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RESUMO
SILVA JUNIOR SD. Efeitos sequénciais do treinamento aer6bio sobre o sistema
renina angiotensina plasmatico e cardiaco de SHR: Analise do estresse oxidativo,
perfil inflamatério e remodelamento cardiaco. [Tese de Doutorado (Fisiologia
Humana)] S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo,
2016.

A hiperatividade do sistema renina angiotensina (SRA) apresenta intima associagdo com o
desenvolvimento e manutencéo da hipertensao arterial além de potencializar a ativagdo de
mecanismos pré-oxidativos e pré-inflamatérios contribuindo para a ocorréncia de lesbes em
orgdos alvo. Em nosso estudo analisamos em ratos SHR e WKY os efeitos do treinamento
aerdbio sobre o SRA plasmatico e cardiaco, parametros hemodinamicos, estresse oxidativo,
perfil inflamatdrio e remodelamento cardiaco. Para tanto ratos SHR e WKY foram adaptados
a esteira, submetidos a teste de esfor¢o e alocados aos grupos sedentarios (S) ou treinados
(T=50%-60% do desempenho maximo em teste de esforco, 1hr/dia, 5x/semana). Os efeitos
sequenciais do T e S foram analisados nas semanas 0 (So=Ty), 1 (T41), 2 (T,), 4 (T,) e 8 (Sg e
Tg), dos protocolos experimentais. Nossos dados confirmaram que a fase crbnica da
hipertensdo nos SHR é acompanhada de hiperatividade do SRA, mostrando adicionalmente
que a hiperativacdo do SRA plasmatico antecedia a ativagdo do SRA cardiaco (3 vs. 5
meses de idade, respectivamente). SHR vs. WKY apresentaram ao inicio dos protocolos
elevado estresse oxidativo, redugcdo ou manutencdo da expressdo de enzimas
antioxidantes, aumento de perfil inflamatorio, hipertrofia cardiaca e maior deposi¢cdo de
colageno no ventriculo esquerdo (VE). Nos SHR o treinamento aerdébio promoveu pronta
reducdo da razédo Ang Il/Ang (1-7) no coragdo (T,) e plasma (T,) com diminuicdo simultanea
do estresse oxidativo e correcdo mais tardia (T,-Tg) do perfil inflamatério no VE, bem como
aumento de sua defesa antioxidante (T4-Tg). Estas respostas ao treinamento aerébio foram
acompanhadas de inalteracdo da hipertrofia cardiaca, mas importante aumento no
“turnover” do colageno lll, com reducao significativa do conteudo de colageno no VE (Tg).
Nos WKY o treinamento também reduziu a razdo Ang II/Ang (1-7) no VE, mas mais
tardiamente (T,), sem alteracdes marcantes no perfil oxidativo e inflamatorio, na estrutura
cardiaca e marcadores de hipertrofia. Em conjunto nossos resultados indicam que durante o
desenvolvimento da hipertensdo o desequilibrio entre os eixos Ang II-ECA-receptor AT1 e
Ang (1-7)-ECA2-receptor Mas cardiaco, com predominio do eixo vasoconstritor, € posterior
ao plasmatico, conferindo ao coracao certa protecdo na fase inicial da hipertensdo. Mostram
ainda que o treinamento aerdébio ao corrigir esse desequilibrio, reduzindo o estresse
oxidativo e o perfil pro-inflamatério é essencial para evitar a progressdo do remodelamento

cardiaco deletério do VE e o aumento progressivo da PA observada nos SHR sedentarios.

Palavras-chave: Sistema renina angiotensina. Treinamento aerobio. Estresse
oxidativo. Inflamacdo. Remodelamento cardiaco



ABSTRACT
SILVA JUNIOR SD. Sequential effects of aerobic training on the plasma and cardiac
renin angiotensin system in SHR. Analysis of oxidative stress, inflammatory profile
and cardiac remodeling. [Ph.D. thesis (Human Physiology)] Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Hyperactivity of the renin angiotensin system (RAS) is closely associated with the
development and maintenance of hypertension. In hypertensive individuals RAS enhances
pro-oxidative and pro-inflammatory profile leading to the appearance of organ damage. In
our study, we evaluated in male SHR and WKY rats the effects of aerobic training on the
expression/activity of plasma and cardiac RAS, hemodynamic parameters, oxidative stress,
inflammatory profile and cardiac remodeling. To this end, SHR and WKY were adapted to a
treadmill, submitted to exercise tests and allocated to sedentary (S) or trained (T=50%-60%
of maximal performance, 1hr/day, 5x/week) groups. Sequential effects of T and S protocols
were evaluated at weeks 0 (So=Ty), 1 (T1), 2 (T>), 4 (T4) and 8 (Tg). Our data confirmed that
the chronic phase of hypertension in the SHR is accompanied by RAS hyperactivity showing
in addition that plasma RAS hyperactivity appeared before activation of cardiac RAS (3 vs. 5
month, respectively). SHR vs. WKY showed at the beginning of protocols high oxidative
stress, reduction or maintenance of antioxidant enzymes expression, increased inflammatory
profile, cardiac hypertrophy and higher collagen deposition in the left ventricle (LV). Aerobic
training in SHR promoted a prompt reduction of Ang llI/Ang (1-7) ratio in heart T,) and plasma
(T>), with concomitant reduction of oxidative stress and posterior correction of inflammatory
profile (T4-Tg) and augmentation of antioxidant defense (T4-Tg) in the LV. These training-
induced responses were accompanied by unchanged cardiac hypertrophy, but increased
collagen Il turnover, with significant reduction of collagen content within the LV (Tg). In the
WKY, training also reduced Ang I/ Ang (1-7) ratio, but tater on (T,) without important
changes in the oxidative and inflammatory profile, in cardiac structure and hypertrophy
markers. Together our results indicate that  during the establishment of hypertension the
unbalance between Ang II-ECA-AT1 receptor and Ang (1-7)-ECA2-Mas receptor axes with
the predominance of the vasoconstrictor axis in the LV is posterior to changes in plasma
RAS, determining some protection to the heart in the initial hypertensive phase. In addition,
our data showed that aerobic training, by correcting RAS unbalance, reduces oxidative
stress and pro-inflammatory profile, being essential to avoid the deleterious cardiac

remodeling and the progression of arterial pressure increase observed in the sedentary SHR.

Keywords: Renin angiotensin system. Aerobic training. Oxidative stress.

Inflammation. Cardiac remodeling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da hipertensdo arterial

A hipertensao arterial sistémica (HA) € uma sindrome crénica e multifatorial
caracterizada por niveis de presséo arterial elevados e sustentados. Para o
diagnostico da HA considera-se a pressdo arterial sistdlica (PAS) superior a 140
mm/Hg e/ou presséo arterial diastélica (PAD) superior a 90 mm/Hg, os quais devem
ser mensurados por medidas repetidas, em condi¢des ideais e em pelo menos trés
diferentes momentos (1,2). Devido a maior probabilidade de ocorréncia de eventos
cardiovasculares em valores elevados de pressdo arterial, o0 7° JINC em sua nova
classificacdo de hipertensdo arterial introduziu também o termo pré-hipertenséo, e
reestratificou os valores de pressao arterial em outras categorias, conforme a tabela
1 (1). Na publicacdo mais recente do 8° JNC, os valores diagndsticos para

hipertensao arterial permaneceram inalterados (3).

Tabela 1 - Classificacdo da hipertensédo arterial de acordo com o 7°INC

Estagio PA Sistolica PA Diastdlica
Normal <120 <80
Pré-hipertensao 120-139 80-89
Hipertensé&o estagio 1 140-159 90-99
Hipertensdo estagio 2 >160 >100

Estima-se que a incidéncia de hipertensdo arterial no Brasil ultrapassa 30%
da populacédo brasileira, podendo chegar a 50% entre os individuos idosos na faixa
etaria acima de 60 a 69 anos (2,4). Estima-se ainda que 95% dos casos de
hipertensdo compreendem a hipertensdo primaria ou essencial, ou seja, os fatores

desencadeantes do desenvolvimento da hipertensdo ndo sao conhecidos (2).
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Além da alta prevaléncia, a hipertensdo arterial € um significativo fator de
risco associado ao desenvolvimento de inumeras patologias cardiovasculares,

cerebrovasculares, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca entre outras (1-3).
1.2 Fisiopatologia da hipertensdo arterial sistémica

Devido a sua caracteristica multifatorial, a hipertensdo arterial € uma doenca
que apresenta alteracfes em diversos sistemas e mecanismos centrais e periféricos
envolvidos no controle da pressao arterial (5,6). Apesar da alta complexidade na
compreensao da fisiopatologia da hipertensdo arterial diversos conceitos,
fundamentados em evidéncias cientificas, estdo amplamente consolidados na
literatura. Sabe-se que alteragbes do sistema nervoso central ou disfuncao
autondmica contribuem para aumento da atividade nervosa simpatica, reducédo da
atividade nervosa parassimpética, disfuncdo dos mecanismos de controle
representado pelos  barorreceptores, guimiorreceptores e receptores
cardiopulmonares (5,7,8).

Outra caracteristica da hipertensdo arterial € o aumento da resisténcia
periférica, desencadeada pelo préprio aumento da atividade simpatica e também por
alteracOes estruturais que levam ao aumento da razéo parede luz e rarefacao capilar
(9,10). Além disso, observa-se também importante desequilibrio entre fatores
contrateis e vasodilatadores dependentes ou ndo do endotélio. O aumento da
resisténcia periférica observada na hipertenséo arterial tem grande repercusséo
sobre o coracgdo devido a necessidade de maior desenvolvimento de for¢a contratil
para atender a demanda de fluxo sanguineo aos os diferentes tecidos do organismo

(11). A manutencéo crbnica da sobrecarga cardiaca, associada a fatores humorais e

a ativacdo do sistema nervoso central sobre o coragdo contribuem para o
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desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, que pode a longo prazo evoluir para a
insuficiéncia cardiaca (11,12).

Grande parte das alteracbes mencionadas acima apresentam intima
associacdo com o0 sistema renina angiotensina (SRA). Inumeros estudos
demonstram que a hipertenséo arterial encontra-se associada a hiperatividade do
SRA, o qual por aumento da disponibilidade da Ang Il, via receptores AT;, promove
vasoconstricdo, maior atividade nervosa simpatica, remodelamento vascular e
cardiaco, inflamacao além de ser um potente estimulo para o aumento da producao
de espécies reativas de oxigénio (13-15).

1.3 Sistema renina angiotensina e hipertensdo arterial

O SRA é um sistema de grande complexidade envolvido no equilibrio
hidroeletrolitico, reabsorcdo de sodio e controle da pressdo arterial, sendo a
hipertenséo arterial fortemente relacionada a hiperativacao do SRA. Inicialmente o
SRA foi descrito como um sistema humoral circulante cuja principal funcéo
relacionava-se aos efeitos vasoconstritores na vasculatura em resposta a ativacao
dos receptores AT, pela Ang Il. Porém, como pode ser observado na figura 1, ao
longo de anos iniumeros outros componentes do SRA foram descritos contribuindo
significativamente para o aumento da complexidade no entendimento deste sistema.
Sabe-se hoje que o SRA apresenta acoes distintas, além de estar presente em
diferentes 6rgdos como o enceéfalo, coracéo, rins, vasos, etc., onde exerce agdes
independentes do SRA circulante. Nas sec¢0es seguintes, nossa introducdo ira
abordar os aspectos do SRA circulante bem como o SRA local com atengéo especial
ao coracdo. Na sequéncia buscaremos evidéncias acerca da contribuicdo do SRA

no desenvolvimento do remodelamento cardiaco, desequilibrio oxidativo e
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inflamatorio de hipertensos. Por fim abordaremos o papel do exercicio fisico

repetitivo (treinamento aerobio) na terapéutica da hipertenséo arterial.

g =W
I

~ Aogen
Nae

?
Renin " cathepsinB Prorenin
ACE ‘ ACE2
Ang-(1-12) o Angl lvé‘pl Pgp Ang-(1-9)
’P’"‘S‘s ACE ~ ACE, NEP
ACE2 ? Q. @ ACE2
“ ‘ e ) = S
Ang-(1-7) Alamandine Ang A

Figura 1 - Figura ilustrativa dos componentes do sistema renina angiotensina. Retirada de Etelvino et
al, 2014.

