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Resumo

Introdugdo: O exercicio fisico tende a aumentar as células endoteliais progenitoras (EPCs) na
circulacdo sanguinea. Estas células, constituidas por varias populagGes, promovem o
aparecimento de novos vasos, quer por angiogénese, quer por neovascularizacdo. Assim,
podemos assumir que a vascularizagdo aumenta com a pratica de exercicio fisico. Estudos
recentes mostram que inibidores de COX-2 sdo capazes de inibir a actividade de EPCs e, por
tanto, originar uma diminui¢do do aparecimento e/ou ramificacdo de novos vasos. Este estudo
pretende provar que o ibuprofeno, como inibidor da via das ciclooxigenases, consegue
diminuir a vascularizagdo no musculo solear.

Metodos: Quatro grupos de ratos Wistar foram submetidos a treino continuado, aérobio, em
passadeira rolante, ao longo de oito semanas. De seguida foram retiradas amostras de sangue
e 0s musculos solear. As amostras de tecido foram submetidas a analises moleculares e
histoldgicas, enquanto que as amostras de sangue foram utilizadas para estudo das células
progenitoras do endotélio (EPCs) e quantificacdo de VEGF. As EPCs foram analisadas por
citometria de fluxo, utilizando os marcadores CD34, CD133, CD146 e KDR. As concentracdes
plasmaticas de VEGF foram determinadas por ELISA. Amostras de tecido muscular permitiram
a quantificacdo das fibras musculares tipo | e Il, bem como o calculo da razdo capilar/fibra.
Resultados: Verificdmos que com exercicio a massa corporal aumentou a cima de todos outros
grupos, enquanto que o grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno apresentou
valores bastante abaixo dos outros grupos. Pode observar-se também, que, ndo sé houve um
aumento de comida ingerida pelo grupo com exercicio e uma diminui¢cdo no caso do grupo
exercicio com administracdo de ibuprofeno. O teste de performance efectuado apds o treino
mostrou menor eficacia no grupo que consumiu ibuprofeno. As andlises ao plasma sanguineo
revelaram que nos grupos de exercicio existiu um aumento de VEGF e diminuicdo dos valores
de células KDR*, CD146" em circulagdo, o que se reflectiu num aumento da razdo fibra/capilar.
J4 no grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno, existiu uma diminuicao de VEGF e
um aumento do nivel de células KDR*, CD146%, CD133" e CD34" em circulagdo, o que se
correlacionou com a diminuicdo da razdo capilar/fibra, quando comparado com o grupo de
exercicio.

Conclusdo: Ndo sé o exercicio fisico revela uma maior activacdo de EPCs na corrente
sanguinea, como o ibuprofeno parece ter a capacidade de inibir a actividade de vascularizacdo
dessas células, impedindo que as EPCs circulantes atinjam a diferenciacio em células

endoteliais maturas(EC), obrigando-as a permanecer na corrente sanguinea por longos
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periodos de tempo. Acresce o facto de a diminui¢cdo da vascularizacdo se correlacionar com

uma menor quantidade de fibras tipo | e uma diminui¢cdo na performance apds treino.

Palavras-chave: exercicio fisico, EPCs, angiogénese, neovascularizacdo, ibuprofeno
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Abstract

Background: Physical Exercise tends to increase endothelial progenitor cells (EPCs) in the
bloodstream. These cells, comprised of several populations, promote the development of new
blood vessels, either through angiogenesis or by neovascularization. Thus, we can assume that
the vasculature increases with the practice of exercise. Recent studies show that COX-2
inhibitors are able to inhibit the activity of EPC and, therefore, cause a decrease in the onset
and/or branching of new vessels. This study aims to prove that ibuprofen, as an inhibitor of
cyclooxygenase pathway, can decrease vascularity in the gastrocnemius and soleus muscles.

Methods: Four groups of Wistar rats were oblied to participate in continued aerobic training,
on treadmill, over eight weeks. Then blood samples and soleus muscles were collected. The
tissue samples were subjected to molecular and histological analysis while the blood samples
were used to study of endothelial progenitor cells (EPCs) and VEGF quantification. After, they
were subjected to flow cytometry using CD34, CD133, CD146 and KDR markers. VEGF
concentrations were determined through ELISA technic. The tissue samples lead to the
guantification of muscle fibers as well as the capillary/fibre racio.

Results: We confirm that the exercise group was the one with the most body mass increase,
above all other groups. It was also clear that the exercise group with administration of
ibuprofen showed values well below the other groups. It is also to be noted that, not only
there has been an increase of food eaten by the subjects with exercise and a reduction related
to the exercise group with administration of ibuprofen. The performance test carried out after
the training showed low efficacy in the group that consumed ibuprofen. The analyzes revealed
that the blood plasma belonging to the exercise group had an increase of VEGF molecule and
decreased values of KDR", CD146" cells in circulation, which was reflected in an increase of the
fiber/capillary racio. In the group of exercise with administration of ibuprofen, there was an
inverse scenario. We saw a decrease in VEGF and increased levels of KDR*, CD146%, CD133" and
CD34" cells in circulation, correlating to a decrease in the capillary/fiber ratio when compared
to the group of only exercise bouts.

Conclusions: Not only does exercise reveals a greater activation of EPCs into the bloodstream,
but also ibuprofen appears to have the ability to inhibit the activity of these vascular cells, and
thus, preventing differentiation into mature endothelial cells (EC), forcing EPCs to remain in
the bloodstream for extended periods of time. Moreover, the is a decrease of the
vascularization that is correlated with a lesser amount of fibres type | and a decrease in

performance after training

Keywords: physical exercise, EPCs, angiogenesis, neovascularization, ibuprofen
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1- Introducao

O musculo esquelético constitui, aproximadamente, 45% do peso corporal e é o
principal local de transformacdo e de armazenamento de energia. O musculo esquelético
possui uma incrivel capacidade de deformagdo morfoldgica e uma espantosa capacidade de
adaptacdo a diferentes esforgos impostos. O exercicio fisico contribui para o desenvolvimento
da musculatura esquelética (Crameri et al. 2004, Le Grande et al. 2007), bem como para o bem
estar geral do corpo humano e ainda, para a diminuicdao de doencas cardiovasculares, através
da activacdo de células da linha progenitora endotelial (EPCs) (Siddique et al. 2010), entre
outros factores.

Foi demonstrado que o exercicio fisico induzia uma acentuada libertacdo, para a
circulacdo sanguinea, de células progenitoras endoteliais, ou EPCs (Laufs et al. 2005). Esta
populacdo de células é responsdvel, ndo s, pela criagcdo de vasos sanguineos a partir de vasos
pré-existentes, ou angiogénese (Dome et al. 2012, Rae et al. 2011), mas também, pela
producdo de novo de vasos sanguineos, ou vasculogénese, que é um processo que, até entdo,
se pensava limitado a gestacdo pré-natal (Eguchi et al. 2007). Ambos os processos sao iniciados
apos a recepgao de estimulos como VEGF e NO (Smadja et al. 2007, Yan et al. 2012), estando
estes dois factores intimamente relacionados entre si e com exercicio (Yang et al. 2007, Laufs
et al. 2005). Em suma, é possivel afirmar que o exercicio fisico é benéfico para a vascularizagao
de todos os tecidos no corpo humano.

Em estudos recentes, foi determinado que COX-2, que é uma ciclooxigenase,
responsavel pela resposta a varios processos de inflamacgdo, esta também, relacionada com a
actividade de EPCs e, por conseguinte, intimamente relacionada com a angiogénese (Muraki et
al. 2012). Assim, de acordo com os dados anteriores, é possivel imaginar que a inibicao de
COX-2, possa levar a uma diminuicdo da actividade antigénica no corpo humano. Este facto
esta documentado no trabalho de Muraki et al (2012).

Um dos mais comummente utilizados inibidores de ciclooxigenase é o ibuprofeno
(Peterson et al. 2003). Este farmaco € usado sem prescri¢do clinica pelos frequentadores de
ginasios de modo a diminuir as dores induzidas pelo exercicio e, desta forma, aumentar o
tempo de treino. O crescente uso deste farmaco levanta sérias duvidas sobre os seus efeitos
nas adaptacdes musculares ao exercicio.

O nosso trabalho, pretende assim, reunir todos estes factores e tentar determinar de
gue forma o uso abusivo de ibuprofeno, por parte de usuarios de ginasio, pode interferir em

alguns parametros musculares. A resposta a sera descriminada ao longo deste trabalho.



2- Estado da Arte

2.1- O musculo esquelético

O tecido muscular esquelético constitui cerca de 40 a 50% da massa corporal (Broek
et al., 2010). Ha trés tipos de musculo, o musculo estriado cardiaco, que com as suas
contracgdes involuntdrias, é responsavel por expelir o sangue do coragao através do batimento
cardiaco. Os midcitos cardiacos, que apresentam um soé nucleo e estdo unidos entre si por
discos intercalares sensiveis a voltagem, para que ao minimo estimulo possa passar de célula
em célula. E um tecido ndo regenerdvel (Broek et al., 2010). O musculo liso, também chamado
visceral, é também de contracg¢do involuntaria mas lenta. E composto por células fusiformes e
mononucleadas. Este tecido estd presente nos 6érgdos ocos tais como vasos sanguineos,
bexiga, Utero e no trato gastrointestinal. E um musculo com capacidade de renovacéo, tal
como o musculo esquelético (Broek et al., 2010). O musculo esquelético, esta ligado ao tecido
dsseo por tecido conjuntivo denso (tenddo) e é o responsavel pelo deslocamento Humano. Os
seus movimentos sdo voluntdrios e para além da sua capacidade de regeneragdo, tem
também, a capacidade de aumentar a sua massa e volume apds indugdo pelo exercicio, sendo
este processo designado por hipertrofia muscular (Broek et al., 2010). Este musculo é dotado

de uma grande capacidade adaptativa.

2.2- Musculo esquelético

O musculo esquelético é provido de trés camadas de revestimento. A primeira
designada por epimisio, é a camada de tecido conjuntivo que envolve todo o musculo
(Widmaier et al., 2011). Mais internamente encontra-se o perimisio, que é uma camada de
tecido conjuntivo que envolve conjuntos de dez a cem fibras musculares, sendo cada conjunto
denominado de fasciculo. O perimisio tem como fungdo proteger e manter as fibras
musculares agrupadas para potencializar a accdo muscular. Nesta camada de tecido, entre
cada fasciculo, estdo presentes os vasos sanguineos que irrigam todo o musculo. Por ultimo, a
camada de tecido conjuntivo mais interna, o endomisio, é a camada que envolve cada fibra
muscular e é constituido por fibras reticulares juntamente com a lamina basal (Widmaier et al.,
2011).

As fibras musculares que constituem o tecido muscular sdo células alongadas, no

maximo com trinta centimetros de comprimento e multinucleadas na regido periférica, junto



ao sarcolema. Tém um reticulo sarcoplasmatico longo, constituido por cisternas cuja fungao é
proporcionar a distribuicdo da despolarizacdo causada pela contracgdao muscular, de maneira
rapida e eficaz, desde a superficie celular até ao interior do citoplasma, alcangcando todas as
miofibrilas (Widmaier et al., 2011). A despolarizagdo que chega a cada miofibra, despoleta na
membrana do reticulo sarcoplasmatico a abertura de canais de calcio sensiveis 4 voltagem e,
portanto, a libertacdo de calcio para o sarcoplasma (Widmaier et al., 2011).

As miofibrilhas estdo presentes em todas as miofibras. Ocupam grande parte do
sarcoplasma e sdo constituidas por sarcdmeros, que por sua vez, sdao constituidos por
filamentos grossos de miosina e filamentos finos de actina, troponina e tropomiosina

(Widmaier et al., 2011).

FIBRAS MUSCULARES

MEMBRANA

FEIXE DE FIERAS

=

MIOFIBRILA ‘ GAPILARES

FIERAS
MUSCGULARES

MOLEGULA DE MIOSINA—
CABECA DE MIOSINA:

Figura 1. O musculo esquelético. Figura
representativa de musculo estriado esquelético com
0s seus principais constituintes.

Estes sdo responsaveis pela contrac¢do do musculo apds o estimulo. Da-se a
captacdo do calcio existente no meio pela troponina que muda de conformacao, facilitando a
formagao de pontes entre a actina e miosina. A cabega de miosina, com capacidade ATPasica,
converte ATP, produzido pelas iniUmeras mitocondrias existentes na fibra, em ADP, utilizando a
energia libertada para o deslizamento e sobreposi¢do dos filamentos de actina sobre os de
miosina, causando a contrac¢do muscular, como pode ser observado na figura 1 (Widmaier et

al., 2011).



2.3- As miofibras

O musculo esquelético é constituido, genericamente, por fibras de contracgdo rapida,
ou de tipo Il e fibras de contrac¢do lenta, ou de tipo I. As diferengas entre estas fibras baseiam-
se na actividade de ATPase da miosina e na actividade do reticulo sarcoplasmatico. As fibras
rapidas possuem grande actividade do reticulo sarcoplasmatico e grande actividade ATPasica,
o inverso se passa nas fibras lentas (Roels, 2008). Estas fibras também podem ser diferenciadas
pela cor, posto que as fibras de tipo | possuem uma cor vermelho-escuro (sendo por isso
denominadas fibras vermelhas) devido ao facto de serem ricas em mioglobina e terem um
sistema de vasos mais extenso de maneira a proporcionarem uma quantidade superior de
oxigénio (Roels, 2008). Tém um diametro relativamente pequeno, um maior nimero de
mitocdndrias e um maior numero de mionucleos por comprimento, quando comparadas as
fibras de tipo Il. Estdao assim adaptadas a fadiga e, por conseguinte, adaptadas a actividades de
longa duracdo como por exemplo maratonas, de entre outras actividades musculares que
dependem de mecanismos energéticos aerébios (Roels, 2008).

