microcirculagdo na musculatura
esquelética. No entanto, quase nada se sabe sobre 0s mecanismos associados a atenuagao
da PA em animais treinados e tratados com DEX. Este presente estudo avaliou os efeitos
do treinamento fisico na hipertensdo induzida por DEX e demonstrou gque o treinamento
fisico prévio, em esteira, atenuou significativamente o aumento da PA induzida pelo
tratamento com DEX. Atualmente, os mecanismos responsaveis por este aumento em
ratos tratados com DEX ainda s&o incertos, mas varias evidéncias estdo associando com
0 mecanismo endotelial e producdo de superoxido (Schafer et al., 2005; Mondo et al.,
2006; Roghair et al., 2008; Ong e Whitworth, 2011). A rarefacdo, encontrada neste
presente estudo, pode ser um outro possivel mecanismo que poderia estar contribuido
para reducdo da resisténcia periférica e da PA apo6s o tratamento com DEX, como ja
demonstrado em um trabalho que analisou 0 musculo cremaster (Vogt e Schmid-
Schonbein, 2001). E, de fato, a diminui¢do na densidade de vasos tem sido associada com
0 aumento da pressao arterial em SHR (Amaral et al., 2000; Fernandes et al., 2012). Neste
presente trabalho, a prevencgdo da diminui¢do do numero de vasos, observada em ratos
treinados, poderia ser um possivel mecanismo responsavel para a atenuacdo do aumento

da PA nos ratos tratados com DEX
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Em conclusdo, os resultados deste presente estudo mostrou que o tratamento
cronico com DEX causou o imbalanco entre fatores angiogénico/apoptético na
musculatura esquelética. No entanto, pela primeira vez, um trabalho demonstrou que o
treinamento fisico aerdbio foi capaz em manter o balanco entre fatores angiogénicos e
apoptoticos, o qual contribui para a manutencdo da microcirculacdo na musculatura
esquelética e, portanto, pode ter contribuido para a atenuacdo da hipertensdo induzida
pela DEX.
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