1.3.1 Principais componentes do sistema renina angiotensina

No final do século XIX, dois eminentes cientistas deram o passo inicial para
a compreensao de um importante sistema envolvido no controle da pressao arterial
(PA) (16). Foi através dos experimentos realizados pelo fisiologista finlandés
Tigerstedt juntamente com seu aluno Bergman em 1898, que se iniciou a historia do
SRA. Em uma série de elegantes experimentos observaram que extratos obtidos a
partir do cortex de rins de coelhos, quando injetado em coelhos receptores através
da veia jugular, desencadeava aumento na PA. Devido a origem renal destes

extratos, eles entdo o denominaram de renina (16,17).
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Por volta de 1940, dois grupos trabalhando de maneira independente
descreveram que a renina nao possuia efeito pressor direto, mas funcionava como
uma enzima para um substrato até entdo desconhecido, mais tarde denominado de
angiotensinogénio (Aogen), o componente inicial da cascata do SRA, o qual apos
uma série de reacfes enzimaticas tinha como produto uma substancia
vasoconstritora posteriormente denominada angiotensina Il (Ang II) (18,19).

A partir destas descobertas renovou-se o0 interesse pelo estudo do SRA, o
gue contribuiu significativamente para ampliar o conhecimento deste sistema. Assim
0 SRA foi descrito originalmente como um sistema hormonal circulante de grande
importancia para a manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico e da PA dentro dos
limites da normalidade, sendo a Ang Il o principal componente biologicamente ativo,
através de suas acGes mediadas por receptores AT; (18,19). De acordo com a visédo
classica, o SRA tem como precursor inicial o Aogen, uma alfa 2 globulina sem
atividade biolégica conhecida, que no entanto é imprescindivel para a geracao dos
peptideos biologicamente ativos do SRA. O Aogen é sintetizado principalmente no
figado, sob a acédo de diferentes horménios, como os glicocorticoides, o hormdnio
tireoidiano e a propria Ang I, sendo liberado para a circulacdo onde é encontrado
em altas concentracdes (20).

Na circulacdo, o Aogen € entdo clivado pela renina, uma enzima proteolitica,
produzida pelas células justaglomerulares através de uma seérie de reacbes
enzimaticas. O produto translacional formado a partir do RNAmM é a pré-pro-renina,
um composto com uma sequéncia de 406 aminoacidos. No interior do reticulo
endoplasmatico rugoso a sequéncia pré de 23 aminoéacidos é clivada, dando origem
a pro-renina. Em seguida nos granulos secretérios do complexo de Golgi a proé-

renina resultante é convertida em renina através da clivagem do pro-segmento N-
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terminal de 43 aminoéacidos (21). A renina € armazenada em granulos secretérios do
aparelho justaglomerular de onde é liberada para a circulacdo. Trés sdo os
estimulos responsaveis pela liberacdo de renina: hipoperfusdo da arteriola aferente
renal, estimulacdo simpatica e reducdo da carga filtrada de sédio que alcanca as
células da macula densa. Uma vez liberada na circulacdo a renina promove a
clivagem do segmento N-terminal do Aogen. Essa interacdo entre renina e Aogen
resulta na formacdo da Angiotensina | (Ang [), um decapeptideo formado pela
seguinte sequéncia de aminoacidos: Aspl-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8-
His9-LeulO (22). A prOxima etapa enzimatica desta cascata € catalisada pela
enzima conversora de angiotensina (ECA). A ECA promove a remocdo do
dipeptideo (His9-Leul0O), dando origem a Ang Il, o octapeptideo Aspl-Arg2-Val3-
Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8 (23,24).

Nos ultimos anos grande importancia também tem sido dada a Angiotensina
(2-7) (Ang (1-7)), outro peptideo do SRA com atividade biolégica, e que antagoniza
as acOes desencadeadas pela Ang Il por meio das acdes mediadas pelo receptor
Mas (25). A Ang (1-7) € um heptapeptideo (Aspl-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7),
que pode ser formado por pelo menos trés diferentes vias enzimaticas: 1.
diretamente a partir da Ang Il, por acdo da enzima conversora de angiotensina 2
(ECA 2) um homologo da ECA recentemente descrito (26), ou, por acdo das
prolilendopeptidades (PEP) e prolilcarboxipeptidase (PCP) (27); 2. A ECA 2, é
também capaz de converter a Ang | em Ang (1-9), a qual é posteriormente
convertida em Ang (1-7) por acdo da ECA ou da endopeptidase neutra (NEP); 3.
uma terceira via envolve a acédo das endopeptidades teciduais PEP e NEP as quais
transformam a Ang | diretamente em Ang (1-7). A Ang (1-7) tem suas acoes

bioldgicas mediadas pelo receptor Mas, recentemente identificados (25).
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1.3.2 Receptores do sistema renina angiotensina

As angiotensinas exercem suas ac¢des bioldgicas através da ativacdo de seus
respectivos receptores. As acdes da Ang Il sdo mediadas pelos receptores AT; e
AT, (28) ao passo que os receptores Mas medeiam as ac¢oes da Ang (1-7) (25).

Os receptores AT, e AT, para Ang Il foram clonados e farmacologicamente
caracterizados no inicio dos anos 90, sendo ambos pertencentes ao grupo de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (29—-32). Os receptores AT, apresentam
7 dominios transmembrana acoplados a proteinas G, sdo 0s principais responsaveis
pelos efeitos cardiovasculares da Ang Il e altamente expressos em diversos 0rgaos
durante toda a vida. Por outro lado, os receptores AT, sdo abundantemente
expressos em tecidos fetal, sendo sua expressao muito baixa em tecidos dos
individuos adultos. Ligando-se ao receptor AT; a Ang Il promove a ativacdo da
proteina G, a qual ir4 ativar a fosfolipase-C, que por sua vez, cliva o fosfolipidio de
membrana, fosfatidilinositol, dando origem ao IP3 e ao DAG. O IP3 atua sobre
receptores de IP3 localizados no reticulo endoplasmatico promovendo a ativacdo de
canais de Ca®" de modo a permitir um aumento na concentracdo intracelular de
Ca?*, essencial para a contracdo do musculo liso vascular. Por sua vez o DAG ativa
a PKC, a qual promove ativacdo da bomba de Na*-H*, também contribuindo para o
aumento do Ca*" livre intracelular (15,33,34)

Originalmente, o receptor Mas foi descrito como um receptor orfao, acoplado
a proteina G, com 7 dominios transmembrana e agéo de proto-oncogenes (35). No
entanto, estudos subsequentes indicavam o receptor Mas como um possivel
receptor angiotensinérgico (36). Apesar destes indicios, o ligante para o receptor

Mas permaneceu desconhecido por varios anos e somente em 2003 identificou-se a
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Ang (1-7) como o ligante especifico dos receptores Mas, confirmando seu

envolvimento com o SRA (Santos et al, 2003).
1.3.3 Agoes do SRA circulante

Seguindo as evidéncias dos estudos pioneiros de TIGERSTEDT e
BERGMAN (1898) (16), prop0s-se inicialmente que o SRA era um sistema circulante
hormonal fundamental ao controle da PA. De acordo com esta visdo e devido ao
desconhecimento de outros componentes do SRA a Ang Il era considerada o Unico
peptideo biologicamente ativo do SRA, o qual agindo sobre receptores AT;
localizados na musculatura lisa vascular promovia aumento na concentracédo de Ca?*
intracelular desencadeando a contracdo da musculatura lisa vascular com
consequente aumento da resisténcia vascular periférica e da PA (15,34).

As acOes vasoconstritoras da Ang Il sdo notadamente percebidas quando ha
alteracdo da volemia, um potente estimulo para ativacdo do SRA. Em resposta a
reducdo na pressao de perfusdo renal, ao reduzido conteido de NaCl que alcanca
as células da macula densa bem como ao aumento da atividade nervosa simpatica
renal h4 a sintese e liberacdo de renina pelas células do aparelho justaglomerular,
passo inicial na cascata de formagé&o da Ang Il (37-39).

As acles vasoativas da Ang Il tém sido também investigadas através do
bloqueio farmacoldgico de seu receptor. Utilizando-se antagonistas do receptor AT,
observou-se reducdo significativa da PA (40). Embora a Ang Il seja conhecida
principalmente em razdo de sua acao vasoconstritora por meio do receptor ATy,
sabe-se também que ao ligar-se aos receptores AT, a Ang Il apresenta acdes
contrarias ao receptor AT; sendo capaz de promover vasodilatacao (15,34,40).

Nos ultimos anos varios outros peptideos angiotensinérgicos com atividade

biologica tém sido descritos. Nesta linha, destaca-se a Ang (1-7), peptideo
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biologicamente ativo do SRA que tem sido alvo de grande interesse por inGmeros
grupos de pesquisa, em razao principalmente de suas acbes antagonizarem as
acOes da Ang Il (41). Demonstrou-se, por exemplo, que a Ang (1-7) promove o0
relaxamento em varios leitos vasculares, incluindo as artérias coronarias e cerebrais
médias de cées, a vasculatura sistémica de felinos, a arteriola aferente renal de
coelhos, os anéis aodrticos de ratos e 0s microvasos mesentéricos de ratos
normotensos e hipertensos (42—-44). Muitas das a¢6es mediadas pela Ang (1-7) sdo
atribuidas ao aumento da producédo de 6xido nitrico (NO), ao ‘crosstalk’ entre Ang (1-
7) e receptores B2 de bradicinina e receptores AT,, e a ativacdo de prostandides
vasodilatadores. Demonstrou-se, por exemplo, que a Ang (1-7) promove o0 aumento
do NO ao estimular a NO sintase, enzima-chave para o processo de geracdo de NO.
A importancia da bradicinina na vasodilatacdo a Ang (1-7) foi comprovada pelo
bloqueio de seu efeito pelo HOE, um antagonista do receptor B2 (45). Outra via de
acdo da Ang (1-7) é através da estimulacdo da sintese de PGl,, um prostanéide
vasodilatador, o qual também participa das a¢Bes anti-proliferativas da Ang (1-7) nas
células musculares lisas (46). Vale também destacar que o0 processo direto de
formacdo de Ang (1-7) a partir da Ang Il pela acdo da ECA 2, tem como importante
consequéncia a degradacado da Ang Il, de forma que além dos efeitos diretos da Ang
(1-7) em potencializar a vasodilatacdo, também promove indiretamente reducdo da
concentragéo e dos efeitos de Ang Il (47)
1.3.4 Sistema renina angiotensina tecidual

Observacgbes acumuladas ao longo das ultimas duas décadas e possibilitadas
pelo desenvolvimento de métodos bioquimicos aliados a técnicas modernas de
biologia celular e molecular, evidenciaram a existéncia de SRA completo e

operacional em diferentes tecidos como o0 coracdo, 0s rins, o leito vascular e o
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encéfalo, o que veio renovar o interesse pelo estudo do SRA (13,47,48). A
proposicdo da existéncia do SRA tecidual baseia-se principalmente na presenca de
RNAmM bem como na expressdo proteica dos componentes do SRA nos diferentes
orgaos. Desta maneira, a visdo contemporanea descreve 0 SRA como um
complexo sistema hormonal e tecidual, que desempenha papel fundamental na
manutencdo de eventos locais relacionados ao controle estrutural e funcional nos
diferentes orgaos, além da manutencdo da PA e do equilibrio hidroeletrolitico
(39,49).

Uma vez que Aogen € o unico precursor conhecido do SRA, a confirmacéo da
presenca tecidual do SRA independente do circulante tem como requerimento
obrigatorio a sintese local de Aogen, condi¢do esta que foi confirmada pela presenca
de RNAm em 17 diferentes tecidos provenientes de ratos (50). Contemplado essa
obrigatoriedade da presenca do Aogen, evidéncias da presenca de outros
componentes do SRA corroboram a existéncia do SRA tecidual (13,51).