As fibras de tipo Il sdo de cor vermelho-claro e normalmente designadas de fibras
brancas. Tém um didametro mais reduzido, menor nimero de mionucleos e mitocondrias, pois
utilizam mecanismos anaerébios como fonte de energia principal. Ndo tém um sistema de
vasos sanguineos tdo amplo e tém um extenso reticulo sarcoplasmatico, ao inverso do que
ocorre nas fibras de tipo | (Roels, 2008).

A percentagem de fibras dos diferentes tipos pode variar de pessoa para pessoa,
qualificando-a mais para desportos de longa duragdo, ou de velocidade, dependendo da
quantidade superior de fibras tipo | ou Il respectivamente e também, com a funcdo fisiolégica
de cada musculo. Contudo, o treino aerdbio parece induzir uma diminuicdo das fibras rapidas e

um aparecimento de fibras lentas (Roels, 2008).



3- Vasos sanguineos

Os vasos sanguineos fazem parte do sistema circulatério, cujo objectivo é o
transporte de sangue por todo o corpo humano. H3, essencialmente, trés tipos de vasos
sanguineos, as artérias, que transportam o sangue do coracdo para as zonas periféricas, os
capilares, que permitem a troca de agua e compostos essenciais as células e as veias, que
transportam sangue dos capilares até ao coracgdo, reiniciando o ciclo sanguineo. Os vasos
sanguineos sdo revestidos por tecido endotelial, cuja formagcdo tem origem em células
progenitoras endoteliais (EPCs), quer da corrente sanguinea periférica, quer da medula éssea

(Urbich et al. 2003, Kalka et al. 2000).

3.1- Células progenitoras do endotélio (EPCs)

Perspectiva Historica

Na sua maioria as células progenitoras endoteliais (EPCs) localizam-se num
microambiente Odptimo, na medula dssea, conjuntamente com as células estaminais
hematopoiéticas e o estroma da medula dssea (Ribatti 2007).

Grupos mais restritos de EPCs podem ser encontrados na corrente sanguinea, tendo,
possivelmente, originado da populacdo da medula dssea e ndo estando, ainda, incorporados
na parede dos vasos sanguineos (Ribatti 2007).

Este tipo de células tem a capacidade de proliferar, migrar e diferenciar em células
endoteliais mas, ndo adquiriram ainda as capacidades e caracteristicas de uma célula
endotelial adulta (Ribatti 2007).

Ha indicios de angioblastos na literatura cientifica desde 1932, sugerindo que células
circulantes ddo origem a células endoteliais (EC) (Ribatti 2007). Nesta mesma data, Hueper e
Russel encontrar formacgdes parecidas com capilares, em culturas de leucdcitos (Hueper e
Russel 1932). Um ano depois, Parker observou a formagdo de vasos organizados em culturas
de vasos sanguineos (Parker 1932). E ainda, em 1950, foi descrita a formagdo de vasos
sanguineos a partir de culturas de medula dssea (White e Parshley 1950).

Apesar de ja por esta altura se poder por a hipdtese de que as células progenitoras
de vasos sanguineos pudessem ter origem na medula dssea, foi apenas na década de 80 que

através de dois estudos, se pode comprovar que varios tipos de células mesenquimais e



endoteliais ndo derivavam de células dos vasos sanguineos em si, mas sim da medula éssea
(Feigl 1985; Leu 1987).

No entanto, o primeiro isolamento e caracterizacdao de EPCs sé ocorreu em 1997 por
Asahara et al.. Neste estudo, foram isoladas EPCs a partir de sangue periférico humano,
contendo na superficie celular CD34 entre outros marcadores endoteliais (Asahara et al. 1997).
Os dados sugeriam que HSC (células progenitoras hematopoieticas), um comum precursor de
células endoteliais e células hematopoiéticas estava, possivelmente, presente no sangue
(Asahara et al. 1997). Estas células pareciam diferenciar-se em células endoteliais in vitro e
incorporar-se em locais de elevada angiogénese.

Os primeiros marcadores especificos destas células comegaram a aparecer em 1997,
na experiencia descrita anteriormente, onde Asahara et al. relatou que células com os
marcadores VEGFR-2 e CD34 incorporam na vasculatura de uma maneira semelhante a células
endoteliais, em comparag¢do com células VEGFR-2" e CD34".

Outro marcador de extrema importancia é o CD133, que é uma glicoproteina
transmembranar e esta presente em CPEs e células progenitoras hematopoiéticas, mas ndo
em EC e células hematopoiéticas diferenciadas (Yin et al. 1997 e Miraglia et al. 1997). Ja em
2000, Gehling et al. demonstra que células CD133" em contacto com o factor de crescimento
VEGF, diferenciam-se em células endoteliais, exprimindo marcadores como VEGFR-2, Tie-2 e 0
factor von Willebrand (VWF).

Mais recentemente, foi demonstrado que células positivas para apenas o marcador
CD34 expressam também Nanog e Oct-4, que sdo marcadores celulares embrionarios, podem
proliferar em resposta a factores de crescimento de células estaminais e que sdo capazes de se
diferenciar em células endoteliais, osteoblastos e células neuronais (Romagnani et al. 2005).

Mas os estudos destas células continuam e neste trabalho tentamos abordar uma
perspectiva ainda pouco estudada no ambito da relagdo entre células progenitoras endoteliais

e o musculo esquelético.

3.2-Vascularizacao de pré a pos natal

3.2.1-Vascularizacio pré-natal:

A vasculogénese é um processo que pode ser separado em dois passos. O primeiro,
consiste na selec¢do das células progenitoras endoteliais que posteriormente iram dar origem

aos vasos sanguineos localizadas na mesoderme enquanto que o segundo centra-se na



diferenciacdo dessas células para a criacdo de novo de vascularizagdo sanguinea (figura 1). A
posterior expansado da rede de vasos sanguineos primarios denomina-se angiogénese, o que
implica formacdo de novos capilares sanguineos a partir da remodelacdo de vasos ja existentes
(Carmeliet, 2000; Patan, 2000). A angiogénese pode ser dividida em dois processos,
“sprouting” angiogénese, que se baseia no crescimento endotelial de ramificagbes, através da
migracdo e proliferacdo de células endoteliais e organizacdo tridimensional dos vasos
formados (figura 2, ponta da seta), ou ainda, “Non-sprouting” angiogénese, que se trata da
formacdo de novos vasos, através da interseccdo e divisdo de outros vasos sanguineos ja

criados, por parte de tecido intersticial (figura 2, seta).

No periodo pré-natal, a circulacdo do saco embrionario é gerada por vasculogénese,
seguida pela formagdo do coragcdo primitivo e ramificacdes primitivas no embrido.
Posteriormente, seguem-se os érgdos originarios da mesoderme e endoderme, como por
exemplo figado e bago, sendo também estes vascularizados por vasculogénese (Demello et al.,
1997; Robert et al., 1998; Gebb and Shannon, 2000). A angiogénese vai ser responsavel pela
colonizacdo do cérebro e da medula (Baldwin, 1996; Kurz and Christ, 2001). E ainda possivel
verificar que a angiogénese consegue ocorrer em simultaneo com a vasculogénese em certos

orgdos como por exemplo, rins e pulmdes (Baldwin, 1996).
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Figura 2. Neovascularizagado. Evolu¢do da criacdo de novos vasos sanguineos desde
hemangioblastos (A), passando pela sua especializacdo (percurso pela corrente
sanguinea de CPEs até a diferenciacdo em endotélio maturo (B-C)), terminando por
constituir um vaso sanguineo funcional (D) (Kdssmeyer et al. 2009)



Figura 3. Angiogénese. Dois processos de angiogénese, onde se criam novas
ramificagdes em vasos sanguineos, através da adicdo de novas células endoteliais
(“Sprouting” angiogénese) (ponta da seta). Ou, formacdo de novas ramificacées, pela
intercepg¢do de vasos ja existentes (“Non-sprouting” angiogénese) (seta) (Kassmeyer et
al. 2009).

Pensava-se, entdo, que a formagdo de novos vasos sanguineos poés-natal fosse
apenas conseguida através de angiogénese (Kalmeyer et al. 2008). Mas a descoberta do
conceito de vasculogénese a partir de células progenitoras endoteliais e outras células
estaminais, veio mudar completamente essa visdo retrégrada (Drake, 2003; Schatteman and
Awad, 2004; Eguchi et al., 2007). Aceitou-se entdo que para o aparecimento de novos vasos

pos-natal, era necessaria a contribuicdo de ambos os processos.

3.2.2-Vascularizaciao pos-natal:

Em 1994, Shi et al. escreveu o fendmeno de endotelizagdo “fallout”. Onde
transplantes vasculares artificiais foram “reendotelizados” através de dois mecanismos. Num
mecanismo, os vasos vizinhos ressurgiram vascularizando os enxerto, por outro lado, foram
criada ilhas endoteliais no centro do transplante surgindo, aparentemente, do sangue

circundante.



Em 1997, Asahara et al. isolou células mononucleares humanas do sangue periférico,
gue demonstraram caracteristicas parecidas a angioblastos embriondrios. Apds transfusdo
dessas células, marcadas, para um rato com isquemia, foi demonstrado que estas células
contribuiram para 25% da vascularizagdo no tecido lesado.

Em 1998, Shi et al. num estudo parecido ao seu, feito em 1994, documentou que a
endotelizagdo de um transplante foi iniciada por células com os mesmos marcadores das
células estudadas por Ashara et al. em 1997. Cosmo estas células continham antigénios
caracteristicos de angioblastos embriondrios, foram denominadas de células progenitoras do
endotélio adulto (Asahara e Kawamoto, 2004).

Numa investigacdo em ratos transgénicos publicada por Asahara et al. 1999, ficou
demonstrado que as células progenitoras do endotélio, da medula éssea, estdo envolvidas na
neovascularizacdo fisioldgica de placenta e corpus luteum por exemplo, patoldgica como no
crescimento tumoral e ainda na vascularizacdo patofisiolégica como na cura de feridas e
regeneracao de isquemia em tecidos.

No inicio do novo milénio, foi aceite que, efectivamente, as células precursoras do

endotélio estdo presentes no organismo adulto.

3.3- Relevancia na medicina:

O melhoramento da neovascularizagdo é uma opcdo terapéutica para o salvamento
de tecido com isquemia (Isner e Asahara 1999). A descoberta de que as células derivadas da
medula déssea poderiam ser transplantadas para locais de isquemia e assumir marcadores
endoteliais potenciou o uso de células progenitoras endoteliais (EPCs) no melhoramento da
vasculogénese.

A infusdo de distintos tipos de células, tanto isoladas in vivo como cultivadas
laboratorialmente, demonstraram aumentar a densidade capilar e neovascularizacdo de tecido

com isquemia, como demonstrado quer pela Tabela 1 como pela Figura 4.
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Tabela 1. Neovascularizagdo induzida pela injecdo de células progenitoras. (Urbich e Dimmeler 2004).

LAPSIIIGING! SWUIGD

Freshly isolated cells
CD34" cells CD34"/flk-1*, CD45*
Tie-2*, Dil-Ac-LDL™
CD11749/GATA 2/VEGFR2/Tie-2/AC133 2
Sca-1" BM-MNCs Sca-1*®
PBMCs Tand B and p
MNCs®
Ex vivo expanded cells
Ex vivo expanded EPC Dil-Ac-LDL* flectin® VEGFR2*, VE-cadherin*,
CD31%, CD14*, CD34* 152
Dil-Ac-LDL", NO*, VEGFR2", VE-cadherin”,
CD31°, WF", CD45 =
CD31*, WF", Dil-Ac-LDL", VEGFR2", Tie-2*
Dil-Ac-LDL */lectin*
VEGFR2°, CD105*, WF", CD45" *
Early EPC: Dil-Ac-LDL/lectin® VEGFR2*, CD31°,
ie-2*, VE-cadherin~, eNOS ™, CD14* '®
O_IIMﬂis VEGFFQ' cD31° Tn—z’
VE-cadherin*, eNOS*, CD14
Early EPC: weak VEGFR1, eNOS
VE-cadherin, VEGFR2, spindle shwe“
Late EPC: strong VE-cadherin, VEGFR1, VEGFR2,
= eNOS, VWF, cobblestone morphology™
MAPC-derived ECs Co-purified MAPC: CD34 ", VE-cadherin™,
AC133*, Flk-1° 20
Angioblast CD34°, VE—qﬂnnn ,AC133",
Fik-1
Ciinical studies
BMC and monocytes (TACT-trial) CD34" /Dil-Ac-LDL* flectin
CPC and BMC (TOPCARE-AMI) CPC: Dil-Ac-LDL*/lectin*, VEGFR2*, CD31*,

WWF", CD105"; BM(.‘(I)M'I(IMS’
CD347/CD133", CD34"/VEGFR2"

Incorporation’
Hind limb ischemia®
Myocardial infarction®
Hind limb ischemia®
Hind limb ischemia®

Hind limb ischemia'>*'
Myocardial infarction™

Hind limb ischemia®

Vascular graft survival, Neovessel remodeling™
Hind limb ischemia®
illaries'®

QOutgrowing ECs: exhibited a greater capacity for
capillary morphogenesis in in vitro and in vivo
matrigel models

In vitro: late EPC showed better incorporation and
tube formation. Early EPC: higher release of

growth factors. In vivo: comparable vasculogenic
potential of earfy and late EPC (limb perfusion,
capillary density)

tumor growth/angiogenesis™

Intramuscular injection in patients with pe@ heral
ischemic disease; improved blood
Intracoronary infusion in patients with AMI;
increase in mnaty reserve”

13.4 =5.7% (mouse) or 9.7 +4.5%
(rabbit) Dil-Ac-LDL-EPC in CD31*
capiltaries’

Frequently detected (not
quantified)™
20-25% of total myocardial capillary
vasculature™

Detected (not quantified)

2.1 =0.4 EPCs into vessels in a
field”
241 +25 cells/mm’ (day 3) 355
+30 cells/mm? (day 7}-)"

Frequently detected (not
quantified)™

80% of graft lumen at day 15

19.8 +8% CD146° HLA-DR" cell
containing vessels®

Detected (not quantified)™

MAPC-derived ECs™
35% tumor angngenms, 30-45%
wound healing angiogenesis,
undifferentiated MAPCs: 12%

11



Células
Endoteliais
Progenitoras

Reendotelizagao Neovascularizagao
~X
o ¢ ?.
[ BN J o ..

soreosesccess

Figura 4. Destino de EPCs. Ao se libertarem da medula éssea, as diferentes populagdes

de células progenitoras endoteliais entram em circula¢do até captarem um estimulo que
inicie a sua diferenciacdo. A formacdo de novos vasos sanguineos ou, simplesmente,
novas ramificaces é o destino deste tipo celular (Adaptado de Urbich e Dimmeler 2004).

Em modelos animais de enfarte do miocardio, a injecdo de EPCs ex vivo melhorou
significativamente, ndo sé, o fluxo sanguineo e a performance cardiaca, mas também
melhorou a renovacgao do tecido no ventriculo esquerdo (Kawamoto et al. 2001, Kocher et al.
2001).

De maneira similar, a infusdo de EPCs do sangue periférico em ratinhos (“naked” e
“wild”, aumentou a neovascularizagdo em tecido com isquemia (Urbich et al. 2003, Kalka et al.
2000).

A potencialidade angiogénica de EPCs foi também testada em modelos animais de
angiogénese tumoral, levando a descoberta de que a supressdo do factor de crescimento
endotelial vascular (VEGF) origina um bloqueio na formacdo de vasos na zona tumoral e por
conseguinte, a reducdo do tumor (Lynden et al.2001). Este facto mostra, desde ja, a
importancia do VEGF na formacao endotelial.

No entanto, em todos estes estudos existe uma enorme variacdo de numero, modelo
e populacGes de células utilizadas, o que limita a comparacdo da eficiéncia entre estudos, no
entanto, um ponto parece comum, tanto uma populagdo extraida da medula (CD133+; KDR+;
CD34+), como uma populacdo da corrente sanguinea (positiva para marcadores endoteliais;
CD133+), tem resultados comparaveis em termos de regeneracdo vascular (Figura 5), o que

pode indicar que a actividade funcional das células para aumentar a neovascularizacdo é
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independente do tipo de célula progenitora endotelial usada (Schatteman et al. 2000, Grant et

al. 2002, Hur et al. 2004).

CD133
CD117
Sca-1+ CD19
CD133
Fit-3
CDj33 CD117 CLP CD133

cp117  CR0

CD64 CMGP

HB CD50 MEP
CD38
CD34

HSC CDJ33

CD117 @
PECAM

EPC

CcD133 cD34 VEGF-R2
EC

Figura 5. Diversos tipos de células percursoras endoteliais. Cada populagdo celular possui diferentes
marcadores que a caracterizam, os descobertos até agora, estdo representados na figura, desde
hemangioblastos (HB), passando pelas varias popula¢des de EPCs, até as células endoteliais maturas (EC)
(Adaptado de Segal et al. 2002).

Para além da utilizacdo de EPCs na restauracdo da vascularizagdo no miocdardio, em
caso de enfarte ou em caso de isquemia, estas células podem ainda ser aplicadas em outros
fins como, a optimizacdo da vida de pacientes com diabetes, visto que estes possuem um
numero inferior de EPCs em circulagdo, quando comparados a individuos saudaveis,
principalmente devido a hiperglicemia (Chang et al. 2010, Steinmetz et al. 2010, Palombo et al.

2011).

Ou ainda, uma possivel cura para casos de depressdo, posto que estes pacientes
apresentam niveis de EPCs, CD34+, CD133+, KDR+ inferiores aos pacientes saudaveis. No
entanto a relagdo causa efeito ainda ndo é determinavel (Yang et al. 2011). As EPCs podem
também ser utilizadas para, significativamente, regenerar osso partido apds injecdo local

destas células (Atesok et al. 2009).
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Para além destas aplicacdes pode ainda ser criada uma relacdo entre o exercicio
fisico e a actividade de EPCs. Com o avanco da idade, hd uma progressiva diminuicdo da
reparacdo do endotélio. O exercicio fisico pode levar ao atenuar dessa diminuigdo,
aumentando a via de cinalizacdo activada por CXCR4 em EPCs (Xia et al.2012).

O aumento da capacidade de criacdo de endotélio por parte das EPCs, foi
intimamente relacionado com o aumento da cascata de sinal activada pelo receptor CXR4 que
capta SDF-1. Foi provado que o sinal iniciado por CXR4 é o principal responsavel pela recepgao
e retencdo das EPCs nos locais de artérias lesadas, sugerindo, assim, que um aumento nesse
sinal, possa facilitar a capacidade de reparacao pelas EPCs (Hristov et al., 2007a; Sainz & Sata,
2007; Chen et al., 2010). A pratica de exercicio fisico leva a um aumento no sinal de CXR4,
como demonstrado pelo estudo de Xia et al. 2012, resultando assim numa ac¢ao contrdria a do

envelhecimento.

3.4-Caracterizacao:

3.4.1-Caracteristicas fisiologicas

Existe uma controvérsia, generalizada sobre a identificacdo e origem das células
progenitoras endoteliais (Urbich e Dimmeler, 2004). A primeira alusdo para esse facto,
apareceu com o estudo de Lyn et al. 2000, onde mostram a possibilidade de cultura de
diferentes populagbes, a nivel morfolégico e funcional, de EPCs a partir de células
mononucleadas do sangue periférico. Neste estudo essas células progenitoras endoteliais
foram estratificadas, consoante as caracteristicas de crescimento e forma alongada e

fusiforme a que chamaram “spindle-like cells”.

Posteriormente, pode estipular-se diferentes, possiveis, origens para células
endoteliais, conseguidas a partir de sangue periférico, como: a linha hematopoiética
estaminal; a linha mieloide, que sobre pressdo selectiva, em cultura, pode originar células
endoteliais; outras populagcbes de células progenitoras em circulagdo, como por exemplo as
“side population”; e ainda células maturas, endoteliais em circulagdo, que se desprendem das

paredes de vasos sanguineos (Mutin et al. 1999).

Na tentativa de restringir a localizacdo foram feitos vdrios estudos utilizando

transplantes de medula, para simplificar a localizagdo das células seleccionadas (Hoetzer et al.
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2007). Posteriormente, caracterizando as colénias de células isoladas do receptor de medula
dssea, comprovou-se que apos 9 dias em cultura, as células continham o fenétipo do receptor,
mas nao do dador, sugerindo assim, que estas células pudessem ser células endoteliais em
circulacdo ou CECs do seu endotélio vascular. Em contrapartida, as células que surgiram
tardiamente em cultura, tinham o fenétipo do dador, sugerindo que estas tenham origem na
medula éssea (Hoetzer et al. 2007). Estas ultimas possuiam uma capacidade de proliferacao
muito a cima das inicialmente encontradas, multiplicando o seu nimero por 1000 vezes em 27
dias, enquanto que no mesmo espaco de tempo as células de fenétipo do receptor, apenas se
multiplicaram 20 vezes. Com estes resultados, apesar da discérdia, associada essencialmente a
marcadores celulares, pode concluir-se que podem ser localizados dois grandes grupos de
células progenitoras endoteliais; um na medula dssea, com uma capacidade de proliferacao e
diferenciacdo mais ampla e outro grupo na corrente sanguinea periférica, com uma

proliferacao e diferenciagdo mais restrita.

3.4.2-Marcadores

Como estipulado anteriormente, a controvérsia na localizacdo das células
progenitoras endoteliais deve-se maioritariamente aos tipos diferentes de marcadores

encontrados em distintas populac¢des deste tipo de células (Yoder et al. 2009).

Muitos estudos recentes suportam a existéncia de um precursor endotelial derivado
da medula éssea, denominado hemangioblasto. No entanto a natureza exacta deste tipo
celular permanece incerta (Garmy-susini e Varner, 2005). A primeira populacdo de EPCs
isolada foi descrita como célula mononuclear CD34+, que adquiriu marcadores endoteliais na
sua superficie (VEGF-R2+), em cultura (Asahara et al. 1997). Estudos posteriores mostraram
gue, existe uma subpopulag¢do na circulagdo periférica com CD34+, CD133+ e VEGF-R2+, que
podem formar coldnias endoteliais in vitro (Peichev et al. 2000, Gill et al. 2001). Mais
recentemente, existe ainda, outros estudos, que mostram a existéncia de células
mononucleares CD11b+ e CD14+ com capacidade de dar origem a coldnias de células
endoteliais in vitro ou in vivo (Fujiyama et al. 2003, Gulati et al. 2003, Rehman et al. 2003, Yang
et al. 2004, Chavakis et al. 2005, Urbich et al. 2005). Estas células e os seus receptores estdo

representados na figura 6.
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Figura 6. Diversos tipos de células percursoras endoteliais. Outra perspectiva, a mais
detalhada, das diferentes populagGes de EPCs e dos marcadores que as caracterizam.
(Adaptado de Urbich e Dimmeler, 2004).

Um estudo recente mostra, ainda, que ha células do corddao umbilical (CD34+, CD11+)
qgue podem originar coldnias endoteliais (Hildbrand et al, 2004). Fazendo assim, com que, as
células precursoras endoteliais possam exprimir ambos os marcadores de progenitoras como
CD34 e CD113, marcadores de monécitos CD14 e/ou CD11b e marcadores endoteliais VEGF-
R2, também visivel na figura 4. No entanto, analise & expressdo genética, aproxima mais os
precursores endoteliais das células endoteliais tumorais do que de células endoteliais em
cultura (Bagley et al. 2003).

Shaked et al. (2005) demonstrou, recentemente, que diferentes estirpes de ratos,
exibiam diferentes niveis de EPCs em circulagdo. Estes resultados mostram que muita da
contribuicdo das EPCs para a angiogénese, pode se justificada com pressées intrinsecas ou
capacidades de recrutamento dos tecidos.

Muitos dos estudos com células com capacidade angiogénica, derivadas da medula
Ossea, tem sido executados em ratos com medula dssea Tie2lacZ (Asahara et al. 1997, 1999;

Lyden et al. 2001). Tie2 é um conhecido marcador endotelial, mas no entanto, pode ser
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expresso por mondcitos que possam contribuir para a angiogénese, segregando factores de
crescimento. Inclusive, existem estudos que comprovam que muitas das células que
expressam Tie2, em tecido angiogénico, ndo sdo precursores endoteliais mas sim mondcitos
F4/80, CD11b+ (de Palma et al. 2003).

Fundamentalmente, muitas das variabilidades na caracterizacdo de EPCs, surge
devido a diferentes métodos de purificacdo. Originalmente, estas células eram isoladas
marcando células CD34+ e colocando-as em meio de cultura préprio para crescimento
endotelial (Asahara et al. 1997). Posteriormente, as células CD34+ passaram a ser isoladas
através de cromatografia de imunoafinidade, mostrando que estas, possuiam uma capacidade
de diferenciacdo em células endoteliais in vitro. No entanto, existem estudos, que
simplesmente isolam células mononucleares da medula éssea, em cultura, possuindo igual
longevidade e capacidade de diferenciacdo (Garmy-susini e Varner, 2005).

Resultados nos numeros de EPCs no sangue periférico sdo varidveis, abrangendo
desde 70-210 células/ml de sangue (Peichev et al.2000) até 3,000-5,000 células/ml e sangue
(Kalka et al. 2000), mais uma vez, dependendo do processo de isolamento utilizado. Muitas
vezes, esses métodos podem trazer outras células acopladas as EPCs, que sdo, muitas vezes,
também chamadas de EPCs de forma errada, o que altera a contagem e pureza da amostra
recolhida (Dome et al. 2008). A continua busca pela identificacdo de EPCs e pelas suas linhas
de diferenciagdo, trard nova luz sobre as controvérsias relacionadas com este tema (Garmy-
susini e Varner, 2005).

Estudos mais recentes mostram que as EPCs podem exprimir, o receptor de factor de
crescimento de fibroblastos, CD38, c-kit, CD31, CD146, CXR4, factor de vonWillebrand (VWF),
caderina endotelial vascular, Tie-2/TEK (receptor da angioproteina 1 ou tunica intima EC
cinase) e CD133 (Hristov et al. 2003, Burger et al. 2002, Massa et al. 2005, Lenz et al. 2005).
Podemos, assim, dizer que o termo “EPC” pode incorporar toda uma panéplia de células, com
uma vasta variedade de estadios, compreendidos desde hemangioblastos primitivos a células
endoteliais completamente diferenciadas (Dome et al. 2008). No entanto, o exacto precursor
permanece desconhecido, como ja referido anteriormente.

Presentemente, é aceitavel considerar que as EPCs primarias, localizadas na medula
O0ssea ou imediatamente no inicio de circulagdo, possuem os marcadores CD133, CD34 e
VEGFR2, enquanto EPCs em circulacdo, apresentam os marcadores CD34 e VEGFR2, perdendo
o CD133 e iniciando a expressdo tipica de marcadores de células endoteliais maturas (Hristov
et al. 2003). O CD133, considerado um bom marcador de EPCs, deixa de ser expresso em
células na iniciacdo da diferenciagdo, o que o torna um marcador mais especifico para células

completamente indiferenciadas (Rafii et al. 2002). Coloca-se ainda a hipdtese de que a linha
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celular CD133+, CD34+, VEGFR2+, seja apenas hematopoiética e ndo uma linha celular
progenitora de endotélio, pois uma vez exposta a estimulos de crescimento endoteliais e
hematopoiéticos, em meios de cultura diferentes, esta linha celular apenas reagiu produzindo
células progenitoras hematopoiéticas mas ndo endoteliais (Case et al. 2007). Mas com apenas

um estudo nesta linha, ndo existem dados suficientes para suportar esta teoria.