No coracdo, a producéo local de Aogen foi identificada em todos os seus
constituintes, sendo também confirmada em cultura de cardiomidcitos e fibroblastos
(52). Embora a presenca de renina no coracdo tenha sido observada em alguns
estudos, sua origem tem sido questionada por alguns pesquisadores (53,54).
Especula-se que a renina encontrada no coracao tenha origem circulatéria, a qual
seria captada atraves de receptores pro-renina ou outras proteinas de ligacdo para a
renina (55). Apesar desta controvérsia em relacdo a origem da renina cardiaca, ha
condi¢cbes para a producao local de Ang I, que é clivada pela ECA, presente em
fibroblastos cardiacos e em células endoteliais das coronarias, dando origem a Ang
Il (56). Além desta via classica de formacdo da Ang Il, o coracdo também expressa

uma segunda enzima, a quimase, que € capaz de clivar Ang | em Ang Il em
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substituicdo as acbes da ECA (57). Por sua vez os receptores AT; e AT, que
medeiam as acdes da Ang Il também estdo presentes no coracdo (58,59). A
presenca do homélogo da ECA, a ECA2 é outro componente do SRA também
encontrado no coracao, indicando a possibilidade de producéo local de Ang (1-7)
(26).

Embora o foco de nosso trabalho seja o SRA cardiaco e o circulante, a
compreensao da dinamica e peculiaridades do SRA em outros 6rgaos € importante
para o entendimento integrado das diversas acdes do organismo que contribuem
para a manutencdo da PA bem como da homeostase do organismo. Assim em
sequéncia apresentaremos algumas evidéncias que confirmam a presenca do SRA
em outros 6rgdos bem como algumas particularidades de cada tecido. Componentes
do SRA também s&o encontrados no territério vascular. Recentemente
demonstramos em hipertensos e normotensos a presenca de Ang Il e Ang (1-7) em
diferentes artérias (aorta toracica, renal, femoral e carétida), sendo concentracédo de
ambas proporcionalmente maior nos hipertensos e cerca de 30 vezes mais elevada
na artéria renal em relacdo as demais artérias (60). Observamos também elevada
expressao proteica de Aogen nas artéria renal quando comparada a femoral (60).
Tanto a expressdao do RNAmM do Aogen como sua expressao proteica ja haviam sido
previamente relatadas no endotélio e masculo liso vascular (61,62). Também a ECA
encontra-se presente em altas concentragcdes na adventicia e em cultura de células
musculares lisas e endoteliais (62—64). Em relacdo a producéo local de renina os
estudos sdo ainda controversos; fato conhecido é a presenca de receptores pro-
renina nas células musculares lisas, as quais intermedeiam a captacéo de renina a
partir da circulacdo. A presenca destes componentes permite a producao local de

Ang I, a qual atua preferencialmente em receptores AT, (61,65). A presenca de Ang
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(1-7) bem como do receptor Mas também ja foram demonstrados no leito vascular,
onde facilita a funcdo endotelial e reduz a PA por aumentar os niveis de NO e
diminuir a producéo de espécies reativas de oxigénio (66—69).

Embora o rim seja essencial na producdo da renina circulante que é
secretada a partir das células justaglomerulares para o intersticio renal e para a
circulacao, evidencias sugerem a expressao renal de outros componentes do SRA
(51). RNAm de renina foi também encontrado em células do tabulo proximal MOE et
al., (1993), local em que foi identificada a producdo de Aogen (70-72). A ECA esta
presente ndo s6 nas células endoteliais da vasculatura, mas também na membrana
basolateral do tubulo proximal (73). Receptores AT: e AT, encontram-se
amplamente distribuidos por todo o rim (membrana luminal e basolateral dos tubulos
renais, células mesangiais, fibroblastos, células musculares lisas dos vasos renais
(58,74). Nos rins também se observou a presenca e a funcionalidade do eixo ECA 2
- Ang (1-7) - receptor Mas, uma vez que camundongos knockout para receptor Mas
exibiam hiperfiltracdo e microalbuminuria (75) e camundongos knockout para ECA 2
desenvolviam glomerulosclerose, albuminuria e acelerada nefropatia diabética (76—
78). Observou-se ainda que a reducéo local de Ang Il e o paralelo aumento da Ang
(1-7) (efeito atribuido & ECA 2) favorecia a hemodinamica renal (43).

No sistema nervoso central trabalhos de nosso laboratério tém indicado a
expressdo e funcionalidade do SRA local ndo s6 em animais normotensos, mas
principalmente em individuos hipertensos. Observou-se em 2 modelos de
hipertensdo (SHR e ratos submetidos a coarctacdo da aorta abdominal) aumento
significativo da expressdo de RNAmM de Aogen e AT; nos nucleos do trato solitario
(NTS), dorso-motor da vago, bulbo rostroventrolateral e paraventricular do

hipotalamo, areas sabidamente envolvidas com o controle autondmico da circulagéo
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(79,80). Expressdao aumentada de Aogen e AT; encontravam-se associadas ao
aumento da PA, sendo acompanhados de disfuncbes do sistema cardiovascular
como reducao do ganho do nervo depressor aodrtico, déficit da integracéao a nivel do
NTS, desequilibrio simpato-vagal ao coracéo, prejuizo do reflexo barorreceptor e
hipertonia simpatica periférica (81-83). Interessante foi a observacdo de que a
hiperatividade do SRA cerebral foi significativamente reduzida (79,80), assim como
os déficits do controle cardiovascular foram corrigidos (parcial ou totalmente) pelo
bloqueio crénico dos receptores AT; com losartan (81,83) ou treinamento aerdbio de
baixa intensidade (79).

Atualmente ndo ha duvidas da existéncia do SRA nos diferentes tecidos e de
sua importante contribuicdo na manutencdo da homeostase do organismo. Deste
modo, a visdo contemporanea do SRA o descreve como um sistema hormonal e
tecidual, que atua principalmente por meio da acao conjugada de dois eixos (47,84).
O primeiro eixo é formado pela classica via envolvendo ECA—AnNg ll-receptor ATy, 0
segundo eixo compreendendo a ECA 2-Ang (1-7)-receptor Mas. Muitas das acoes
mediadas pelo eixo ECA—-Ang ll-receptor AT, estdo amplamente consolidadas na
literatura e sabe-se que elas se relacionam com efeitos vasoconstritores,
proliferativos, migracao celular; por outro lado o eixo ECA 2—Ang (1-7)-receptor Mas
promove efeitos vasodilatadores e antiproliferativos, resultando em uma contra-
regulacdo do SRA (47,84). O equilibrio entre as acbOes destes dois eixos é de
extrema importancia para a manutencéo das diversas acgoes fisiologicas do SRA que
contribuem para a manutencdo da homeostase de organismo. No entanto, a
hiperatividade do SRA, associado ao desequilibrio entre os eixos com predominio do

eixo ECA-ANg ll-receptor AT, contribui significativamente para o desenvolvimento e
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manutencao de doencas cardiovasculares, como por exemplo, a hipertensao arterial
(27,49,84).
1.3.5 Envolvimento do SRA no desenvolvimento e manutengdo da HA

A hiperatividade do SRA, em especial do eixo ECA-ANng ll-receptor ATy,
encontra-se intimamente relacionada a hipertensédo por a¢fes desencadeadas em
diversos 6rgdos e sistemas, levando a complicagdes cardiovasculares tanto em
humanos como em diferentes modelos de hipertensédo experimental (85). Nos vasos
0 aumento da expressdo de Ang Il encontra-se relacionado a hipertrofia/hiperplasia
da musculatura lisa e ao remodelamento vascular, determinando maior razéo
parede/luz, o que aumenta a resisténcia local ao fluxo sanguineo, contribuindo para
a génese/manutencdo da hipertensdo (86). No coracdo, a hiperatividade da Ang I
esta intimamente relacionada ao remodelamento cardiaco, acompanhado de
respostas hipertréficas e fibréticas, o que pode conduzir a disfuncdo cardiaca
(87,88). Nos rins, o aumento nos niveis de Ang Il promove aumento da retencao de
sédio (e consequentemente da PA), além de prejuizos funcionais e estruturais (89).
Além disto, a importancia do SRA renal na hipertensao é ressaltada pelo fato de que
uma das isoformas da ECA - a de 90 kD, presente apenas em individuos
hipertensos, foi identificada como um dos marcadores genéticos de hipertensao (90—
93). Também no tecido cerebral a maior disponibilidade de Ang Il (observada em
individuos hipertensos e portadores de insuficiéncia cardiaca) encontra-se
correlacionada a hipertonia simpética e aos efeitos deletérios dela advindos (94,95).

A comprovacao de que parte dos efeitos deletérios da hipertenséo sobre os
vasos, coracao, rins e cérebro sdo devidos a hiperatividade do SRA veio através de
observacbes em que o bloqueio dos efeitos da Ang Il (inibidores da ECA,

bloqueadores receptores AT;) era efetivo em corrigir parcialmente a hipertrofia
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vascular, em reduzir o remodelamento cardiaco (96) e a disfuncédo renal (97-99) e
em diminuir a expressao de Aogen e AT; em areas cerebrais de controle autonémico
simultaneamente a reducdo do tonus simpatico ao coracdo e vasos (80,81).
Interessante foi a observacdo de que no modelo de hipertensdo por coarctacao da
aorta abdominal (em que a elevacdo da PA é mantida por um fator mecéanico) a
correcdo das disfuncdes cardiovasculares, apds o bloqueio cronico dos receptores
AT,, era independente da alteracdo da PA, uma vez que ela era mantida elevada
nos ratos coarctados tratados com losartan (80,83).

Em conjunto estas observacfes comprovam a hiperatividade do SRA na
hipertenséo e sugerem a importancia da reducdo de sua atividade no controle da PA
e na reducao dos déficits funcionais. Neste contexto, a busca por medidas capazes
de reduzir a atividade do SRA é de fundamental importancia para reverter/minorar
muito dos efeitos deletérios da hipertensado, contribuindo assim para a melhora da

qualidade de vida e para a reducao da morbi-mortalidade.

1.3.6 Remodelamento cardiaco: Relacdo entre SRA, estresse oxidativo e
inflamagado

O remodelamento cardiaco € um processo complexo que pode ser tanto
fisiolégico como patolégico. Geralmente a hipertrofia fisiologica € observada em
resposta a pratica regular de exercicio fisico ou gravidez. Caracteriza-se pelo
crescimento uniforme do septo e ventriculo esquerdo, e a nivel celular observa-se a
adicdo de sarcomeros em série 0 que resulta no aumento da camara do VE, ou seja
a hipertrofia excéntrica. Por outro lado, a hipertrofia patolégica ou concéntrica,

geralmente decorrente de sobrecarga pressorica, apresenta a adicdo de sarcomeros

em paralelo culminando na redugéo do tamanho da camara cardiaca (12,100).
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Existe uma ténue linha que distingue o remodelamento cardiaco compensado
do patolégico a qual é influenciada por uma série de mecanismos celulares e
moleculares que resultam em apoptose, necrose e hipertrofia dos cardiomiécitos
bem como alteracdo da matriz extracelular e desequilibrio entre a sintese e
degradacéao de colageno, as quais podem ao final ter consequéncias fatais (12,101).

Embora a hiperatividade do SRA tenha grande influéncia no desenvolvimento
do remodelamento cardiaco, cabe aqui ressaltar que em condic¢des fisioldgicas o
SRA auxilia na manutencédo da funcéo cardiaca. Ao se ligar aos receptores AT1, a
Ang Il tem potente efeito inotropico positivo, mediado por seu papel no controle do
transiente de Ca2+ durante o processo de contracdo cardiaca bem como na
condutancia elétrica nos cardiomidcitos (102,103). Este efeito € ainda potencializado
pela facilitacdo da liberacdo de noradrenalina pelos terminais nervosos simpaticos
gue também apresentam expressao de receptores AT, (104)(105).

Apesar de o aumento da sobrecarga cardiaca decorrente do aumento da
resisténcia vascular periférica ser um dos mecanismos envolvidos ho
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca hipertensao arterial, o SRA influencia
significativamente este processo (105). Além disso, muitas das a¢des do SRA no
remodelamento cardiaco sdo devidas ao aumento do estresse oxidativo e
inflamacéo desencadeadas pela Ang Il (106).