3.4.3- Funcao e local de accao

Como ja referido anteriormente, estas populag¢des de células localizam-se na medula
dssea e posteriormente, na corrente sanguinea. Mas o destino destas células é a criacdo de
novos vasos sanguineos (vasculogénese), ou a ramificacdo de vasos pré-existentes
(angiogénese). Quer em casos de isquémia, onde a mobilizacdo de EPCs transplantadas leva a
uma melhor circulagdo sanguinea e aumento da densidade de capilares no tecido lesado
(Asahara et al. 1997, Kalka et al. 2000). Ou para o tratamento de doencas da artéria coronaria,
onde as EPCs podem ser utilizadas para estimular a angiogénese, vasculogénese no coragao e
performance cardiaca (Siddige et al. 2010). Ou ainda, em casos de neovascularizagdo em
resposta a citocinas, em adultos (lwami et al. 2004), ou simplesmente a melhoria da
vascularizacdo imposta pela idade avangada, pois ficou provado, que pela troca de medula
Ossea de ratos jovens, pela medula de ratos em idade avancada, a irrigacdo dos tecidos
diminuia, devido a uma perda de vascularizagdo (lwami et al. 2004). Em todos esses casos,
podemos definir que a actividade das células progenitoras endoteliais requer multiplos passos,
proliferacdo, mobilizacdo, adesdo a células ja existentes dos vasos sanguineos, invasdo de

tecidos e diferenciacdo, como podemos observar na figura 7 (Urbich e Dimmeler, 2004).
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Figura 7. Percurso feito pelas células progenitoras do endotélio. Esta figura
representa as varias etapas que as EPCs, tem de passar desde a sua activagdo,
passando pelo reconhecimento do sinal, migracdo até ao local de ac¢do e por ultimo,
4 sua integracdo no endotélio (Adaptado de Urbich e Dimmeler, 2004).

3.4.3.1-Proliferacdo:

Pouco é conhecido sobre o estimulo bioldgico que inicia a proliferagdo e manutengao
das populagdes de EPCs (Jin He et al. 2010). Podemos, contudo, abrir um caminho de modo a
elucidar o assunto. CCN1 é uma proteina encontrada na matriz, que pertence ao grupo da
familia das proteinas CCN que também inclui CCN2/CTGF, CCN3/Nov, CCN4/ WISP-1,
CCN5/WISP-2 e CCN6/WISP-3 (Brigstock et al.2003). A CCN1 é expressa por todos os tipos de
células vasculares e estd implicada em processos celulares como, adesdo, migragao,
proliferacdo e sobrevivéncia (Perbal 2001, Grzeszkiewicz et al. 2002). Esta proteina, pode ser
rapidamente induzida por VEGF para promover a proliferacao, entre outros processos, in vitro

(Abe e Sato, 2001). No entanto a sua fungao, exacta, é desconhecida.
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Outro elemento importante na proliferacdao é a ligacdo SDF-1 aos receptores CXCR 4
e 7 (Chao et al. 2008). Foi confirmado que SDF-1 é responsavel pela retencdo das EPCs e da sua
migracdo, mas agora também é possivel associar essa proteina a proliferacdo. Durante muitos
anos, acreditou-se que apenas o CXCR4 era o Unico receptor a actuar sobre influéncia de SDF-1
(Ratajczak et al. 2006), no entanto, estudos recentes provam que ha ligacdo entre SDF-1 e
CXCR7, que é vivamente expresso no coracdo, células vasculares do endotélio, rins, osso, entre
outros (Balabanian et al. 2005). Alguns estudos, provam que este receptor, tal como o CXCR4,
estd envolvidos na proliferagdo, adesdo e quimiotaxia das EPCs (Burns et al. 2006, Sierro et al.

2007).

Foi também relatada a existéncia de Toll-like receptors em células progenitoras
endoteliais (Jin He et al. 2010). Estes receptores reagem a patogenes, normalmente em
macrofagos entre outras células e activa a proliferacdo celular, aumentando a expressdo de
CD133 e CD34 e diminuindo a expressdo de eNOS, sugerindo que tenta manter a célula num

estadio estaminal, ndo permitindo a sua diferenciacdo (Jin He et al. 2010).

E especulado que VEGF possa também influenciar positivamente a proliferacdo, mas
ndo é visivel que o aumento de VEGF esteja relacionado com o aumento da proliferagao
(Smadja et al. 2007). Mais estudos terdo de ser realizados, antes de ser conhecida toda a

capacidade proliferativa das EPCs.

3.4.3.2-Mobilizagdo:

A maioria das EPCs esta localizada no “nicho de células estaminais”, na medula dssea,
em estado de quiescéncia (Lapidot e Petit, 2002), conectadas as células do estroma através de
integrinas, como representado na figura 6 (Lapidot et al. 2002). Esse nicho, consiste
basicamente em fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais (Urbich e Dimmener, 2004). A
mobilizacdo de citocinas é responsavel pela libertacdo das EPCs, pois provocam danos na
ligacdo entre as células do estroma na medula e possibilita a posterior libertagdo das células
estaminais via migracdo transendotelial (Urbich e Dimmener, 2004). E também proposto que,
células estaminais hematopoiéticas (HEC), se possam dirigir ao nicho para proliferar e
diferenciar. Nesta movimentacgao, os sinais de citocinas também sdo relevantes, pois fornecem
estimulos que capacitam as células progenitoras hematopoiéticas a atravessar a barreira da

medula 6ssea (Lapidot et al. 2002). Para a libertagdo das células estaminais, sdo, ainda,
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utilizadas elastases, catepsina G e metaloproteases da matriz, para terminar a clivagem da
ligacdo as células do estroma (Urbich e Dimmener, 2004).

Fisiologicamente, a isquémia é o sinal predominante de mobilizagdo de EPCs da
medula éssea. Assim, acredita-se que a isquémia leva ao aumento de VEGF e/ou SDF-1 (Lee et
al. 2000, Pillarisetti et al. 2001), na circulacdo e induzem a mobilizagdo das células progenitoras
da medula éssea (Takahashi et al. 1999). As citocinas G-CSF (granulocyte colony stimulating
factor) e GM-CSF (granulocyte monocyte-colony stimulating factor), que sdo utilizadas para
causar a mobilizacdo de células CD34+ em pacientes, também levam ao aumento de células
progenitoras endoteliais em circulacdo (Urbich e Dimmener, 2004; Takahashi et al. 1999).

A eritropoietina (EPO), que estimula a proliferacdo e maturacdo de precursores de
eritrécitos, também leva ao aumento do nimero de EPCs na corrente sanguinea (Heeschen et
al. 2003, Bahlmann et al. 2004). A correlacdo entre EPO e o aumento do nimero de células
CD34+ ou CD133+ na medula dssea, em pacientes com isquémia na artéria coronaria, suporta
ainda mais a importancia dos niveis de EPO enddgena, como mobilizador de EPCs (Heeschen et
al. 2003).

Outros factores que podem levar a uma maior presenca de EPCs no sangue podem
ser, os niveis de estrogénio e exercicio, apesar dos mecanismos de ac¢do ndo estarem ainda
descritos (Laufs et al. 2004, Hattori et al. 2001). Ainda é possivel verificar que a activacao da
via PI3K/Akt, que foi inicialmente demonstrada como estando activa em células endoteliais
maturas, pode apresentar um papel importante no aumento de EPCs, através da indugdo por
estatinas (Dimmeler et al. 2001, Assmus et al. 2003). Relacionando os factores anteriormente
descritos, VEGF, EPO, estrogénio e exercicio, promovem o aumento da via PI3K/Akt, propondo
assim, uma via comum a todos estes factores. Tendo em conta que dados recentes mostram
um papel fundamental de eNOS na mobilizacdo de células progenitoras da medula dssea
(Aicher et al. 2003), podemos especular que estes estimulos aumentem a activacdo da via
PI3K/Akt, previamente mencionada, através da actividade de NO sintase, dentro das células do
estroma da medula dssea. E de facto, estda comprovado que tanto o estimulo de VEGF como a
presenca de exercicio, levaram & atenuac¢do da mobilidade de EPCs em ratos eNOS’/” (Aicher et
al. 2003, Laufs et al. 2004).

O processo de activagdo e migracdo das células progenitoras de endotélio, pode ser

ilustrado através do esquema da figura 8.
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Figura 8. Mobiliza¢ao, recrutamento e diferenciagdo de EPCs em humanos. O processo inicial de
recrutamento de células estaminais do endotélio requer activacdo da metaloprotease-9 (MMP-9),
que por sua vez, promove a activacio do ligando c-kit, que leva 4 libertacdo das células c-kit" para a
corrente sanguinea. VEGF e/ou FDS-1, mobilizam as EPCs para os locais de ac¢do, iniciando o processo
de diferencia¢do, mesmo antes de chegar ao local alvo (perda de CD133). Da-se posteriormente, a
reendotelizacdo e por fim a diferenciagcdo das EPCs em células endoteliais maturas, criando nova
vascularizagdo (Hristov e Weber, 2004).

Quimiotaxia:

Quimiocinas sdo citocinas que possuem propriedades de quimioatracgdo, facilitando
a mobilizacdo de células. Existem quatro familias baseadas na posi¢do e arranjo dos residuos
de cisteina existentes no N-terminal. Estas moléculas, quando ligadas aos receptor acoplados a
proteina G, produzem uma resposta em questdo de minutos, em contraste com citocinas,
como G-CSF, anteriormente referida, que demora 5 a 7 dias a tingir um valor maximo de
células mobilizadas.

A quimiocina mais importante relacionada com a mobilizacdo de EPCs é a stromal-
derived factor 1 (SDF1) (Tilling et al. 2009).

A SDF1 (ou CXCL 12) é expressa pelas células do estroma da medula éssea, pulmdses e
pele, interagindo com as HEC redirecionando-as para estes drgdaos (Ponomaryov et al. 2000).
Utilizando um vector adenoviral, foi possivel comprovar que SDF1 conseguiu promover a

mobilizacdo de células progenitoras endoteliais da medula dssea para a circulagdo, isto indica
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gue existe um processo capaz de negar a quimiotaxia exercida pela SDF-1 proveniente do
estroma na medula (Dar et al. 2006). Existe uma correlacdo entre a concentracdo desta
molécula no plasma e o grau de mobilizacdo celular, implicando uma resposta a um gradiente
proteico (Hattori et al. 2001). Entre os tecidos com capacidade de producdo de SDF-1
encontram-se, células endoteliais maturas, tecido danificado ou a sofrer de neoplasia e placas
arterioscleréticas, o que aumenta a velocidade de ac¢do das EPCs (Petit et al.2007). Para além
disso, é, também, possivel encontrar a producdo de SDF1 por parte das plaquetas, em tecido
embriondrio (Langer et al. 2006), bem como as préprias EPCs possuem a capacidade de
produzir SDF1, captando-o de forma paracrina (Urbich et al. 2005).

A isquemia tem a capacidade de levar a libertagdo de SDF1, em proporc¢do ao grau de
hipdxia imposto, privilegiando a potenciacdo da actividade das EPCs através duma acc¢do
paracrina (Ceradini et al.2004).

Sinais induzidos pelo stress (irradiacdo e inflamagdo por exemplo) levam a uma
elevada taxa de SDF em circulacdo e, por tanto, mobilizacdo de EPCs. Farmacos como fucoidan
(que rapidamente faz surgir SDF1, tanto no endotélio como na matriz extracelular da medula
Ossea) resulta num éxodo de células EPCs CD34+ (Kollett et al. 2003). A medula dssea e as
células do estroma, tem a capacidade de interiorizar SDF1 através da via receptores CXCR4 e
de o segregar, de novo, numa forma completamente funcional. Apds entrar no microambiente
da medula éssea, a SDF1 activa a metaloprotease 9 (MMP9) na matriz, que é uma protéase
extra celular expressa pela medula dssea e células do estroma. A MMP9 é dependente de
oxido nitrico (NO) (como demonstrado por ratos com défice da sintase de oxido nitrico
endotelial (eNQOS), sendo incapazes de activar MMP9 (Aicher et al. 2003)). O éxido nitrico é um
potente mediador da vasodilatacdo e que potencializa a mobilizacdo, permitindo a libertacdo
das células progenitoras endoteliais para circulagcdo, através da barreira da medula dssea (Petit

et al. 2007).

3.4.3.3-Adesdo:

A adesdo de células progenitoras endoteliais a células endoteliais é uma das fases
fisioldgicas, criticas, para a regeneracao de vasos sanguineos (Li et al. 2011). Muitas adesées
iniciam-se através de conecgles entre selectinas e os carbohidratos, seus ligandos, o que
permite as células deslizar lentamente, ao longo, da parede dos vasos sanguineos (Li et al.
2011). Quando uma destas células conecta um dos seus receptores membranares a uma

molécula quimioatractiva, inicia-se uma cascata de sinal, que despoleta o aumento da
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funcionalidade das integrinas (Li et al. 2011). Estas integrinas, entdo, ligam-se aos seus
receptores complementares no endotélio, para uma firme captacdo da célula circulante.
Assim, inicia-se a reparacao de artérias lesadas (Ross, 1990).