Varios estudos suportam a constatacdo de que a elevacgao cronica de Ang Il
tem grande repercussao sobre as células miocardicas, estimulando o crescimento
dos cardiomiocitos, o acumulo de matriz extracelular e a hipertrofia. A Ang Il ao ligar-
se aos receptores AT; promove seu acoplamento ao complexo de proteinas G,
resultando na ativacéo de vias intracelulares, no aumento de processos proliferativos

e inflamatoérios, na sintese de coladgeno e no aumento do estresse oxidativo (107).
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Apesar da complexidade no estudo das vias de transducéo de sinais, experimentos
em modelos animais ja demonstram que algumas das acfes da Ang Il via receptor
AT1 sdo decorrentes da ativacdo das vias das proteinas quinase ativadas por
mitégenos (MAPK), tirosina quinases, PI3k/AKT, PKC, PKD e alguns receptores
tirosina quinases (12,100,108). A ativacdo destas vias de sinalizacao intracelular tem
como resultado a fosforilagdo de multiplos alvos intracelulares, como os fatores de
transcricdo (NFKB, NFAT, STAT, GATA 4, CREB) que sdo capazes de alterar a
expressao de inUmeros genes regulatérios dos constituintes cardiacos (12,100,108).

Analises histologicas confirmam que a infusdo de Ang Il cronicamente por 14
dias € capaz de aumentar significativamente a expressdo génica e proteica de
coladgeno I, colageno lll, CTGF e TGF- em camundongos wild-type (109). Aumento
na deposicdo de coladgeno €& também observado no modelo de hipertenséo
espontanea (SHR) quando comparados aos WKY, seus controles normotensos
(110). Além disso, a producdo de metaloproteinases, enzimas envolvidas na
degradacdo de colageno é modulada pela Ang Il (111). Outros marcadores do
remodelamento cardiaco séo as alteracdes significativas na expressao dos genes a-
MHC, B-MHC, a-actina, BNP e ANP, observadas tanto no modelo SHR como em
resposta a infusdo de Ang 1l (12,110,112,113). A hipertrofia cardiaca nestes modelos
experimentais € confirmada pelo aumento da razdo ventriculo esquerdo pelo
comprimento da tibia e/ou peso corporal e pelo aumento do diametro dos
cardiomidcitos (12,110).

Apesar da Ang Il ativar diretamente as vias envolvidas na hipertrofia cardiaca
muito dos seus efeitos sdo mediados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs). O
efeito pro oxidativo da Ang Il se da principalmente através da ativacdo do sistema

NADH/NADPH, que tem como consequéncia aumento da producdo de espécies
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reativas de oxigénio como o anion superoxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H.05)
e o radical hidroxila (OH") (114). De fato, a atividade da NAPDH e a producéo de
EROs encontram-se elevadas em ratos SHR bem como em modelos de hipertensao
por infusdo de Ang Il (115-117). Assim como Ang Il, as EROs sédo importantes
moléculas sinalizadoras capazes também de ativar as vias das MAPK, de fatores de
transcricdo como o NF-kB, NFAT e assim alterar o padrdo de expressédo de genes
relacionados a estrutura cardiaca entre outros (118).

Outra condicdo observada na hipertensdo arterial € o elevado perfil
inflamatorio, associado ao aumento tanto circulante como tecidual de citocinas pro-
inflamatorias (119,120). Inflamacgéo de baixo grau de fato caracteriza a hipertensao
espontanea, uma vez que SHR apresentam aumento das citocinas pro-inflamatorias
(IL1-B, IL6 e TNF a) circulantes e teciduais (121). Aumento da inflamacéo € também
observado no coracdo dos SHR, como confirmado pela elevada expressdo de
citocinas pro-inflamatérias IL1p e TNFa , as quais sdo acompanhadas por aumento
da fosforilacdo do NF-kB (122). O aumento de citocinas pro-inflamatorias € também
atribuido as acbes da Ang Il; além disso, a presenca de hipertrofia cardiaca
associada a estes fatores sugere o envolvimento da inflamacdo no remodelamento
deletério do coracdo induzido pela Ang Il (123,124)

Por outro lado, o eixo ECA2-Ang (1-7)-receptor Mas confere protecdo ao
coracao prevenindo o estresse oxidativo, inflamacdo e o remodelamento cardiaco
descompensado (125). Parte dos efeitos cardioprotetores deste eixo tem sido
atribuido a formacao de Ang (1-7) por acao da ECA 2, que tem como consequéncia
a degradacéo e a reducao da biodisponibilidade da Ang Il (126,127). Além disso, a
auséncia de hipertrofia de cardiomiocitos e de fibrose em ratos tratados com Ang (1-

7) durante infusdo crbnica de Ang Il suportam o efeito direto da Ang (1-7) na
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protecdo cardiaca (128). Adicionalmente, a funcao cardiaca de ratos, submetidos ao
infarto do miocardio associado a infusdo de Ang (1-7) durante 8 semanas iniciada 2
semanas apos o infarto, encontra-se preservada (129). Os efeitos da Ang (1-7) séo
também observados em experimentos in vitro onde a hipertrofia de cardiomidcitos
em resposta a endotelina foi bloqueada pela presenca de Ang (1-7) (130). A
presenca dos receptores Mas demonstra ser crucial na prevencdo da deposicao de
colageno e fibronectina uma vez que estes componentes encontram-se aumentados
em camundongos deficientes para o receptor Mas (131). Embora os mecanismos
de acdo da Ang (1-7) ndo estejam completamente elucidados, atribui-se a Ang (1-7)
acOes anti-inflamatérias uma vez que a hiperexpressao de Ang (1-7) no coracdo de
ratos submetidos a infarto do miocardio foi acompanhado de baixos niveis das
citocinas pré-inflamatérias IL-6, TNFa e aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10
(132). O efeito protetor da Ang (1-7) € também atribuido a sua acao inibitoria das
vias de sinalizacdo das MAPK (ERK 1/2, P38 MAPK, JNK), JAK/STAT e PKC (133-
135). Além disso, a Ang (1-7) confere ao coracao protecdo antioxidante por reduz a
producdo de EROs (133,136,137). Assim, a Ang (1-7), atuando de maneira contra-
regulatoria a Ang Il, previne o remodelamento cardiaco descompensando reduzindo
a hipertrofia dos cardiomiécitos, a deposi¢éo de colageno e a fibrose (125,136,138).

1.3.7 Utilizagdo do treinamento aerdébio no tratamento da hipertensdo

arterial: envolvimento do SRA.

A hipertensdo é uma doenca que exige tratamento continuo, incluindo
abordagens farmacolégicas e ndo farmacolégicas, que ndo sao exclusivas. O
tratamento medicamentoso envolve a utilizacdo de diuréticos, vasodilatadores,
atenuadores do sistema simpatico, blogueadores de canais de célcio e os inibidores

do SRA, como os inibidores da prépria renina e da ECA, além de bloqueadores dos
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receptores de Ang Il (1,13). Por outro lado abordagens n&o farmacoldgicas
envolvem mudancgas no estilo de vida dentre as quais destaca-se a pratica regular
de exercicio fisico aerobio de baixa a moderada intensidade (139).

Andlises de correlacdo entre atividade fisica diaria e risco de
comprometimento cardiovascular na hipertensdo arterial demonstraram que,
independente de género, quanto mais treinado o individuo menor € o risco de
apresentar hipertenséao arterial e suas complicacées (140). De fato, o treinamento
aerobio de baixa a moderada intensidade tem sido amplamente indicado como
importante terapia coadjuvante no tratamento da hipertensdo arterial e outras
doencas cardiovasculares (139). Embora ndo se conhegcam precisamente 0S
mecanismos que modulam os efeitos benéficos do treinamento em hipertensos,
diversos trabalhos tém demonstrado sua potencialidade na reducdo dos niveis de
PA no homem (1,139) e em diferentes modelos de hipertensdo, como os ratos SHR
(considerados o melhor modelo de hipertensdo primaria do homem), além de
reverter/minorar muitos dos déficits cardiovasculares induzidos pela hipertensao
(9,10,60,141-145).

Trabalhos de nosso laboratério tém demonstrado que o treinamento aerébio é
uma conduta eficaz para reduzir a expressao/atividade do eixo ECA—-Ang llI-receptor
AT;. Submetendo ratos SHR e WKY a um protocolo de treinamento aerébio de baixa
intensidade durante um periodo de 12 semanas, Felix e Michelini (2007) (79) e
Chaar et al (2015) (94) observaram bradicardia de repouso, reducdo da PA e de sua
variabilidade e aumento da variabilidade da FC (vs. respectivos controles
sedentarios) que foram nos SHR treinados acompanhados de completa
normalizacdo da expressdo génica/proteica do Aogen em areas autondmicas de

controle cardiovascular. Importante foi a observagcao de que a reducdo do conteudo
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de Aogen nas areas pré-autonémicas dos SHR treinados correlacionava-se com a
reducdo do simpatico vasomotor, com a reducdo do balanco simpato-vagal ao
coracao e com a queda parcial da PA observadas apoés treinamento (79,94).

Em trabalho recente analisamos os efeitos sequenciais do treinamento
aerobio de baixa intensidade sobre o conteudo de angiotensinas [Ang |, Ang Il e Ang
(1-7)] em artérias renais, caroétidas, femorais e toracicas de ratos SHR e WKY (60).
No inicio dos protocolos (semana 0) o contetido de Ang Il dos SHR vs WKY era mais
elevado nas artérias renais, femorais e cardtidas, mas semelhante na aorta toracica;
ja o contetdo de Ang (1-7) era inferior nas renais e femorais dos SHR vs WKY e
semelhante nas carotidas e aorta toracica. Desta forma, a razdo Ang llI/Ang (1-7)
mostrava-se mais elevada nas artérias renais, femorais e carétidas indicando o
predominio do eixo ECA-Angll-receptor AT, nas artérias musculares de hipertensos
em detrimento ao eixo ECA2-Ang (1-7)-receptor Mas (60). Estes dados mostrando
grande variacdo no conteudo endoégeno de Ang Il e Ang (1-7) entre os diferentes
segmentos arteriais confirmam observacdes anteriores da grande importancia do
eixo vasoconstritor no tecido renal (146,147). De grande interesse foi a observacéao
de que o treinamento aerdbio promoveu, ja ao término da 1% semana, reducao
significativa do SRA vascular de hipertensos: o conteudo de Ang Il mostrava-se
reduzido nas renais, carétidas, femorais (e mesmo na aorta toracica), com quedas
adicionais nas semanas subsequentes em alguns segmentos. Também o contetdo
de Ang (1-7) dos SHR treinados foi reduzido a partir da 12 semana, confirmando
nossas observacgdes anteriores sobre o efeito primordial do treinamento em reduzir a
disponibilidade do Aogen, o precursor da sintese de todas as angiotensinas(79,94).
A analise da razdo Angll/Ang(1-7) indicou que o treinamento reduziu similarmente o

conteudo de Ang Il e Ang (1-7) nas femorais, caroétidas e aorta dos SHR, sem alterar
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o balanco, mas nas artérias renais houve queda mais acentuada do contetudo de
Ang Il, com reducdo significativa da razdo Angll/Ang(1-7), indicando que neste
tecido o treinamento alterou o0 balanco entre o0s eixos, favorecendo
proporcionalmente mais a atividade do eixo ECA 2-Ang (1-7)-receptor Mas. Este
efeito diferencial do treinamento antecedia a queda parcial da PA, indicando que a
reducdo da vasoconstricdo renal nos SHR treinados favorecia a perfuséo renal e a
queda da PA (60). O treinamento também foi eficaz em reduzir o contetdo de Ang Il
e Ang (1-7) nos WKY, mas mais tardiamente e sem alterar em nenhum dos
segmentos vasculares o balanco entre Ang II/Ang (1-7) e os niveis pressoricos. A
reducado da razdo Ang Il/Ang (1-7) nas renais de SHR e a subsequente queda da PA
apenas neste grupo sugeria uma possivel relacdo causa-efeito, ou seja, que a
reducdo da atividade do SRA vascular contribuia (ao lado de outros efeitos) para a
reducdo da PA subsequente ao treinamento.

Pelo exposto depreende-se que o treinamento aerébio de baixa intensidade é
um importante modulador da expressdo/atividade do SRA vascular. E bastante
provavel que o treinamento também module a expressao/atividade do SRA em
outros territorios, como por exemplo, o coragdo, 0s rins e 0 proprio SRA plasmatico
(49). Apesar de alguns estudos na literatura ja terem demonstrado efeitos benéficos
do treinamento sobre o SRA circulante e cardiaco (148,149), lacunas no
conhecimento existem e muitos pontos precisam ser melhor esclarecidos. Gomes
Filho et al (2008) e Zamo et al (2011) (148,149) demonstraram que SHR submetidos
a treinamento de natacdo por 8 semanas apresentavam aumento nos niveis de Ang
(1-7) e de receptores Mas no ventriculo esquerdo, reducdo nos niveis de Ang Il
circulante e queda da PA sem alteracdo da hipertrofia cardiaca. No entanto,

desconhecem-se 0os mecanismos intracelulares que condicionam estas respostas. E
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nossa hipotese de trabalho que o treinamento possa alterar o balanco entre os eixos
vasoconstritor e vasodilatador do SRA no plasma e coracdo dos SHR e desta forma
alterar a sinalizacdo intracelular no midécito cardiaco modificando a atividade da
NADPH oxidase, a producdo de EROS, a ativacdo de fatores de transcricdo e a
expressao génica e a sintese proteica de diversos genes envolvidos na geragcédo do
perfil inflamatoério e oxidativo assim como no remodelamento cardiaco. A proposta
do presente trabalho € justificada pela grande potencialidade do treinamento aerébio
em modular positivamente as acfes do SRA, promovendo relevantes ajustes que
determinam a queda parcial da PA e a prevencdo de lesdo em 0Orgaos alvos nos
hipertensos assim como a melhora da funcéo cardiaca contribuindo para a reverséo

dos efeitos deletérios da hipertenséo.
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2 OBJETIVOS

Neste projeto avaliamos a sequéncia temporal das respostas cardiovasculares
simultaneamente a sequéncia temporal de alterac6es dos diferentes componentes
do SRA plasmético e cardiaco de SHR e WKY submetidos ao treinamento aerdbio
de baixa a moderada intensidade ou mantidos sedentérios. Avaliamos também as
repercussdes das alteracdes do SRA plasmatico e tecidual sobre o perfil inflamatorio
e 0 estresse oxidativo e sobre os mecanismos que influenciam o processo de
remodelamento cardiaco. S&o nossos objetivos especificos:

A — Avaliar os efeitos sequenciais (semanas 0, 1, 2, 4 e 8) do treinamento aerdbio e
sedentarismo sobre os valores basais de PAM e FC,;

B — Quantificar, nos mesmos tempos experimentais, através da Cromatografia
Liguida de Alta Performance (HPLC), o contetudo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7)
no coragao e plasma;

C - Avaliar no ventriculo esquerdo de SHR e WKY sedentarios e treinados a
expressao proteica dos receptores AT, AT, e Mas;

D — Analisar no coragdo dos mesmos grupos experimentais os efeitos sequenciais
do treinamento sobre enzimas pro- e anti-oxidantes e a geracao de espécies
reativas de oxigénio;

E — Avaliar no ventriculo esquerdo de SHR e WKY sedentarios e treinados a
expresséo génica de citocinas pro- e anti-inflamatorias;

F — Analisar nos SHR e WKY os efeitos sequenciais do treinamento ou sedentarismo
sobre a hipertrofia do ventriculo esquerdo e sobre marcadores de hipertrofia

cardiaca e deposicao de colageno.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) machos, com aproximadamente
dois meses de idade pesando entre 200-250 g, provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). Metade
dos animais de nosso grupo experimental foi composta por ratos normotensos da
linhagem Wistar-Kyoto (WKY) e a outra metade por animais hipertensos da linhagem
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR). Durante todo o periodo experimental os
animais foram alojados em caixas plexigas (cinco por caixa) no Biotério de
Manutencdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica e mantidos em ambiente com
temperatura controlada (22 e 23 °C), ciclo claro-escuro (12 horas) e com livre acesso
a 4gua e alimentacdo. Todos os procedimentos cirargicos e protocolos foram
realizados de acordo com o Manual Institucional para Experimentagdo Animal e
aprovados pela comissdo de ética em experimentacdo animal (CEEA) do ICB
registrado sob o nimero 188 nas folhas 115 do livro 2 para uso de animais de

experimentagao.

3.2 Protocolo de Treinamento Fisico

O protocolo de treinamento fisico (corrida) foi realizado em esteira
ergométrica (Inbramed, Mellennium) adaptada para ratos. A esteira é constituida de
10 (dez) raias de aluminio com tampas de acrilico transparente, pintadas em sua
extremidade dianteira de preto, criando um ambiente escuro para o qual os ratos sao
atraidos durante as sessfes de treinamento. Estas modificacbes facilitam o
treinamento dos ratos evitando o uso de choques elétricos.

a) Periodo de adaptacao
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Duas semanas iniciais foram destinadas a adaptacdo dos animais ao
protocolo experimental: a primeira semana foi destinada a adaptacdo ao novo
ambiente (Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica), e a segunda ao
treinamento na esteira (cinco sessdes de 0,4-0,6 km/h, 0% inclinacdo, 10
minutos/dia). Os animais considerados inaptos a andar/correr na esteira foram
excluidos do protocolo.

b) Teste de esforco maximo

A capacidade aerdébia maxima dos animais foi avaliada individualmente e de
forma indireta através de protocolo de teste esforco maximo escalonado em esteira
ergométrica. O protocolo do teste consiste em estagios escalonados com duracao
de 3 minutos cada, com o primeiro estagio iniciando-se a velocidade de 0,3km/h,
seguido de incrementos sucessivos de 0,3 km/h a cada 3 minutos. Os estagios
prolongam-se até o ponto de exaustdo do animal quando o teste é suspenso. O
tempo/velocidade maxima atingidos foram considerados para o calculo da
capacidade aerébia maxima de exercicio.

O teste de esforco maximo foi realizado trés vezes para cada animal durante
o0 protocolo experimental: no inicio (semana zero) e nas semanas 4 e 8 do
treinamento ou sedentarismo. O primeiro teste serviu para a alocacdo dos animais
aos grupos treinados ou sedentarios de maneira que ambos iniciassem o0
treinamento de um mesmo nivel de desempenho fisico e serviu também para se
determinar a velocidade de treinamento. O segundo teste teve por objetivo identificar
a nova capacidade maxima e readequar a velocidade de treinamento e o terceiro
teste serviu para a avaliacdo comparativa dos efeitos do treinamento entre os
grupos.

c) Formacao dos grupos experimentais:
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Com base nos testes de esforco maximo, WKY e SHR foram divididos em
dois grupos: sedentarios (S) e treinados (T), de modo que ambos 0s grupos
iniciassem o treinamento de um mesmo nivel de desempenho fisico. Os grupos S
foram acompanhados semanalmente e submetidos aos protocolos experimentais
nas semanas 0 (SO) e 8 (S8), prestando ao controle temporal das variaveis
experimentais. Por sua vez os grupos T foram submetidos aos protocolos
experimentais nas seguintes semanas: To — animais ha semana 0; T; — animais apos
1 semana de treinamento; T, — animais ap0s 2 semanas de treinamento; T, —
animais apos 4 semanas de treinamento; Tg — animais apdés 8 semanas de
treinamento. Considerando-se os grupos WKY e SHR, foram formados, portanto, 12
subgrupos experimentais.

d) Protocolo de treinamento ou sedentarismo:

O protocolo de treinamento fisico consistiu em sessdes de exercicio aerébio,
de intensidade moderada (50 — 60% da intensidade méaxima alcancada no teste de
esforco). A velocidade de treinamento foi determinada por uma combinacdo da
velocidade e tempo de exercicio, sem inclinacdo da esteira, de forma a atingir a
intensidade estabelecida. A velocidade de treinamento correspondeu a 50 — 60% da
velocidade maxima, sendo corrigida na semana 4 de acordo com 0s testes maximos.
Cada sesséo teve a duragao de uma hora, sendo realizada uma vez por dia, 5 vezes
na semana durante o periodo maximo de 8 semanas. Os animais do protocolo de
sedentarismo foram mantidos sedentarios por igual periodo de tempo, ou seja 8

semanas.
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3.3 Registro direto da PA e FC

a) Confeccao das Canulas

As canulas arteriais foram confeccionadas com tubos de Tygon (Critchley,
Austrdlia), sendo a parte proximal a ser introduzida na luz vascular mais fina
(diametro interno: externo = 028:0.61 mm) com 4 cm de extenséo, a qual foi soldada,
por aquecimento, a parte distal de maior calibre (didmetro interno: externo =
0.50:1.50 mm) com aproximadamente 17 cm de comprimento. As canulas foram
preenchidas com salina (0,9 %) e ocluidas com pino de metal.

b) Implantacdo da Canula Arterial

Para o processo cirdrgico de implantagdo da canula, os ratos foram
anestesiados com 100 mg/Kg de Cloridrato de Ketamina e 20 mg/Kg de Cloridrato
de Xylasina. Uma incisdo foi realizada na regido ventral na altura da articulacéo
coxo-femoral, para localizacdo do tronco vasculo-nervoso e isolamento da artéria
femoral onde foi introduzida e fixada a parte mais fina da canula de Tygon. A
extremidade mais grossa foi exteriorizada através do espaco subcutaneo na regiao
cervical dorsal e fixada com fio de algodao. Apds a cirurgia os ratos receberam uma
dose profilatica de antibiético (24.000 Ul/Kg Pentabiético Veterinario — Fort Dodge,
s.c.) e analgésico (2 mg/Kg ketoprofeno — Merial, s.c.) sendo em seguida alocados
em caixas individuais, em sala com temperatura, umidade e Iuminosidade
controladas com agua e ragdo ad-libitum, até a realizacdo dos experimentos no dia
seguinte.

c) Registro Simultaneo da PA e FC

Todos os registros dos parametros funcionais foram realizados com os
animais acordados, com livre movimentacdo e obtidos no minimo 24 horas ap0s a

canulacdo arterial. A PA (pulsatil e média) e FC foram registradas diretamente na
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artéria femoral, via canula implantada na femoral direita, conectada a um transdutor
de pressao (Modelo CDX lll, Cobe Labs, Lakewood, CO, USA), o qual estava
acoplado a um amplificador (ML224 Quad Bridge Amp, ADInstruments, New South
Wales, Austrélia) e este a um sistema de aquisicdo de dados digital (PowerLab,
ADInstruments, New South Wales, Australia). A frequéncia de amostragem para
aquisicdo dos parametros hemodinamicos foi de 2000 Hertz. Os valores de PAP,
PAM e FC foram analisados off-line. Para obtencdo desses valores, aguardamos o
tempo necessario (15-30 min) para o desaparecimento da atividade exploratoria do
animal. Os registros basais propriamente ditos (30minutos) s6 foram iniciados apdés a

estabilizacdo dos niveis de PA e FC.

3.4 Coleta dos tecidos e sangue

Apoés os registros funcionais foi retirado 2 mL de sangue de cada animal
através da canula implantada na artéria femoral esquerda. Na sequéncia 0s animais
foram profundamente anestesiados (300 mg/Kg de Cloridrato de Ketamina e 60
mg/Kg de Cloridrato de Xylasina). Imediatamente apds perda dos reflexos, o térax foi
aberto e o coracdo exposto para realizacao de perfusdo transcardiaca. Os animais
foram perfundidos, via ventriculo esquerdo, com solucdo de KCL 14 mM em salina
estéril e tamponada (~ 5 minutos). A perfuséo foi realizada sob pressdo semelhante
a registrada nos animais conscientes. Apos a perfusdo o coracdo foi extraido
acondicionado em papel aluminio devidamente identificado e mantido em gelo seco.
Apbs a coleta, as amostras foram armazenadas em freezer a —80 °C até sua

utilizacao.
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3.5 Quantificagdo das Angiotensinas plasmadticas e teciduais

Foram quantificadas Ang I, Ang Il e Ang (1-7) no plasma e VE de ratos SHR
e WKY treinados e sedentarios. A quantificacdo das angiotensinas foi realizada a
partir de homogenatos destes tecidos utilizando-se da Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC). As amostras de plasma adicionou-se tampéao de inibidores de

proteases (Complete Mini, Roche) como recomendado pelo fabricante.