As integrinas mais conhecidas como tendo a capacidade de interaccdo célula-a-célula
sdo as integrinas 2 e a integrina a4B1 (Urbich e Dimmeler, 2004). As integrinas 1 sdo
expressas por varios tipos celulares incluindo células endoteliais e células hematopoiéticas,
enquanto as P2 sdo encontradas essencialmente em células hematopoiéticas (Soligo et al.
1990).

Devido aos eventos de adesdo ao endotélio e transmigracdo estarem envolvidos na
ligagdo de células estaminais a tecidos com angiogénese activa, integrinas como a 2 e a
integrina a4f1, podem estar envolvidas na adesdo de células progenitoras endoteliais em
tecido com isquemia (Vajkoczy et al. 2003). As integrinas 32 (CD18/CD11) sdo expressas em
EPCs derivadas do sangue periférico e sdo necessarias para a adesdo das células progenitoras
endoteliais e sua transmigracao, in vitro (Urbich e Dimmeler, 2004).

Mas a adesdo pode, ainda, depender do local fisioldgico, pois ja foi constatado que a
delecdo da integrina a4, inibe selectivamente a ligacdo de células estaminais hematopoiéticas
a medula dssea, mas ndao no bago, o que sugere uma adaptagao dos ligandos aos diferentes
tecidos (Scott et al. 2003).

Tendo as EPCs como cerne, estudos comprovaram que, a adesdo destas células aos
vasos sanguineos parece ser mediada por receptores de vitronectina (integrinas avf33 e avf35).
Como tal, a inibi¢do das integrinas avB3 e avB5 com RGD ciclico, existiu o bloqueio da
reendotelizagdo nas artérias cardtidas in vivo, sugerindo que estas integrinas tém um papel
vital na adesdo das EPCs as células endoteliais da artéria cardtida (Walter et al. 2002). No
entanto, nada exclui um papel relevante das integrinas 1 na reendotelizagdo em outras

artérias (Fujiyama et al. 2003)

3.4.3.4- Diferenciacado:

Por ultimo, a fungdo das EPCs, culmina com a sua maturagdo, numa célula endotelial
funcional. Os processos que regulam a diferenciacdo em adultos é desconhecida. No entanto,
varios estudos determinaram a diferenciacdo de um precursor endotelial, a célula estaminal
hematopoietica (HSC), durante a evolucdo embriondria. Claramente, a VEGF e os seus
receptores, desempenham uma funcdo vital para a diferenciacdo endotelial no embrido

(Ferrara eta al. 1996, Fong et al. 1995, Shalaby et al. 1995). Tal como no embrido, também em
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ex vivo, VEGF induz a diferenciacdo endotelial de células progenitoras endoteliais CD34+, CD
133+ e de células do sangue periférico (Kalka et al. 2000, Dimmeler et al. 2001).
Posteriormente, foi ainda possivel comprovar que, a regulacdo dos genes homeobox (Hox),
pode representar um papel importante na diferenciacdo endotelial, embriondria.
Principalmente o gene Hex, que é indispensavel na diferenciacio de HSC nos progenitores
endoteliais definitivos e posteriormente na sua diferenciacdo endotelial (Guo et al. 2003).
Adicionalmente, a cinase Pim-1 (serina/tirosina cinase) pode, também, ser essencial na
diferenciacao de EPCs, pois foi recentemente descoberto que o gene que a codifica é transcrito

apos activacdo de uma cascata iniciada por VEGF (Zippo et al. 2004).

3.5-CPEs e exercicio:

Como descrito anteriormente, a integridade endotelial é essencial para a
manutencdo da saude cardiovascular e de todo o corpo. Para isso, as células progenitoras
endoteliais desempenham uma importante fungao.

Como, por exemplo para casos de individuos com risco de doencas cardiovasculares,
é importante manter um elevado nivel de EPCs (Schmidt-Lucke et al. 2005), o exercicio fisico,
pode ser o melhor método ndo evasivo para esse fim (Daniel et al. 2004). Estudos recentes
tem demonstrado que em pacientes com doencas cardiovasculares e também, em individuos
saudaveis, o exercicio fisico aumenta o numero de EPCs em circulagdo, que levam a uma
melhoria das funcdes endoteliais (Sabine et al. 2005, Ulrich et al. 2004, Croce et al. 2006,
Sandri et al. 2005, Laufs et al. 2005).

Estudos anteriores, demonstram que, em pacientes com doencas cardiovasculares,
exercicio regular, aumenta o numero de EPCs em circulagdo aumentando a producdo de 6xido
nitrico (Sabine et al. 2005, Ulrich et al. 2004). A pratica de exercicio regular, requer um
aumento do fluxo sanguineo para as células musculares, para isso o coracdo tem de bombear
fluxos maiores de sangue, o que aumenta a pressdo nos vasos sanguineos. Essa pressdo
constante, leva a uma maior libertacdo de dxido nitrico para a corrente sanguinea, o que
posteriormente, leva a um maior recrutamento de EPCs da medula para os vasos (por
processos descritos anteriormente) (Sabine et al. 2005, Ulrich et al. 2004). O exercicio fisico

agudo, em individuos com isquémia, leva a uma maior libertacdo de VEGF (Volker et al. 2004,
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Sandri et al. 2005), o que também promove um maior fluxo de EPCs na corrente sanguinea.
Mais concretamente, no estudo de Yang et al. 2007, podemos observar que os niveis de
exercicio agudo, promovem uma vasta libertacdo de ON para a corrente sanguinea, o que se
reflecte, através de uma analise por FACS, num aumento do nimero de células progenitoras

endoteliais, no sangue periférico (Figura 9).

acDil-LDL Lectina Merge

Pré - Exercicio

Pés - Exercicio

Figura 9. Mobilizacao de células progenitoras endoteliais, com pratica de exercicio. Analise por
FACS, levada a cabo por Yang et al. (2007), onde demonstra a activagdo e mobilizagdoo de EPCs
apoés exercicio fisico (Adaptado de Yang et al. 2007)

4-Ibuprofeno e Células progenitoras endoteliais

4.1.1-Ibuprofeno:

O ibuprofeno é um farmaco do grupo dos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINEs)
sendo também um analgésico e antipirético, sendo por isso utilizado para aliviar dores e para o
tratamento de um vasto numero de inflamagdes. O seu nome deriva das iniciais do acido iso-
butil-propandico-fendlico.

E um produto preferencialmente consumido, devido ao facto de n3o ser necesséria
prescricdo médica para ser adquirido. Servindo-se desta ultima caracteristica, o ibuprofeno,

bem como o acetaminofeno, sdo utilizados para evitar a fadiga ou dores musculares
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provocados pela pratica de exercicio, com fim de aumentar a performance (Jennifer et
al.,2003, Mikkelsen et al.,2009, McAnulty et al.,2007). Esta pratica tem vindo a ser cada vez
mais comum, principalmente, em frequentadores de ginasio (Mikkelsen et al.,2009, Carrol et

al.,2011).

4.1.2- Anti-inflamatoérios nao esteroiodes (AINEs):

Estes farmacos actuam essencialmente através do bloqueio de enzimas
ciclooxigenases que sdo responsdaveis pela producdo de prostaglandinas (Cashman,1996). No
entanto, os AINEs também exercem as suas funcGes através de inibicGes periféricas,
nomeadamente ao nivel de inibicdes da via das lipogenases e mecanismos centrais, como a
interferéncia na formacao de prostaglandinas no sistema nervoso central (Cashman,1996). Foi
também colocada a hipdtese destes farmacos poderem inibir aminoacidos excitatdrios

(Cashman,1996).

4.1.3- Prostaglandinas (PGs):

A producdo de prostaglandinas é controlada a dois niveis, primeiro através do
controlo da actividade de varias lipases, que promovem a libertagdo do acido araquiddnico, da
membrana fosfolipidica, que é o precursor das prostaglandinas. Segundo, através do controlo
da actividade de ciclooxigenases, sendo estas enzimas as responsaveis pela conversao do acido
araquidénico em prostaglandinas (Trappe et al.,,2001). Neste ultimo caso, essa actividade
enzimatica pode ser controlada com a toma de AINEs, como lbuprofeno, acetaminofeno e

aspirina (Trappe et al.,2001), entre outros.

Existem quatros tipos de prostaglandinas bioactivas in vivo: Prostaglandina E2
(PGE2), prostaciclina (PGI2), prostaglandina D2 (PGD2) e prostaglandina F2 (PGF2), como pode
ser observado na figura 10. S3o produzidos por ubiquitinacdo e actuam como mediadores
lipidicos, de maneira autdcrina e paracrina, para manter a homeostasia no corpo (Ricciotti e

FitzGerald, 2011).
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Figura 10. Formas e origem das prostaglandinas (Adaptado de Ricciotti e FitzGerald, 2011).

Durante a resposta inflamatdria, ambos os niveis e perfis de producdo de PGs
mudam dramaticamente (Ricciotti e FitzGerald, 2011). A produgcdo de PGs é, normalmente,
baixa em tecidos ndo inflamados e aumenta imediatamente apds inflamacdo aguda, mesmo
antes do recrutamento de leucécitos e células imunitarias para o local inflamado (Ricciotti e

FitzGerald, 2011).

4.2-Ibuprofeno e exercicio

As PGs sdo sintetizados na musculatura esquelética e tem sido provado que tém um
efeito profundo na movimentagdo de proteinas (Vandenburgh et al, 2005, Rodemann e

Goldberg, 1982). Especialmente, PGF2 e PGE2 responsaveis pelo aumento de sintese e
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degradacdo, respectivamente, de proteinas da musculatura esquelética (Vandenburgh et
al,2005, Rodemann e Goldberg, 1982).

As PGs sdo também conhecidas como modeladores de inflamagdes e dor
(Ferreira, 1972, Raja et al. 1988) PGE2 ficou provado como um componente algésicas, bem
como estimulador de propriedades dlgicas de outros estimulos (Ferreira,1972, Raja et al.
1988).

EPCs e ibuprofeno:

Como descrito anteriormente, o ibuprofeno é um AINE e como tal, inibe a actividade
de ciclooxigenases, principalmente a COX-2. Num estudo recente, Muraki et al. (2011)
relacionou inibidores de COX-2 com angiogénese em tumores de células endoteliais. No
microambiente tumoral, as células endoteliais (CEs) estdo expostas a constantes condicdes de
hipoxia, que induzem o factor induzivel da hipoxia-la, que aumenta a actividade da
ciclooxigenase-2 em muitos cancros. COX-2 é uma enzima chave na produgdo de
prostaglandinas, sendo conhecida por aumentar a sua actividade em caso de inflamacdes e em
tecidos tumorais (Kaidi et al.2006).

Os farmacos anti-inflamatodrios ndo esteroides (AINEs) inibem a actividade de COX-2,
diminuindo a produgdo de prostaglandinas, inclusive, a dosagem crdénica de AINEs, é conhecida
como responsavel pela diminuicdo do risco de desenvolvimento de cancro no célon (Thunn et
al. 1991). Em adi¢do, COX-2 estimula a angiogénese, induzindo a expressdo de VEGF em células
do estroma e células tumorais (acgao do VEGF descrito anteriormente) (Williams et al.2000).

Em outros estudos, foi possivel constatar que, células tumorais do endotélio do
corddo umbilical, super-exprimindo COX-2 aumentaram a elevados niveis os factores da
angiogénese, induzindo inclusive, a formacdo de vasos (Tsujii et al. 1998). Adicionando a estas
observacgdes, varios estudos sugerem que bloqueios de COX-2 tem vantagens terapéuticas em
varios modelos de cancro (Chan et al. 2004, Csiki et al. 2005). Estudos recentes mostram que
as células endoteliais dos tumores variam de células normais do mesmo tecido, tanto em
marcadores, como em fendtipo (St Croix et al. 2000, Amin et al. 2006, Pasqualini et al. 2000).
Assim também poderia ocorrer o mesmo processo com a sensibilidade a inibidores de
ciclooxigenases.

Também seria importante bloquear a mobilizacdo e actividade de EPCs, posto que
estas desempenham um papel fundamental na angiogénese tumoral. Assim, é necessaria a
comprovagao de que os inibidores da COX-2, apenas afectam células tumorais e EPCs e ndo a
linha celular endotelial normal. Com o trabalho da sua equipa, Muraki (2011) conseguiu
comprovar que, ndo s as células endoteliais do tumor sdo mais sensiveis a inibidores de COX-

2 que as células endoteliais normais, mas também que é possivel reduzir a actividade
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angiogénica das EPCs inibindo a actividade de COX-2, propondo assim que se possa utilizar
como alvo as células endoteliais dos tumores e as EPCs, sem influenciar a actividade das
células normais do endotélio, caso se use niveis moderados de inibidores de COX-2 (Muraki et
al. 2011).

Com estes resultados, podemos especular que, como inibidor das ciclooxigenases, o
ibuprofeno, quando utilizado diariamente, em caso de dores agudas em resposta a exercicio
fisico intenso, que é um caso comum em utilizadores de ginasios, pode levar a uma diminuigao
da angiogénese de todos os tecidos, promovendo uma diminuicdo nos componentes essenciais
para a sobrevivéncia das células que circulam no sangue. Deixando assim, o corpo incapacitado
de responder eficazmente a estimulos de exercicio agudo. Resultados mais aprofundados

sobre este assunto, serdo discutidos posteriormente, no nosso trabalho.
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5-Objectivos:

E sabido que o exercicio fisico induz alteragdes musculares que, inicialmente sdo agressdes
fisioldgicas, mas que rapidamente passam a um estado adaptativo.

Um musculo activo necessita de um suprimento de oxigénio maior pelo que é natural que a
rede vascular do musculo sofra alteragdes concomitantemente as alteracées no tipo de fibras.
Neste sentido, é importante analisar as altera¢des vasculares (ou precursoras) induzidas pelo
exercicio.