A extracdo das angiotensinas foi realizada em colunas Oasis Cig
previamente ativadas com metanol (5 mL), tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5 mL),
metanol (5 mL) e 4gua (10 mL). Apds a ativacdo, as amostras foram aplicadas nas
colunas, lavadas com agua e eluidas na mistura etanol/acido acético/agua na
proporcao 90%/4%/6%. Os eluatos foram entéo liofilizados, redissolvidos em 500 uL
de fase movel A (5% de acetonitrila em 0,1% de acido ortofosférico) e filtrados com
membrana 0,22 um para serem analisados por HPLC. Os peptideos foram
separados em uma coluna de fase reversa Aquapore ODS 300 (250 x 4,6 mm), 7 \,
utilizando 5 min de gradiente isocratico seguido por 20 minutos de gradiente linear
de 5% a 35% de fase mdvel B (95% Acetonitrila em acido trifluoroacético 0,1%), sob
um fluxo de 1,5 mL/min por 40 minutos por HPLC em sistema da Milton Roy
constituido de duas bombas constaMetric 3000, um detector de UV spectroMonitor
3100, um programador GM 4000 e um misturador. Utilizou-se padrdes sintéticos
como calibradores e a deteccdo dos peptideos foi feita em absorbancia de 214 nm.
Os resultados das angiotensinas plasmaticas foram expressos em pmol/ml e
corrigidos pelo volume total de plasma enquanto que as angiotensinas do VE. Os

calculos foram efetuados a partir de uma curva padrdo de concentracdo conhecida
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3.6 Western Blot
3.6.1 SDS PAGE

As amostras foram pulverizadas em almofariz de porcelana e pistilo,
homogeneizadas e incubadas por 30 minutos em 400 pL de tampéao de lise (Triton-
X-100 1%, Tris 100 mM pH 7.4, pirofosfato de sodio 100 mM, fluoreto de sodio
100mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina
0,01 mg/ml) em gelo. Os extratos teciduais foram centrifugados (10.000 g - 4 °C - 30
min.) para a remoc¢do do material insolavel. Apos a centrifugagéo, o sobrenadante foi
removido e utilizado para quantificacdo do contetdo protéico total, utilizando o
método de Pearce BCA (Thermo Scientific). Em seguida, as amostras foram
tratadas com tampdo de Laemmli contendo DTT (ditiotreitol, 200 mM). Foram
utiizadas 50 pg de proteina de cada amostra para eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS PAGE) em aparelho para mini gel (BioRad, Hercules, EUA). Em
cada gel foi aplicado também um marcador com peso molecular com valores
estabelecidos. A transferéncia das proteinas separadas no gel de poliacrilamida foi
feita eletricamente com sistema molhado (BioRad, Hercules, EUA) para uma

membrana de nitrocelulose, por 2 hora a 100 volts.

3.6.2 Immunoblotting

As membranas utilizadas foram incubadas com solucdo de bloqueio (leite
desnatado em p6 a 5% ou albumina sérica bovina -BSA- 5%) durante 2 horas em
temperatura ambiente para reduzir a ligagdo inespecifica dos anticorpos a
membrana. Imediatamente apés o bloqueio as membranas foram incubadas com o
anticorpo de interesse overnight a 4 °C em agitacdo. Na sequéncia, as membranas
foram lavadas com solucdo basal durante 30 minutos, sendo a solugao trocada a

cada 10 minutos. As membranas foram entdo incubadas por uma hora, em
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temperatura ambiente, em agitacdo com anticorpo secundario marcado com
peroxidase anti-rabbit [ECL Anti-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-Linked Species-
Specific Whole Antibody from donkey (Amersham Pharmacia, UK)]. O procedimento
de lavagem foi repetido novamente e apds esse procedimento, as membranas foram
incubadas com solucédo quiluminescente, como descrito no protocolo do kit (Super
Signal West Pico). Posteriormente as membranas foram expostas durante tempos
variados em filmes de raio-X, os quais apos revelados, foram submetidos a analise
de densitometria Optica utilizando o software Image J. Os valores obtidos em
unidades arbitrarias, das bandas correspondentes a proteina de interesse, foram

normalizados pelos valores obtidos pela marcacdo do PONCEAU.

3.7 Avaliagdo da Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio

A determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
realizada pelo método da Dihidroetidina (DHE) (Invitrogen, Brasil). O DHE quando
oxidado da origem a 2 produtos fluorescentes com afinidade pelo DNA nuclear, o
etideo (E) e o 2-hidroxietideo (EHO), que podem ser quantificados. Apds coleta a
fresco, os coracbes foram submersos em meio para congelamento (OCT
Compound) e mantidos a -80 °C até o processamento. Cortes transversais foram
obtidos em criostato (16 um, Leica, Alemanha) a temperatura de -25 °C e arranjados
em laminas recobertas com poli-L-lisina (Sigma Aldrich). Os cortes circundados com
caneta hidrofébica, foram incubados com tampao fosfato (PB 0,1 M), a 37 °C em
camara Umida por 10 minutos para hidratacdo. Foram a seguir incubados em
solugdo de DHE (5 pM) contendo PB (0,1 M) e DTPA (100 uM), e mantidos em
estufa aquecida a 37 °C por 30 minutos. As laminas foram analisadas em
microscoépio Optico (Leica), equipado com filtro para rodamina e camara fotogréafica

(Leica), utilizando-se objetiva para fluorescéncia. Para a quantificacdo da geragéo de
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EROs foram utilizados 4 areas por corte, 3 cortes por ventriculo esquerdo,
observando-se a integridade da musculatura cardiaca e a marcagcao nuclear das
células. Para se determinar a intensidade Optica da marcacdo de EROs utilizou-se o
programa ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Estados Unidos). A
densidade Optica de cada VE (expressa em unidades arbitrarias, UA), correspondeu

a meédia dos 12 quadrantes analisados.

3.8 PCR em tempo real

Apbs coleta a fresco parte do ventriculo esquerdo foi armazenada em tubo
estéril, imediatamente congelada e armazenadas a -80 °C para a andlise da
expressao génica por meio da técnica de PCR em tempo real.

Os RNAs totais de cada amostra foram extraidos utilizando o método de Trizol
(TRIzol® Reagent, Invitrogen Brasil, Cat. No. 15596-026 Carlsbad, Califérnia, EUA)
segundo manual do fabricante. A cada amostra foi adicionado 500 pl do reagente
trizol e procedeu-se a homogeneizacédo no Precellys® 24. Foi adicionado 200 pL de
cloroférmio (Sigma no. Cat. C1062.01.BJ) seguido de agitacdo (15-20 s), e
incubacédo a temperatura ambiente por 3 min. Apés centrifugacao (15 min a 4 °C) a
fase superior contendo RNA total foi aspirada e transportada para tubo estéril. A
cada amostra foi acrescentado 500 uL de &lcool isopropilico (SIGMA no. Cat.
A1078.01.BJ) e adicionado 500 pL de alcool etilico a 75% (Sigma no. Cat.
A1084.01.BJ), seguida de nova centrifugacdo (7500 RPM por 5 min a 4 °C). O
sobrenatante foi desprezado e ao tubo (temperatura ambiente) foram acrescentados
18 uL de agua DEPC para solubilizacdo do corpo de fundo. O tubo foi incubado em
banho seco a 65 °C por 10 minutos e armazenado em freezer —80 °C. O RNA obtido
foi quantificado no NanoDrop (Thermo Scientific) nos comprimentos de onda de 260,

230 e 280 nm.
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Para a sintese do DNA complementar (cDNA) amostras de 1ug de cada RNA
total foram submetidas a reacéo de transcricdo reversa. Primeiramente as amostras
foram tratadas com DNase [, Aplification Grade (CAt. No. 18068-015, Invitrogen™
Carlsbad, Carlifornia, EUA) seguindo o protocolo padrdo do fabricante. Para
transcricdo reversa foi utilizado o kit ImProm II, Transcriptase Reverse (Cat. No.
A3802, Promega, Madison, WI, EUA), segundo o protocolo fornecido pelo fabricante.
No processo de sintese do DNA complementar foram ainda utilizados primers
randémicos (Random Primers, No Cat. 48190-011, /nvitrogen™ Carlsbad, California,
EUA) e dNTP (desoxirribonucleotideos trifosfatados, No Cat. 10297-018,
Invitrogen™ Carlsbad, California, EUA) e RNAse Out (No Cat. 10297-018,
Invitrogen™ Carlsbad, Carlifornia, EUA). O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C.

A expressdao do RNAm foi estimada pelo PCR semi-quantitativo em tempo
real (Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System), utilizando-se a
coloracdo pelo ‘SYBR Green’, que segue o principio FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) e a enzima KAPA (Cat. No. KK4603, SciencePro,
Boston, Massachusetts, EUA). Os resultados das reacdes de PCR em tempo real
foram analisados pelo software Excel (Microsoft). O gene enddgeno, ou constitutivo,
foi a Hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HPRT) que € expresso
continuamente em todas as células do organismo e que, em experimento-piloto do
laboratdrio, n&o foi alterado pelo treinamento fisico e nem pela idade do animal. Para
cada reacao foram padronizados os volumes dos reagentes conforme o manual do
fabricante e os primers utilizados especificos para cada gene (Quadro 1), foram
desenhados pelos programas Primer3 Plus (Bioinformatics) e Primer Premier 5.0
(Biosoft International), levando-se em consideracdo o tamanho dos primers, a

temperatura de anelamento, a porcentagem de guanina e citosina, a possibilidade
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de formac&o de hairpine e falsos primers, além do posicionamento em diferentes

éxons.

Quadro 1 - Sequencia de primers utilizados na analise da expressdo de RNAm por RT-PCR

Gene Primer FW Primer RW
NOX2 ACCCTTTCACCCTGACCTCT TCCCAGCTCCCACTAACATC
NOX4 CCAGAATGAGGATCCCAGAA | AGCAGCAGCAGCATGTAGAA
SOD TTGGAGACCTGGGCAATGT TCCACCTTTGCCCAAGTCA
NQO1 TCAGCGCTTGACACTACGA TCTTCAGAGCCTCCACAGC
Catalase GGCTCACACACCTTCAAGC TGTGCAAGTCTTCCTGCCT
GpX AGTGCGAGGTGAATGGTGA ACTTGGGGTCGGTCATGAG
TNFE-a TGCCTCAGCCTCTTCTCATT CCCATTTGGGAACTTCTCCT
IL-1B CTGTGACTCGTGGGATGATG GGGATTTTGTCGTTGCTTGT
IL-10 CCTGCTCTTACTGGCTGGAG TGTCCAGCTGGTCCTTCTTT
a-MHC CACCAACCTGTCCAAGTTCC ATCGTGGATTTTCTGCTTGG
B-MHC AAACTGAAAACGGCAAGACG | TGACGGTGACACAGAAGAGG
a-actina GTCGGTATGGGTCAGAAGGA | TGTCGTCCCAGTTGGTGATA
ANP AGGGCTTCTTCCTCTTCCTG CCAGGTGGTCTAGCAGGTTC
Col | TTGACCCTAACCAAGGATGC CACCCCTTCTGCGTTGTATT
Col 1l AACGTGGCTCTAATGGCATC CATCTTTTCCAGGAGGTCCA
MMP2 AGCTCCCGGAAAAGATTGAT TCCAGTTAAAGGCAGCGTCT
TIMP1 CATGGAGAGCCTCTGTGGAT | ATGGCTGAACAGGGAAACAC
TIMP2 TCCCCAGAAATCATCGAGAC TCAGATTATGCCAGGGAACC
HPRT TTTTGCTGACCTGCTGGATTAC | TACTTTTATGTCCCCCGTTGA

Legenda: SOD — superédxido dismutase; NQO1 — NAD(P)H quinona desidrogenase

1; Catalase; GPX - glutationa peroxidase; PRDX — peroxirredoxina ; TRX -

tiorredoxina; TNF-a — fator de necrose tumoral alpha; IL-13 — interleucina-1beta ; IL-

10 - interleucina-10; a-MHC - alpha miosina de cadeia pesada; B-MHC — beta

miosina de cadeia pesada; a-actina — alpha actina; ANP — peptide natriurético atrial ;

Col | — colageno I; Col Ill — colageno lll; MMP2 - metaloproteinase de matriz 2;

TIMP1 - inibidor tecidual de metaloproteinases 1; TIMP2 - inibidor tecidual de

metaloproteinases 2; HPRT — hipoxantina-guanina fosforibosil transferase.
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3.9 Andlise do remodelamento cardiaco

Apés perfusdo, os coragBes foram removidos para andlise da hipertrofia e
deposicao de colageno. Os coracdes e os ventriculos esquerdo (VE) (parede livre do
VE e septo) foram pesados (peso umido). Posteriormente o 4pice e a base dos VE
foram removidos e a regido central remanescente, foi imersa em solugao fixadora de
formalina 4% por 24 horas e mantida em geladeira. Apds o periodo de fixacao
procedeu-se a desidratacdo dos VE os quais foram submetidos a banhos sucessivos
durante 15 minutos cada em alcool 70%, 85%, 95% e 100%. Na sequencia o0s
tecidos foram imersos em xilol por 3 vezes consecutivas durante 7 minutos cada
imersdo. ApoOs a desidratacdo os VE passaram por 3 banhos sucessivos de parafina
e emblocados. Os blocos foram cortados em microtomo de parafina, com uma
espessura 5 micrometros (um) e estendidos em laminas de vidro. Apds secagem as
laminas foram desparafinizadas e hidratadas, através de 3 banhos sucessivos de 10
minutos cada um em xilol seguido por banhos sucessivos de 5 minutos cada em
alcool (100%, 95%, 85%, 50%) e imersos em agua por 5 minutos. Na sequencia
processou-se a coloracdo por hematoxilina-eosina ou picrossirius red para analise

da hipertrofia cardiaca e deposicéo de coldgeno descritos a seguir.