Como anteriormente referimos, a toma sem prescricdo clinica de anti-inflamatdrios nao
esteroides (AINE’s) tem tido um aumento exponencial entre os frequentadores de ginasios. De
entre estes farmacos destacamos o ibuprofeno como sendo o farmaco mais utilizado.

Deste modo, é objectivo deste trabalho estudar o efeito do ibuprofeno nas alteracbes da

vascularizagdo induzidas pelo exercicio aerdbio.

Objectivos especificos

Neste trabalho pretendemos estudar o efeito do ibuprofeno combinado com o treino aerdbio:

1. Na relagcdo capilar/fiora muscular apés treino aerébio de oito semanas, de modo a

verificar as altera¢Ges na vascularizacdo do musculo.

2. Um dos possiveis mecanismos para a alteracdo do nimero de capilares é o aumento
da producdo e/ou libertacdo das células progenitoras do endotélio (EPC’s). Assim,
pretende-se estudar o numero de EPC’s em sangue total com varios marcadores de

superficie de modo a verificar o seu estado de diferenciagao.

3. A diferenciacdo das células endoteliais depende da presenca de um factor de

crescimento, pelo que estudaremos também a quantidade plasmatica de VEGF.

4. Todos estes parametros serdo estudados no musculo solear de ratos Wistar, tal como

serd explicado na metodologia.

32



Capitulo Il - MATERIAIS E METODOS

33



6-Materiais e métodos

6-Materiais e métodos

Plano Geral de Trabalhos

O trabalho foi dividido em varias etapas que incluiram o treino dos animais, a verificagcdo da
eficacia do treino (através de um teste de velocidade/resisténcia), colheitas de sangue para
extraccdo de plasma (para doseamento de VEGF) e sangue total para
quantificacdo/identificacdo de EPC’s. Apds a eutandsia dos animais foi removido o musculo
gastrocnemius para andlise histoldgica.

A cada semana os animais foram pesados anteriormente ao treino.

A porcdo de ragdo consumida foi também quantificada.

Manutengao e selec¢do dos animais

Ratos Wistar, machos (Com 200-250g no inicio do estudo) foram adquiridos aos laboratérios
Charles-River (Barcelona-Espanha). Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas com
dois animais em cada, no biotério de manutencdo do Instituto de Imagem Biomédica e
Ciéncias da Vida (IBILI) da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, com ciclos de
12 h (claro/escuro) num ambiente com controlo de temperatura (22 + 1°C) e humidade (50 *
10%) e com comida e dgua ad libitum.

Os animais foram manuseados com o maximo de cautela de maneira a minimizar o efeito do
stress ambiental. O protocolo experimental foi executado de acordo com European
Convention on Animal Care, tendo ainda, todo o projecto, no qual estdo incluidos estes
estudos, recebido a aprovacdo da Fundagdo Portuguesa de Ciéncias e tecnologias.

Os animais foram arbitrariamente selecionados em quatro grupos: Controlo com solvente (l);
Controlo mais Ibuprofeno 40 mg.Kg™ (1l); Exercicio e solvente (Ill), e exercicio mais Ibuprofeno
40 mg.Kg" (IV). Os ratos foram tratados diariamente com ibuprofeno durante 8 semanas
através de administracdo oral, 15 min antes do exercicio. O ibuprofeno administrado foi a
formula comercial (Brufene®) dissolvido em sumo de laranja, como indicado para o uso em

Humanos. Ambos os grupos receberam o mesmo volume do farmaco ou solvente.
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6.1-Treino animal
Os animais tiveram um periodo de adaptacdo ao biotério de uma semana apds o que foram

pesados e iniciaram uma fase de adaptacdo ao treino em tapete rolante.

O Treino aerdbio consistiu num programa de corrida em passadeira rolante (Panlab/Letica
LE8706, Barcelona, Spain) com duracdo de 8 semanas, com aumento do tempo total de sessdo
(de 15 minutos iniciais para 50 min na ultima semana) e de intensidade (aumento da
velocidade maxima de 12 cm/s a 54 cm/s e com inclinagdo de 5% incluida a partir da 62
semana). Os grupos de controlo (I e Il) tiveram acesso a passadeira 10 minutos, uma vez por
semana, para evitar interferéncia do sistema nervoso central, mantendo, assim, as suas
capacidades motoras.

Para finalizar o treino os animais foram submetidos a um teste de performance
(velocidade/resisténcia) para aferir a eficacia do treino. Este teste foi efectuado de acordo com
o método descrito por Eliakim 35 tal. (1997). O protocolo conta com uma inclinacdo da
passadeira de 5%. Neste tsete, sdao cedidos 4 minutos de aclimatizacdo & passadeira,
sucedendo-se um aumento de velocidade para os 25 cm/s durante 4 minutos. Posteriormente,
introduz-se um aumento da velocidade de 10 cm/s a cada 4 minutos até a exaust3o fisica dos
ratos. S3o contabilizados: o tempo de teste, a velocidade maxima atingida e a distancia

maxima percorrida por cada animal.

————— -

6.1.1-Avaliacao da massa Corporal dos animais
A massa corporal dos animais foi determinada a chegada, no inicio do estudo (semana zero) e

no inicio de cada semana de treino. A massa corporal dos animais no final do estudo foi
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também determinada. Para tal, foi utilizada uma balanga Kerin CB 6K1 com precisdode 1 ge a

capacidade maxima de 6 Kg.

6.1.2-Avaliacao do consumo de comida
O consumo de comida foi avaliado diariamente sendo pesada a comida adicionada e a restante

do dia anterior. As medi¢Oes da quantidade de comida foram também efectuadas usando uma
balanga Kerin CB 6K1 com precisdo de 1g e a capacidade maxima de 6 Kg.

Os animais foram alimentados com uma comida standard (SAFE-A03).

6.2-Sacrificio dos animais necrdpsia e isolamento muscular

Apds 8 semanas de treino e tratamento os animais foram sacrificados por overdose de sédio
pentobarbital. Foram, entdo, recolhidos os musculos solear. Os musculos do membro direito,
foram utilizados para analise histolégica enquanto quer os do membro esquerdo foram
utilizados para analises moleculares. Estas amostras de musculo foram imediatamente
colocadas em azoto liquido e armazenadas a -80°C para posterior analise.

Tendo em conta o facto do ibuprofeno, a semelhangas de outros farmacos do mesmo grupo,
serem agressivos para a mucosa gastrica, foi feita a necrdpsia dos animais. O
esofago/estdmago/primeira por¢do do duodeno (D1), figado, rins e pulmdo foram enviados

para analise anatomopatoldgica.

6.3-Analise Histoldgica

Ap0ds o isolamento muscular, foram efectuados estudos histoldgicos. Nos quais estdo incluidos
a coloracdo por hematoxilina-eosina (a fim de verificar a integridade muscular e/ou varia¢des
induzidas pelo exercicio) e a coloragdo por ATPase, com a finalidade de contar e medir os
diferentes tipos de fibras. Os capilares musculares foram analisados por marcacao de fosfatase
alcalina em sec¢Ges congeladas usando o métodos previamente descrito em Takeshita et al.
(1994). Estes resultados foram expressos na razdo entre capilaridade e numero de fibras
musculares, contados em campos de 200 fibras por imagem.

Sec¢Bes transversais de musculo (5 um) foram cortados num Criétomo, modelo Leica CM
1850 UV, a -25°C e colectadas em laminas de vidro, 24° - 32 mm. A actividade da adenosina tri-
fosfato miofibrilar (mATPase (E.C.2.1.3.5.7.9.1) foi determinada apds pré-incubagdo em
condicOes de pH acido e base, de acordo com a literatura classica.

Foi feita a marcagdo por hematoilina-eosina (HE) para cada musculo, a fim de verificar a

integridade das fibras musculares.

36



6.3.1-Colheitas de Sangue
Em cada série de ratos foram efectuadas duas colheitas de sangue. Uma no tempo Zero (antes

do inicio do treino) e outra no final do treino (48h apds o Ultimo exercicio).

Para proceder a colheita de sangue , os animais foram anestesiados com cetamina (Imalgene
1000 —Merial) por via intraperitoneal numa dose de 40 mg.Kg-1. O sangue, num volume de 2
ml foi colhido da veia jugular através de pung¢do com agulhas 29G x %” — 0,33 mm x 12 mm
(Terumo; Bélgica). As seringas foram previamente preparadas com anticoagulante (EDTA a

6%).

6.3.2-Preparacdo do plasma
Apds a colheita do sangue, este foi dividido em dois tubos de polipropileno: um para

separacdo do plasma e outra para marcacgdo das células progenitoras do endotélio para andlise
por citometria de fluxo.

Para separar o plasma as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm (Heraeus Labofuge 400r), a
uma temperatura de 4°C durante 20 minutos.

Apds centrifugacdo, foi separado o plasma e armazenado em aliquotas a -80°C até

doseamento das amostras.

6.3.3-Doseamento de VEGF plasmatico
A quantidade de VEGF plasmatico foi analisada em amostras de plasma (obtidas como descrito

acima) pelo método de ELISA recorrendo a utilizagdo de um kit comercial (R&D Systems).

6.3.4-Obtencao, quantificacdo e identificacdao das EPC’s
Como referimos anteriormente, as amostras de sangue periférico foram divididas em dois

tubos. Do tubo contendo sangue total foram retirados 500 pl.

As amostras foram incubadas com os anticorpos, conjugados com fluorocromos, durante 15
minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. Todos os anticorpos (anti-Flk-1 PE (BD
Bioscience), anti-CD133 FICT (Millipore), anti-CD34 FICT (antibodies-online.com)) foram
adicionados na quantidade de 2 pl.

Apds a incubacdo com os anticorpos, foram adicionados 4,5 ml de tampdo de lise para
eritrocitos (1:10) Facslysing, BD Biosciences). As amostras foram incubadas durante 15
minutos, a temperatura ambiente, protegidas da luz e sob suave agitacao.

Posteriormente, as amostras foram centrifigadas durante 5 minutos a 1500 rpm (Kubota

5910). Apds este procedimento as amostras foram decantadas e ao sedimento foram
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adiconados 2 ml de PBS (1:10) (GIBCO 10x, pH 7,4). Apds a agitacdo em vortex as amostras
foram centrifugadas (5 minutos, 1500 rpm) e o processo repetido uma vez mais. Apés a ultima
lavagem foram adicionados 250 pl de PBS e as amostras analisadas no citometro de fluxo.

A aquisicdo e analise das amostras foram realizadas no citometro de fluxo FACS-Canto Il (com
trés lasers e oitos cores de configuracdo e com o software FACS-diva 6.1.2 (BD Biosciences). A
compensacdo de fluorescéncia é feita automaticamente e verificada de forma periddica
através do uso de “CompBeads” (BD Biosciences). Para cada amostra foram analisados 1 000
000 de eventos.

Os ajustes de amplificacdo para FSC e SSC foram usados de modo linear, para os canais de
fluorescéncia foi usado de modo logaritmico e posteriormente pela analise do sofware
Infinicity 1.5 Cytognos (Salamanca, Espanha) foi convertido de modo analdgico.

A populagdo de linfdcitos foi utilizada como controlo interno de referéncia.

6.4-Analise estatistica
Os resultados encontram-se expressos em médias + erro padrdao. Tendo em consideracdo o

tamanho e normalidade das amostras foram utilizados métodos ndo paramétricos. A
comparacdo entre varidveis foi efectuada através do teste de Mann-Witney com um intervalo
de confianga de 95%.

Para a realizacdo dos testes foi utilizado o programa informatico InStat 3.1a, para Macintosh.
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Capitulo IV — RESULTADOS
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7-Resultados:

Sendo que os animais em estudo foram sujeitos a um programa de exercicio fisico que
tende a modificar o tipo de fibras musculares, como veremos seguidamente, reveste-se da
maior importancia estudar outras parametros como a evolugdo da massa corporal e o
desempenho fisico dos animais apds 8 semanas de treino.

Deste modo, e no que se refere a massa corporal, podemos observar (grafico 1) que
existe uma clara diferenca entre o grupo com pratica de exercicio e simultanea administracao
de ibuprofeno (Exercicio + IBU) e todos os outros grupos, reflectindo-se numa acentuada
diminuicdo da massa corporal. Podemos ainda constatar que o grupo com pratica de exercicio
possui um aumento da sua massa corporal superior aos restantes grupos. Porém, estes
valores sdo apenas significativos em relagdo ao grupo com pratica de exercicio e administragdo
de ibuprofeno (exercicio + IBU) na ultima semana de treino. Tal como era de esperar ha um

aumento progressivo da massa corporal ao longo do tempo.
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Grafico 1 — valores médios da massa corporal dos ratos durante o periodo de treino. Controlo (n=8);
Controlo com administracdo de lbuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos treinados
(exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O
ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg'los pontos
representam a média dos valores e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 relativo
aos outros grupos; **p<0.05 relativo aos grupos controlo e controlo+IBU.