3.9.1 Andlise da hipertrofia cardiaca

Apos hidratacdo parte das laminas foi destinadas a coloracdo com
hematoxilina-eosina para analise do didmetro dos cardiomidcitos. Inicialmente as
laminas foram mergulhadas em hematoxilina por 3 minutos. Na sequencia as
laminas foram banhadas em agua destilada, lavadas em agua corrente por 5
minutos, imergidas brevemente (8 a 12 vezes) em etanol acido, lavadas em agua

corrente por 1 minuto e agua destilada por mais 2 minutos. Posteriormente as
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laminas foram mergulhadas em eosina por aproximadamente 1 minuto e
mergulhadas em alcool 95% durante 5 minutos. As laminas foram entéo reidratadas
por meio da imersdo em cubas contendo alcool etilico nas concentracdes de 100%,
95%, 85%, 50% durante 15 minutos em cada cuba. Em seguida, as laminas foram
imersas em xilol em uma sequencia de 3 banhos de 30 minutos cada. Ao final as

laminas foram fechadas com laminula e Permount.

Apds a montagem das laminas procedeu-se a captura das imagens em
microscopio éptico de campo claro com magnitude de 40 X acoplado a um software
de captura de imagens (KS-300, ZEISS). Para a analise do diametro dos
cardiomiécitos foram selecionados miocitos com nucleo visivel e membrana celular
intacta. A medicao do diametro de cada cardiomidcito foi realizada na porcéo central
do nucleo em aproximadamente 22 campos visuais por amostra totalizando
aproximadamente 80 cardiomiécitos por coracdo. Para esta andlise utilizamos o
software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Estados Unidos)

A hipertrofia cardiaca foi também avaliada a partir da relacdo entre o peso do
VE pelo peso corporal (PC) do rato (VE/PC - mg/g) bem como pelo peso do VE pelo

comprimento da tibia (CT) (VE/CT - mg/mm).

3.9.2 Andlise da deposigdo de coldgeno

Para a andlise da deposi¢cdo de colageno, depois de hidratadas, as laminas
foram coradas com picrossirius red (0,1 g de Sirius red em 100 mL de solugéao
saturada de acido picrico). Inicialmente as laminas foram imersas por uma hora em
picrossirius. Na sequencia as laminas foram lavadas em agua corrente por 3
minutos. Em seguida as laminas foram mergulhadas brevemente em cubas

contendo alcool etilico nas concentragdes de 95%, 100% e por fim solugéo de alcool
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e xilol (concentracdo: 1:1). As laminas foram entdo transferidas para outra cuba
também com alcool e xilol (concentracdo: 1:1) onde permaneceram mergulhadas
durante 5 minutos. Posteriormente as laminas foram mergulhadas em cubas
contendo apenas xilol onde permaneceram por 10 minutos. Por fim as laminas foram

fechadas com laminula e Permount (Fisher Scientific, Fair Law, New Jersey, USA).

Ao término do processo de montagem das laminas, as imagens foram
capturadas em microscopio 6ptico de campo claro com magnitude de 20X acoplado
a um software de captura de imagens (KS-300, ZEISS). As analises foram realizadas
em 5 campos por corte totalizando 20 campos. Apds digitalizadas as imagens foram
avaliadas pelo software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Estados Unidos) que identifica as fibras colagenas de coloracdo vermelha gerando
a porcentagem da area total preenchida desta coloracdo no campo analisado. A taxa
meédia de colageno por regido foi obtida por meio da razdo entre a medida da area
preenchida por fibras colagenas pela superficie total da éarea realizada

automaticamente pelo software ImageJ.

3.10 Andlise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + EPM. O desempenho em
esteira foi analisado pela ANOVA de 2 fatores (grupo e condicdo) para medidas
repetidas. Os efeitos do treinamento e do sedentarismo sobre as variaveis
analisadas foram avaliadas pela ANOVA fatorial (fatores grupo e tempo) para as
analises sequenciais. O teste post hoc foi o de fischer. Para estas analises foi
utilizado o sofware SATATISTIC 7.0 (Stat Soft Inc.). O nivel de significancia foi fixado

em p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Alteracoes sequenciais do peso corporal em WKY e SHR sedentdrios
e treinados

Como mostrado na Figura 2, ao inicio dos protocolos SHR-S; e WKY-Sg
apresentaram o0 mesmo peso corporal (aproximadamente 260g). Houve durante as 8
semanas experimentais aumento progressivo de peso corporal nos SHR e WKY,
tanto treinados quanto sedentarios. Nao houve diferenca de peso corporal entre os 4
grupos experimentais até a 4% semana. No entanto, ao final dos protocolos, o0 peso
corporal de SHR-Tg e SHR-Sg foram inferiores ao WKY-Tg e WKY-Sg,
respectivamente (Figura 2, P<0,05). Observamos também que o0s SHR-Tg
apresentavam peso corporal reduzido, quando comparado com seus respectivos

controles (SHR-Sg). N&o houve diferencas significativas entre WKY-Tg e WKY-Sg.
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Figura 2 - Evolucao temporal do peso corporal de SHR e WKY treinados (T) e sedentarios (S) ao
longo dos protocolos experimentais. SignificAncias (P < 0,05): * vs WKY correspondente; T vs semana
0.

4.2 Avaliagdo da Capacidade Fisica de WKY e SHR

O nivel de capacidade fisica dos animais foi mensurado através de testes de

esforco maximos em esteira ergométrica, possibilitando a identificacdo das
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velocidades maximas atingidas, correspondentes ao desempenho dos SHR e WKY
ao longo dos protocolos experimentais.

Na tabela 2 e Figura 3 apresentamos o desempenho dos animais nos testes
de esforco maximo realizados nas semanas 0, 4 e 8 dos protocolos experimentais. O
primeiro teste de esforco mostra que o grupo SHR ja apresentava um nivel de
desempenho fisico superior ao grupo WKY (P<0,05), o que se estendeu até o final
dos protocolos. E importante ressaltar que os grupos SHR sedentarios e treinados
partem de um mesmo nivel inicial de capacidade fisica (SHR-T: 1,79 £ 0,06 Km/h,
SHR-S: 1,78 + 0,09 Km/h), mesma situacdo observada para os grupos de WKY
(WKY-T: 1,19 + 0,06 Km/h; WKY-S: 1,20 £ 0,08 Km/h). No segundo teste de esfor¢o
tanto os SHR como os WKY apresentaram significativo aumento da velocidade
maxima atingida, e no 3° teste, realizado na 8% semana, atingiram as seguintes
velocidades: (SHR=T: 2,70 + 0,13 Km/h; WKY-T: 2,01 + 0,11 Km/h). SHR e WKY
mantidos sedentarios ndo apresentaram alteracdo significativa da capacidade

maxima entre as semanas 0 e 8 (Tabela 2).

Tabela 2 - Velocidade maxima (em km/h) atingida nos testes de esforco maximo, realizados nas
semanas 0, 4 e 8 nos grupos SHR e WKY treinados e sedentarios.

‘ WKY SHR

Teste de esforco Sedentario Treinado Sedentario Treinado
Semana 0 1,20+0,08 1,19+0,06 1,78+0,09* 1,79+0,06*
Semana 4 1,25+0,14 1,75+0,07™ 1,80+0,08* 2,300,06*"
Semana 8 1,35%0,07 2,010,117 1,60+0,10* 2,700,13*"

Valores sdo médias + EPM. Significancias (P < 0,05): * vs WKY correspondente; T vs semana 0O; 1 vs
sedentario mesmo grupo

Na Figura 3 ilustramos a evolu¢cdo do desempenho em esteira ao longo dos
protocolos nos grupos WKY e SHR. Observa-se que WKY e SHR treinados tiveram
desempenho progressivo e paralelo ao longo do treinamento. Por outro lado, WKY e

SHR mantidos sedentarios ndo apresentaram alteragfes de desempenho.
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Figura 3 - Alteracdo sequencial do desempenho em esteira, avaliada através de testes de esforco
maximo realizados no inicio, na 42 e 82 semanas dos protocolos de treinamento ou sedentarismo em

ratos SHR e WKY. Significancias (P < 0,05): * vs WKY correspondente; t vs semana 0; I vs
sedentario mesmo grupo.

A partir da diferenga entre as velocidades alcangadas nas semanas 8 e 0
calculamos o ganho de capacidade fisica para cada grupo. Observa-se na Figura 4
gue houve aumento significativo do desempenho em ambos os grupos treinados
(SHR: +0,85 + 0,18 Km/h e WKY: + 0,73 + 22 Km/h) demonstrando a eficiéncia do
treinamento fisico em ambos os grupos. Os WKY e SHR sedentarios nédo
apresentaram alteracao significativa de performance. Importante notar que o ganho

de desempenho apos o treinamento foi similar em ambos os grupos.
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Figura 4 - Efeito do treinamento (T) ou sedentarismo(S) sobre a capacidade fisica dos animais,
aferida como a diferenca de desempenho entre as semanas 8 e 0. Significancias (P < 0,05): T indica
ganho significativo, * vs sedentario correspondente.
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4.3 Efeito do treinamento ou sedentarismo sobre os pardmetros
hemodindmicos
Nos diferentes tempos experimentais (semanas 0, 1, 2, 4 e 8) os ratos foram
submetidos a canulacdo da artéria femoral para registro da PA e FC basais no dia
subsequente. Na Tabela 3 s&o apresentados os valores absolutos referentes aos
niveis de PAM e FC nos grupos SHR e WKY, treinados e sedentérios obtidos
durante os diferentes tempos experimentais. Durante todo o periodo analisado os
valores de PAM dos SHR foram superiores aos dos WKY. O efeito sequencial de 8
semanas de treinamento aerGbio bem como a consequéncia de 8 semanas de
sedentarismo sobre os niveis de PAM, sao ilustrados na Figura 5.
Durante o treinamento ndo observamos altera¢des significativas nos valores
de PAM de SHR e WKY quando comparados aos valores da semana 0 (Figura 5,
Tabela 3). No entanto SHR mantidos sedentarios apresentaram um consideravel
aumento na PAM (x 25 mmHg), o que determinou diferenca significativa na 82
semana do protocolo. Nos WKY sedentarios néo foi observado nenhuma alteracédo
(tabela 3, Figura 5). Na Figura 6 comparamos o efeito do treinamento ou
sedentarismo sobre os valores de PAM ao final de 8 semanas em ratos SHR e WKY:
SHR-T apresentaram niveis de PAM inferiores aos SHR-S mas nenhuma alteragao

de PAM foi observada nos grupos WKY-S e WKY-T.
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Tabela 3 - Valores de PAM e FC basais de ratos WKY e SHR treinados e sedentarios ao longo de 8
semanas.