Os resultados do grafico 1 podem ser suportados com os dados relativos a ingestdo de
comida ao longo do periodo de treino (grafico 2). Podemos constatar que o grupo de exercicio

consumiu mais comida que qualquer outro grupo (grafico 1), o que é compativel com o
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aumento da massa corporal dos ratos deste mesmo grupo, enquanto o grupo com prdtica de
exercicio e administracdo de ibuprofeno parece ndo ter qualquer alteracdo em relagdo aos
grupos controlo, mas significativamente mais baixa relativamente ao grupo que sé praticou
exercicio fisico (treino aerdbio). Apds anadlise do grafico 1, podemos observar que o aumento
da massa corporal dos ratos deste ultimo grupo referido é muito inferior comparativamente
aos grupos controlo, sendo este um dado interessante e a ter em conta numa posterior
analise. Para além disso, ndo parece ter existido qualquer alteracdo no consumo de comida,
guando comparamos o grupo de controlo com o grupo de controlo com administracdo de

ibuprofeno.
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Grafico 2 — valores médios de ingestdo diaria de comida durante as oito semanas de treino. Controlo
(n=8); Controlo com administracdo de Ibuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos treinados
(exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O
ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg’l. As barras
representam a média dos valores e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 relativo
aos grupos controlo; **p<0.05 relativo ao grupo de exercicio

Relativamente a performance de ambos os grupos com exercicio e exercicio e
administracdo de ibuprofeno, podemos observar que superam em todos os parametros a

performance dos grupos controlo e controlo com administracdo de ibuprofeno (tabela 1),
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dados que estdo de acordo com os gréficos 1 e 2 relativos ao grupo com exercicio. Isto deve-se
ao facto de que para uma maior performance podemos esperar um maior dispéndio de
energia e por conseguinte um maior consumo de comida. Associando esse ponto ao aumento
da massa muscular, entre outras razées, podemos esperar um aumento da massa do corpo
dos animais, tal como é observavel no grafico 1 para o grupo de exercicio. Quanto ao grupo
com exercicio e administracdo de ibuprofeno, podemos ver na tabela | que apresenta valores
de performance maiores que os dos grupos controlo mas mais baixos que o grupo com
exercicio, o que poderia ser calculado visto que o consumo de comida é quase idéntico a esses
mesmos grupos e inferior aos animais com pratica de exercicio apenas (grafico Il). De destacar
gue os animais tratados com ibuprofeno mas que nao realizaram exercicio apresentam valores
de corrida (velocidade, distancia e tempo) inferiores ao grupo controlo, principalmente na

velocidade e distancia percorrida.

Tabela 2 — Teste de performance. Controlo (n=8); Controlo com administragdo de lbuprofeno
(controlo +IBU; n=6); ratos treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de ibuprofeno
(Exercicio + IBU; n=10). O ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg'l.
Os valores representam a média + SEM das velocidade maxima atingida, distancia maxima percorrida e
tempo de teste.

Grupo Velocidade (cm/s) Distancia (m) Tempo (min)
Controlo 14.86 + 0.68 194.71 £21.21 49.28 £2.75
Controlo + IBU 12.89 +0.59 162.60 + 13.86 48.33 £ 1.66
Exercicio 19.20 + 2.99* 303.00 £ 21.35* 61.00 £+ 8.00*
Exercicio + IBU 17.14 £ 0.73% 294.00 £ 23.27* 59.29 £2.97*

*p<0.05 relativo ao controlo e controlo + IBU

Tendo em consideragdo que o ibuprofeno, a semelhanga de outros AINEs pode produzir
alteragdes gastrintestinais foi feita a andlise anatomopatologica de varios orgdos como referido
no capitulo matérias e métodos. Nenhum dos 6rgdo analisados apresentou qualquer alteragao
histolégica pelo que podemos considerar segura a toma do fdrmaco nas nossas condicdes
experimentais.

Pela analise do grafico 3 podemos observar que o exercicio aerdbio continuado altera
o tipo de fibras musculares. Assim, o grupo treinado apresenta uma maior percentagem de

fibras tipo | apds as oito semanas de exercicio. Do mesmo modo, o grupo que foi submetido a

treino mas que tomou concomitantemente ibuprofeno também evidencia um aumento de
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fibras tipo I. Porém, neste ultimo grupo, o aumento foi mais baixo. Estes referidos aumentos
nas fibras tipo | parecem acompanhar a diminuicdo de fibras do tipo Il que se verifica em
ambos 0s grupos e por comparagdo com os respectivos grupo controlo.

Estes valores refletem-se na tabela I, onde podemos verificar que um aumento de

fibras do tipo | estd relacionado com uma melhor performance.
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Grafico 3 — Valores percentuais do acréscimo ou diminui¢io de fibras do tipo | e Il respectivamente,
no musculo solear. Controlo (n=8); Controlo com administracdo de Ibuprofeno (controlo
+IBU; n=6); ratos treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de
ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O ibuprofeno foi administrado por via oral,
diariamente na dose de 40 mg.Kg'l.As barras representam a média dos pontos e as
linhas verticais o erro padrdo da média. *p<0.05 relativo ao controlo e controlo + IBU

E importante ter a nogdo que este estudo é feito com exercicio prolongado aerébio e
que a colheita de sangue ndo foi feita imediatamente a seguir ao términos do treino dos ratos,
por isso os resultados obtidos, ndo vao ser fruto de um momento, mas sim de continuos picos
de exercicio fisico.

Assim apds analise histolégica do musculo solear, pode verificar-se que o numero de
capilares a irrigar o musculo aumentou com o treino. Estes valores sdo dados pela relagdo
entre fibra e capilares na sua periferia. Com exercicio é possivel observar que ha um aumento
significativo do nimero de vasos sanguineos, quando comparando a ambos os controlos. De
igual modo, pode observar-se que hd um aumento na vascularizacdo do tecido muscular do
musculo solear, com a pratica de exercicio fisico e administragdo de ibuprofeno, pois o valore

da razdo capilar/fibra, apresentados no gréfico, é, também, superiores aos valores

43



apresentados pelos controlos (o que pode ser considerado normal, devido 4 presenca de
exercicio). Mas contudo, esse valor é inferior a razdo apresentada pelos grupos de exercicio.

Entre os grupos de controlo e controlo com administracdo de ibuprofeno, ndo é
observdavel qualquer alteracdo, apesar do valor do grupo de controlo com ibuprofeno, ser
tendencialmente inferior ao controlo.

05 =

Razao C:F (capilar/fibra)

Contolo Controlo + IBU Exercicio  Exercicio + IBU

Grafico 4 — Valores da razdo capilar/fibra (C:F) no musculo solear em ratos controlo (n=8); Controlo
com administracdo de lbuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos treinados (exercicio; n=10)
e Exercicio com administragdo de ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O ibuprofeno foi
administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg'l. As barras representam
médias e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 relativo ao controlo e controlo +
IBU.

Na tentativa de justificar os valores apresentados no grafico anterior, mediu-se o
factor de crescimento endotelial vascular (VEGF).

De acordo com os dados anteriormente apresentados, A concentracdo plasmatica de
VEGF é maior concentracdo plasmdtica no grupo de exercicio, quando comparando com todos
os outros grupos, o que condiz com um aumento da vascularizacdo promovida pelo exercicio.
No grupo de exercicio com administragao de ibuprofeno, podemos ver que o valor de VEGF é
elevado, o que pode levar a uma vascularizacdo elevada, tal como apresentado no grafico
anterior, mas neste caso, apresenta valores inferiores, em relagdo ao grupo que so6 praticou
exercicio fisico. Mais uma vez, os controlos ndo apresentam diferencas significativas entre si, o

gue condiz com os resultados anteriormente descritos.
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Grafico 5 — Valores plasmaticos de VEGF em ratos controlo (n=8); Controlo com administracdo de
Ibuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com
administracdo de ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O ibuprofeno foi administrado por
via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg’l. As barras representam médias e as linhas
verticais o erro da média. *p<0.05 relativo ao controlo e controlo + IBU.

No que diz respeito a células CD133" é possivel verificar que estdo pouco presentes
nas amostras de sangue, no entanto, podemos afirmar que hd um aumento no valor destas
células nas amostras de sangue do grupo com pratica de exercicio e administracdo de
ibuprofeno. Este grupo apresenta o valore mais alto dos quatro grupos, ndo havendo qualquer
diferenca nos restantes trés grupos.

No Grafico 6 podemos observar que as células CD34" estdo elevadas em todas as
amostras. Ainda assim, sem alguma significancia, podemos ver que existem muito mais células

CD34" nas amostras de sangue do grupo com exercicio e ibuprofeno.
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Grafico 6 — Percentagem de células marcadas com CD34 e CD133 em sangue total de ratos controlo
(n=8); Controlo com administracdo de Ibuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos treinados
(exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de ibuprofeno (Exercicio + IBU; n=10). O
ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40 mg.Kg'l. As barras
representam médias e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05 relativo aos restantes
grupos com a mesma marcagao

E possivel verificar que existem elevados valores de células que expressam tanto
KDR, como CD146, o que era de esperar, visto que ha tanto um aumento do valor da razdo
capilar/fibora como no VEGF encontrado nas amostras. No entanto, hd uma clara
predominancia de células com KDR e CD146, na corrente sanguinea, no grupo de exercicio com
administracdo de ibuprofeno, sobre os outros grupos, sendo que apenas apresenta um valor
significativo quando comparando o grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno, ao
grupo com exercicio apenas. Nos valores de CD146, ndo existe nenhuma diferenca, apesar dos

valores no grupo controlo serem superiores aos restantes.
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Grafico 7 — Percentagem de células marcadas com CD146 e KDR (Flkl) em sangue total de ratos
controlo (n=8); Controlo com administra¢do de lbuprofeno (controlo +IBU; n=6); ratos
treinados (exercicio; n=10) e Exercicio com administracdo de ibuprofeno (Exercicio +
IBU; n=10). O ibuprofeno foi administrado por via oral, diariamente na dose de 40
mg.Kg’l. As barras representam médias e as linhas verticais o erro da média. *p<0.05
entre os grupos assinalados (controlo vs Controlo + IBU; para CD146 e Exercicio vs
exercicio + IBU para o KDR.
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8-Discussao:

E incontestavel que o exercicio fisico tem inimeros beneficios para a satide. Porém, o
uso de certas substancias associadas ao exercicio pode, em certos casos, diminuir a eficacia
pretendida.

O uso de lbuprofeno sem prescricdio tem aumentado exponencialmente entre a
populagdo que frequenta gindsios. Tendo em conta que a plasticidade do musculo esquelético
e estruturas adjacentes sdo parte integrante do beneficio do exercicio fisico foi objectivo deste
trabalho saber até que ponto a toma de ibuprofeno associada ao exercicio altera as
adaptagdes musculares.

Os mecanismos de vascularizagdo muscular induzidos pelo exercicio sdo, em parte,
promovidos pelas EPCs. A importancia destas células vai além do musculo esquelético uma vez
gue podem contribuir para a substituicdo de endotélio lesado em outras partes do corpo.

Neste trabalho foi usado um modelo animal de modo a ultrapassar as questdes éticas
das biopsias musculares em humanos.

Com esse objectivo em mente comegcamos por determinar a massa corporal de cada
rato Wistar ao longo do periodo de 8 semanas de treino.

O exercicio em passadeira é bastante utilizado em laboratério para estudar o
aumento da massa muscular e a sintese proteica de ratos (Munoz et al. 1994).

De acordo com o estudo de Slentz et al. 2004, a massa corporal aumenta consoante a
intensidade de treino prolongado, possivelmente devido, entre outros factores, ao aumento
da taxa da sintese proteica nos musculos exercitados. Aumento esse, que pode ir até 19%,
segundo o estudo de Trappe et al. 2001. Conjugando estes resultados com os estudos de
Weinheimer et al. 2006, Bondesen et al. 2004, McAnulty et al. 2006 e Mikkelsen et al. 2009,
podemos afirmar que através da administracdo de ibuprofeno a sintese de proteinas diminui.
Estes estudos comprovam que o ibuprofeno bloqueia a actividade das ciclooxigenases através
da producgdo de prostaglandina F,4, 0 que leva a uma diminuicdo da sintese de proteinas nos
musculos e, provavelmente em outros tecidos corporais. Estes resultados podem ser
transpostos para o nosso trabalho, justificando assim, os dados demonstrados no grafico 1,
onde o aumento de peso dos ratos do grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno é
inferior a todos os outros grupos, uma vez que o ibuprofeno inibe a ciclooxigenase.

Conjuntamente a estes resultados foi apresentado um estudo sobre o efeito do
ibuprofeno na densidade dssea (Kohrt et al. 2010). Neste estudo podemos ver a influéncia

negativa do ibuprofeno na densidade éssea, onde este farmaco, com toma anterior ao
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exercicio fisico, proporciona a inibicdo de prostaglandinas, nomeadamente a prostaglandina
E,, que apresenta um papel vital da transducdo mecanica na formacdo dssea (Kohrt et al.
2010).

O aumento da massa corporal nos restantes grupos pode ser justificado com o
trabalho de Tokuyama et al. 1981, onde esta demonstrado que massa corporal dos ratos
aumenta ao longo de 50 dias de treino, tanto no grupo de exercicio, como nos controlos.
Também o consumo de comida aumenta ao logo do estudo, sendo que é ainda superior no
grupo de exercicio (Tokuyama et al. 2004). Estes resultados sdo compativeis com os dados
apresentados no nosso trabalho (Grafico 1 e 2).

No estudo de Vikne et al. (2006), em que participaram 17 homens que realizaram
exercicios concéntricos ou excéntricos de flexdo do membro anterior, com a finalidade de
estudar a performance muscular, verificou-se que com a pratica dos respectivos exercicios,
tanto a velocidade angular do brago, como resisténcia e forga suportada pelo mesmo membro,
aumentaram. Isto deve-se a cima de tudo, ao aumento de fibras especializadas no tipo de
exercicio executado (Vikne et al 2006). Transpondo estes resultados e enquadrando com o
nosso trabalho, pode facilitar a compreensdo dos dados apresentados na tabela 1 e nos
graficos 3, posto que, nos grupos em que o exercicio esta presente, a performance aumenta,
em comparagao com os grupos controlo, tal como descrito por Vikne et al. 2006. Com os
resultados deste trabalho, descritos anteriormente, podemos concluir que é devido ao
aumento do numero de fibras do tipo I, que, neste caso, sdo as fibras especificas para
exercicios prolongados aerdbios (graficos 3). Tendo este dado em conta, é compreensivel que
a performance dos grupos controlo seja parecida e com os valores mais baixos dos quatro
grupos. Os dados de Vikne et al. 2006 podem servir para explicar, também, os resultados da
performance do grupo com exercicio e administracdo de ibuprofeno. Estes sdo ligeiramente
inferiores ao grupo com apenas exercicio (Tabela 1), pois o nimero de fibras de tipo | &,
também, inferior aos valores apresentados pelo grupo com exercicio (Grafico 3).

Este resultado revela que conjugando a pratica de exercicio com a toma de
ibuprofeno ha uma reducdo do numero de fibras especializadas para o tipo de treino em
pratica (Graficos 3 e 4), que neste caso é um treino prolongado. Isto deve-se principalmente ao
facto de que o ibuprofeno é um farmaco que inibe a via das ciclooxigendses, em particular, a
producdo da prostaglandina F,« (Weinheimer et al. 2006; Bondesen et al. 2004). As
prostaglandinas (PGs) sdo responsaveis pela producdo de proteinas apds exercicio. A pesar dos
processos envolvidos ndo serem ainda explicitos (Weinheimer et al. 2006), estas foram
implicadas em processos de proliferacdo, diferenciacdo e fusdo de mioblastos (Bondesen et al.

2004). Acoplando os estudos de Weinheimer et al. 2006, Bondesen et al. 2004, McAnulty et al.
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2006 e Mikkelsen et al. 2009, podemos chegar 4 conclusdo que apés a administracdo de
ibuprofeno, a activagao das ciclooxigenases é muito menor, o que leva a uma producdo muito
reduzida de prostaglandinas e assim, como é observavel nas imagens da publicacdo de
Mikkelsen et al. (2009), em exercicio excéntrico, leva a uma diminuicdo da activacdo de células
satélite e portanto uma menor capacidade de troca de fibras aptas ao exercicio imposto.

Os resultados deste estudo demonstram ndo sé que o exercicio fisico aumenta a
presenca de células progenitoras endoteliais (EPCs) na corrente sanguinea, como também,
prova que a administracdo de ibuprofeno inibe a angiogénese.

Foi também demonstrada uma relagdo linear entre o aumento da produg¢do de NO na
corrente sanguinea e a activacdo de EPCs em resposta a exercicio fisico (Laufs et al. 2004).
Como descrito o exercicio fisico reduz o stress oxidativo, pelo menos, em parte, pela via da
sintase de oxido nitrico endotelial (eNOS) (Kodja et al. 2001 e Fukai et al. 2000). Assim, o
exercicio fisico aumenta a biodisponibilidade de NO o que promove um aumento das EPCs na
corrente sanguinea (Fukai et al. 2000). Este dado pode ser comprovado pela deleccdo de
eNOS, que leva a uma drastica reducdo dos niveis de EPCs, enquanto que tratamento com
estatina, leva a um aumento de EPCs, por uma via dependente de NO (Vasa et al. 2001). Para
além das células progenitoras, a inibicdo de NO, leva a uma abrupta redugdo no teor de VEGF
no plasma. O que indica que o VEGF é regulado, durante o exercicio, por NO (Lafus et al. 2004).

O VEGF, tal como o SDF-1, sdo conhecidos por causarem a mobilizacdo rapida de
células estaminais hematopoieticas e células progenitoras endoteliais, em circulacdo, em
modelos animais (Moore t al. 2001, Hackett et al. 2001). Ha ainda outro grande factor na
producdo de VEGF que é a isquemia. A isquemia leva a producdo de VEGF para a circulagdo,
com intuito de mobilizar EPCs para o local (Sandri et al. 2005). O exercicio fisico em sessdes
intensas pode gerar lactato suficiente para causar isquemia momentanea, o que leva ao
aumento de VEGF na corrente sanguinea (Sandri et al. 2005).

Para verificar a importancia do VEGF e das EPCs comegamos por analisar a
vascularizacdo do musculo através do célculo da razdo capilar/fibra, que de acordo com os
estudos anteriormente referidos, deveria mostrar uma claro aumento na vascularizagdo das
amostras do musculo solear dos grupos com pratica de exercicio. Ao comparar os resultados
obtidos com a literatura, podemos observar que, efetivamente, ambos os grupos com
exercicio possuiam uma vascularizagdo superior aos grupos controlo. No entanto, observdmos
também, que o grupo de exercicio possuia valores de razdo capilar/fibra muito superiores ao
grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno. Isto pode ser comprovado pois, o estudo
de Murali et al. 2012, afirma que a actividade da ciclooxigenase-2 leva a uma inibicdo do

processo angiogénico por parte de células tumorais endoteliais e pelas células progenitoras
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endoteliais. Assim, com a aplicacdo de ibuprofeno, um inibidor de COX-2 (Weinheimer et al,
2007, Sciorati et al. 2010, Carroll et al. 2011), podemos justificar a diminuicdo da razao
capilar/fibra nos tecidos em estudo, devido & diminui¢cdo da angiogénese. Portanto, a pesar do
exercicio elevar os valores a cima dos resultados apresentados pelos controlos, a razao
capilar/fibra mantem-se inferior a razdo apresentada pelo grupo com exercicio.

Neste ponto devemos lembrar que o ibuprofeno é um inibidor ndo selectivo da
ciclooxigenase, inibindo tanto a COX-1 como a COX-2.

Dada a relevancia que o VEGF possui, fomos, ainda, calcular a concentracdo de VEGF
na corrente sanguinea, apds todas as sessées de treino.

A VEGF mantém-se em valores muito elevados, no plasma, apenas por 5 minutos
posteriores a sessdo de exercicio. A pesar disso, os continuos picos de VEGF, levam a um nivel
basal superior em individuos com treino regular, quando comparado a individuos sedentarios.
Assim, tal como descrito na literatura e em conjunto com todos os factos previamente
referidos, observdmos que os niveis de VEGF no grupo com pratica de exercicio,
apresentavam-se significativamente mais elevados que nos controlos (Lafus et al. 2004, Yang
et al. 2007). Como demonstrado na tabela 1 dos resultados deste trabalho, podemos ver que
com a administracdo de ibuprofeno, ha uma ligeira reducdo na performance dos animais,
quando comparado com o grupo de exercicio. Como comprovado no estudo de Laufs et al.
(2005), podemos observar que a intensidade do treino é, também, significativa na actividade
das EPCs, assim, podemos especular se os resultados com ibuprofeno ndo sejam comparaveis
a um treino de menor intensidade, causando um nivel basal de VEGF inferior, no grupo de
exercicio com administracdo de ibuprofeno, ou se, tal como refere a literatura, os efeitos do
ibuprofeno derivam directamente das acgdes inibitdrias sobre a ciclooxigenase. Os restantes
dois grupos controlo, ndo apresentam diferengas.

De acordo com os resultados obtidos, podemos prever que o grupo de exercicio
resultara numa maior frequéncia de activacdo de EPCs e, portanto, estando intimamente
correlacionado com o aumento da angiogénese por nds observado. E, por conseguinte, que o
oposto ocorra no grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno.

Para comprovar estes dados, procedeu-se a marcagdo de células com anticorpos
contra CD34, CD133, CD146 e KDR. Foi entdo comprovado que existia, no plasma, uma grande
presenca de células CD34" em todos os grupos, com predominancia no grupo de exercicio e
ibuprofeno. O CD34 é uma glicoproteina que existe na membrana celular de células da linha
hematopoietica (Pilling et al. 2009). Esta molécula estd presente, por exemplo, ndo s6 em
macroéfagos, como também em fibrécitos, para além de varias populagdes de EPCs (Pilling et al.

2009). Possivelmente, devido a inespeficidade do marcador, os niveis de CD34" apareceram
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mais elevados do que deveriam, pois ndo estdo apenas a detectar uma colonia de EPCs, mas
também, muito possivelmente, outras populagdes celulares.

Em casos de pratica de exercicio, os niveis de fibrocitos, macrofagos e EPCs estardo
mais elevados que em casos regulares (Li et al. 2012, Woods et al. 2000), mas devido a inibicdo
da angiogénese, poucas EPCs, poderdo terminar a sua diferenciacdo aumentando a
vascularizacdo. Assim, sdo obrigadas a continuar a circular pela corrente sanguinea até a sua
morte. Este serd um factor principal, para o facto dos valores de CD34" aparecerem tdo
elevados. Esta inibicdo ndo esta presente no grupo com exercicio, o que pode justificar o facto
de haver uma maior vasculariza¢do, e, portanto, um menor nimero de células CD34" na

corrente sanguinea.

O CD 133 é um marcador endotelial, localizado na superficie celular de células
progenitoras endoteliais (Dome et al. 2008). Este marcador é, no entanto, perdido ainda na
medula dssea, ou pouco depois destas células entrarem em circulagdo (Dome et al. 2008).
Pode ser, entdo, atribuido o titulo de marcador de células indiferenciadas @ molécula CD133. A
falta deste marcador nas células em circulacdo, pode ser um factor fundamental para os niveis
baixos de células CD133" em todas as amostras. O Unico dado significativo neste gréfico é, o
facto o valor mais elevado destas células, ser atribuido ao grupo de exercicio com
administracdo de ibuprofeno. Isto pode dever-se ao facto de que devido 4 acg¢do do
ibuprofeno, a diferenciagdo ndo é prioritaria para as populacées de EPCs, o que obriga a
permanecia de células indiferenciadas mais tempo na corrente sanguinea, como descrito

anteriormente por outros autores.

O KDR (Flk-1) é o receptor de VEGF-2 e localiza-se, essencialmente, na membrana
célula de populagdes da linha endotelial (Smadja et al. 2007, Holmes et al. 2007).

Os nossos resultados ndo mostraram diferencas entre os valores do grupo em
exercicio e do grupo com exercicio e administracdo de ibuprofeno. Estes valores podem dever-
se, essencialmente, a dois factores. Primariamente, o facto do ibuprofeno inibir a angiogénese,
leva a que um maior numero de EPCs indiferenciadas, sejam obrigadas a circular na corrente
sanguinea ate morrerem, como ja referido anteriormente. Este pode ser um contributo para
que o numero de células KDR" seja superior no grupo de exercicio e ibuprofeno e menor no
com exercicio apenas. Mas outro factor, também importante, é o facto de niveis elevados de
VEGF regularem a expressdo de KDR e eNOS (Fenge t al. 1999).

A VEGF promove a remocdo de KDR para o nucleo, através de calveolina, num

processo dependente de NOS (Fenge t al. 1999). Com estes dados, podemos afirmar que caso
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exista um meio onde esteja presente mais VEGF, deveram existir menos células KDR". Ora,
como podemos constatar pelos nossos resultados, atribuido ao grupo com pratica de exercicio,
estd o maior valor de VEGF na corrente sanguinea e de forma inversa, um menor valor no
grupo com exercicio e administracdo de ibuprofeno. Assim, é simples de assumir, que os
resultados do nosso trabalho e os dados adquiridos por Fenge et al. (1999), poderdo estar
relacionados.

Podemos verificar também, que os valores de CD146 apresentados, sdao bastante
inferiores aos valores de KDR. Isto pode dever-se ao facto do marcador CD 146, ser mais
restrito dentro das populagdes de EPCs, que quando comparando com KDR (Fenge t al. 1999,
Thijssen et al. 2006, Shih, 1999). O CD146 é uma molécula intermembranar que permite a
adesado celular (Shih, 1999).

Os nossos resultados ndo mostraram diferencas significativas, mas podemos
observar que o valor tendencialmente mais elevado diz respeito ao grupo controlo, estando
todos os outros grupos a baixo deste. Este é um marcador novo e possui uma acg¢do ainda,

pouco determinada e algo controversa na literatura.
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Tal como referido anteriormente a pratica de exercicio fisico induz adaptacdes
musculares que numa fase inicial podem provocar desconforto ou mesmo dor. Por esta razao,
0 consumo sem prescricdo de anti-inflamatdrios ndo esteroides, nomeadamente o ibuprofeno,
tem aumentado exponencialmente. Tendo em conta que o ibuprofeno é um inibidor ndo
selectivo da ciclooxigenase seria de esperar que o consumo deste farmaco interferisse na
plasticidade da musculatura esquelética. Por outro lado, o exercicio aerébio aumenta o
numero de fibras lentas-oxidativas o que implica um aumento do aporte de oxigénio e como
consequéncia um possivel aumento do niumero de capilares no musculo exercitado.

Assim, este trabalho teve como principal objectivo explorar o efeito do ibuprofeno na
vascularizacdo do musculo esquelético através do estudo do seu efeito nas células
progenitoras do endotélio (EPCs).

Os resultados obtidos permitem-nos concluir que o ibuprofeno reduz a vascularizacao
do musculo solear, através da inibicdo da diferenciacdo/mobilizacdo de EPCs, nhum modelo
animal com pratica de exercicio regular (treino aerdbio).

Os estudos através de marcadores, mostram que o nivel de EPCs em circulagdo no
grupo de exercicio com administracdo de ibuprofeno é superior a todos os outros, o que indica
que estas células ndo estdo a entrar em diferenciagdo gerando células endoteliais maturas.

A reducdo da actividade de EPCs reflete-se numa menor vascularizagdo, como
pudemos observar por uma menor razdo capilar/fibra, quando comparado com o grupo
apenas treinado sem influéncia do farmaco.

Acresce o facto de os nossos resultados terem demonstrado que o ibuprofeno
também interfere negativamente na adaptagdo das fibras musculares ao exercicio e na
performance apos treino reduzindo-as.

Em conjunto, estes dados sugerem que as EPCs circulantes contribuem para a
vascularizacdo do musculo solear mas que a sua actividade é reduzida pelo uso de ibuprofeno,

o que reforcga a necessidade de apelar contra o uso recreativo deste farmaco.
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