Grupos PAM (mmHg) FC basal (bpm)
WKY SHR WKY SHR
To 115+1 162 £ 1* 3308 358 £ 7*
T, 112+ 2 165 £ 3* 3184 347 + 5*
T, 112 +2 165 + 4* 317+ 11 355 + 4*
T, 114 +£2 161 + 4* 304 + 8# 340 = 7*#
Ts 119+1 161 + 3*a 308 + 7A#& 326 £ 7*a#
So 115+1 162 £ 1* 3308 358 £ 7*
Sg 117 +8 187 + 12*# 335 + 40# 402 + 35*#

To, T1, To, T4 € Tg representam os animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4 e 8 respectivamente; Sy e
Sg representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 8. Os valores estdo apresentados como
média + EPM. Significancias (P < 0.05): * vs WKY correspondente; # vs SO; A T8 vs S8, & vs SHR
T8.
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Figura 5 - Representagéo grafica da evolugdo temporal da PAM em ratos SHR e WKY. Significancias
(P<0.05): ¥ vs semana 0; * vs WKY correspondente, # vs S8.
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Figura 6 - Valores de PAM em WKY e SHR sedentérios (S) e treinados (T) ao final dos protocolos
experimentais (semana 8). SignificAncias (P<0.05): * vs WKY correspondente; 1 vs S8.

De maneira ilustrativa o efeito sequencial de 8 semanas de treinamento
aerobio bem como a consequéncia de 8 semanas de sedentarismo sobre os valores
de FC, estdo apresentados na Figura 7. A FC basal também se mostrou mais
elevada nos SHR vs WKY durante todos os periodos analisados (Tabela 3, Figura
7). A instalacdo da bradicardia de repouso foi observada em ambos os grupos na 42
semana de treinamento, quando SHR e WKY apresentaram uma reducédo de -18
bpm e -26 bpm respectivamente. Enquanto a FC se estabilizou nos WKY, os SHR

apresentaram queda adicional de -14 bpm na semana 8.
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Figura 7 - Representacdo grafica da evolucdo temporal da FC basal em ratos SHR e WKY
sedentarios (S) e treinados (T). SignificAncias (P<0.05): * vs WKY correspondente, 1 vs semana 0, #
vs controle sedentario, £ vs SHR T8.

Na Figura 8 comparamos o efeito do treinamento ou sedentarismo sobre 0s
valores de FC ao final dos protocolos em ratos SHR e WKY: SHR-T e WKY-T
apresentavam reduzida FC basal quando comparados a seus respectivos controles
sedentarios. Além disso, o valor de FC de repouso dos SHR-T ao fim de 8 semanas

foi similar ao apresentado pelos grupos WKY (Tabela 3, Figuras 7 e 8).
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Figura 8 - Valores de FC basal em WKY e SHR sedentarios (S) e treinados (T) ao final dos
protocolos (semana 8). Significancias (P<0.05): + T8 vs S8, * vs WKY S8.
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4.4. Efeitos sequenciais do treinamento e sedentarismo sobre o
conteudo plasmadtico e cardiaco de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em
WKY e SHR

Em todos os tempos experimentais (semanas 0, 1, 2, 4 e 8 dos protocolos)
coletamos amostras de sangue de WKY e SHR S e T imediatamente apdés os
registros funcionais. O sangue foi centrifugado; adicionou-se tampao com inibidores
de proteases e procedeu-se a extracdo das angiotensinas que foram dosadas pelo
HPLC. Para a dosagem da angiotensinas teciduais do coracdo parte do VE foi
homegeinizada em tampao de extracdo com inibidores de proteases e procedeu-se
a extracdo das angiotensinas. Na Figura 9 mostramos um cromatograma
representativo de uma de nossas amostras no qual os picos da Ang-(1-7), Ang Il e
Ang | foram identificadas pela comparacdo com o tempo de retencdo das
angiotensinas-padrdao no HPLC. A quantificacdo foi feita pela mensuracdo das

respectivas areas nos picos correspondentes a Ang-(1-7), Ang Il e Ang 1.
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Figura 9 - Imagem representativa de um cromatograma de uma amostra plasmatica .

4.4.1 Andlise do contetido plasmatico de Ang I, Ang 1l e Ang (1-7)

Na tabela 4 s&o apresentados os valores absolutos referentes a
concentracdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) plasmaticas de ratos SHR e WKY,
treinados e sedentarios obtidas nos diferentes tempos experimentais. Observamos
que ao inicio dos protocolos (semana 0, ou Sp e Tp) a concentracdo de Ang | e Ang Il
foram superiores nos SHR vs WKY, ao passo que Ang (1-7) foi similar em ambos o0s
grupos. Houve nos SHR-T e WKY-T reducdo de Ang | e Ang Il e aumento de Ang (1-
7) com diferengas temporais e na magnitude destas repostas, as quais podem ser

melhores analisadas nos graficos apresentados em sequéncia.
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Tabela 4 - Concentracao de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) no plasma de WKY e SHR treinados (T) e
sedentarios (S) ao longo das 8 semanas experimentais.

Ang | pmol/ml Ang Il pmol/ml Ang (1-7) pmol/mi
Grupos WKY SHR WKY SHR WKY SHR
To 182,28+16,85 290,60+11,32* 243,99+17,38 333,48+14,77* 165,89+20,00 182,83+14,73
T, 177,68+18,45 260,68+19,28* 220,89+10,21 302,48+10,25* 230,76+7,34+ 290,84+18,43*t
T, 153,00+15,61 190,00+9,83+ 222,77+11,67 271,61+9,56*t 274,30+15,60t 304,10+29,85+
T, 142,44+11,46 159,61+18,45+ 183,98+6,65+ 219,13+12,25+ 358,62+17,17t 390,46+21,25+
Tsg 131,28+11,07+#  143,58+12,11t | 131,79+27,15t#  214,05+6,67*t# | 369,68+20,48t#  383,36+16,361#
So 182,28+16,85 290,60+11,32* 243,99+17,38 333,48+14,77* 165,89+20,00 182,83+14,73
Sg 253,58+12,06t 287,40+26,61 261,07+35,34 357,83+14,97* 210,98+5,69 203,97+13,64

To, T1, T, T4 € Tg representam os animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4 e 8 respectivamente; Sy e
Sg representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 8. Os valores estdo apresentados como
meédia £ EPM. Significancias (P < 0.05): * vs WKY correspondente; t vs SO; # T8 vs S8.

Na figura 10A observamos que ao inicio dos protocolos a concentracdo
plasmética de Ang Il mostrou-se superior nos SHR-Sy vs WKY-S, (333,48+14,77 vs
243,99+17,38 pmol/ml, P<0.05). Nado observamos alteracdes significativas na
concentracdo de Ang Il em ambos os grupos mantidos sedentarios, de modo que ao
final de 8 semanas a Ang Il continuava superior (+36%) em SHR-Sg vs WKY-Sg
(figura 10A). Por outro lado, o T determinou reducdo significativa da Ang I
plasmatica a partir de T, em SHR (-18%) e T4, em WKY (-25%), apesar de 0s niveis
plasméticos de Ang Il em SHR-T apresentarem-se superiores aos WKY-T durante
todo o periodo experimental (figura 10A). Ao final das 8 semanas Ang Il estava
reduzida em ambos 0s grupos treinados quando comparados a seus respectivos
controles sedentarios (-36% e -46% nos SHR e WKY, respectivamente) (figura 10B).
Interessante observar-se que a partir da 42. semana experimental o contetudo de Ang
I nos SHR-T foi normalizado, uma vez que ele ndo mais diferia daquele apresentado

pelos WKY.
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Figura 10 - A. Evolucao temporal do contetdo plasmatico de Ang Il ao longo ao longo de 8 semanas
de sedentarismo (S) ou treinamento (T). B. Comparacdo do contetdo de Ang Il em SHR e WKY
treinados e sedentarios na oitava semana experimental. Significancias (P < 0,05): * vs WKY
correspondente; T vs semana 0; # T8 vs S8 correspondente.

De acordo com a figura 11A, também ndo observamos ao inicio dos
protocolos diferencgas significativas no contetdo plasméatico de Ang (1-7) entre SHR-
So e WKY-Sy (182,84+14,74 e 165,90+20,00 pmol/ml, respectivamente). O
sedentarismo nao influenciou o contetdo plasmatico de Ang (1-7), assim, ao final de
8 semanas WKY-Sg e SHR-Sg continuaram a apresentar niveis similares de Ang (1-
7) (figura 11A). Com excec¢éo de T;, quando o aumento da Ang (1-7) circulante foi
mais intenso nos SHR que nos WKY, o T também determinou em ambos 0S grupos
aumentos similares e progressivos do conteudo de Ang (1-7) plasmética com
significancia ja a partir da 12 semana experimental (+59% e +39% para SHR e WKY
em T3), atingindo seus niveis maximos entre T, e Tg (+2,2 vezes vs Sy para ambos
0S grupos, figura 11A). Assim ao final de 8 semanas a concentracdo de Ang (1-7)
tanto SHR como WKY treinados mostrou-se superior em relagdo aos respectivos

controles sedentarios (figura 11B).
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Figura 11 - A. Evolugdo temporal do conteddo plasmaético de Ang (1-7) ao longo ao longo de 8
semanas de sedentarismo (S) ou treinamento (T). B. Comparacao do contetdo de Ang (1-7) em SHR
e WKY treinados e sedentarios na oitava semana experimental. Significancias (P < 0,05): * vs WKY
correspondente; T vs semana 0; # T8 vs S8 correspondente.

4.4.2 Andlise do contetido cardiaco de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em WKY e SHR

Na tabela 5 estdo expostos os valores absolutos referentes ao contetudo de
Ang I, Ang Il e Ang (1-7) no VE de ratos SHR e WKY, treinados e sedentarios nos
diferentes tempos experimentais. Observamos que a concentracdo de Ang |, Ang Il e
Ang (1-7) ao inicio dos protocolos (Sp e Tp) foram similares entre SHR e WKY.
Embora se observe diferencas temporais e na magnitude de concentracdo dos
peptideos analisados, no VE assim como no plasma, o treinamento promoveu

reducdo de Ang | e Ang Il e aumento de Ang (1-7) tanto nos SHR como nos WKY.
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Tabela 5 - Concentracao de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) no ventriculo esquerdo de ratos WKY e SHR
treinados (T) e sedentarios (S) ao longo das 8 semanas experimentais.

Ang | nmol/g Ang Il nmol/g Ang (1-7) nmol/g
Grupos WKY SHR WKY SHR WKY SHR
To 37,4045,52 34,22+1,54 87,73+4,60 86,91+3,70 67,86+7,76 54,10+2,60
T, 41,64+4,70 16,04+0,82*t 89,51+2,75 25,21+0,88*t 98,19+13,22t 70,46+2,37*
T, 19,97+2,66t  11,34+0,74*t 82,41+3,66 21,74+1,25%t 103,61+6,50+ 87,69+4,16%
T, 5,440,491t 8,32+0,38t 13,42+0,90t 18,340,741 128,9145,63+ 108,215,62*t
Ts 5,090,501t 6,790,23t# 14,13+3,15t 14,85+0,78# 139,22+6,20+ 130,19+7,78+#
So 37,4045,52 34,22+1,54 87,73+4,60 86,91+3,70 58,16+7,76 54,10+2,60
Sg 5,57+1,82t 43,4242 25%t 79,06+7,66 110,09+9,96*+ 82,33+6,48 69,07+5,42*

To, T1, T, T4 € Tg representam os animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4 e 8 respectivamente; Sy e
Sg representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 8. Os valores estdo apresentados como
meédia £ EPM. Significancias (P < 0.05): * vs WKY correspondente; t vs SO; # T8 vs S8.

A figura 12A, demonstra que o conteudo cardiaco de Ang Il ao inicio dos
protocolos foi similar entre WKY e SHR (87,73+4,60 vs 86,91+3,70 pmol/g). Nos
WKY mantidos sedentarios por 8 semanas ndo houve alteracdo de Ang Il, no
entanto observamos aumento de +26% nos SHR-Sg (figura 12A). Apés apenas uma
semana de treinamento o conteddo de Ang Il em SHR foi prontamente reduzido a
25,21+0,88 pmol/g (-71% vs SHR-Sp) e permaneceu neste nivel até a 82. semana de
treinamento. Os WKY néo apresentaram alteracdo no conteudo cardiaco de Ang I
nas semanas 1 e 2 do treinamento, porém reducdao significativa foi observada apoés 4
semanas de treino, quando a concentracao de Ang Il foi 85% reduzida em relacdo a
semana 0, atingindo niveis similares aos observados nos SHR-T desde T; (figura
12A). Ao final das 8 semanas experimentais o conteudo de Ang Il cardiaco
permanecia mais elevado em SHR-Sg vs WKY-Sg, porém, nos SHR-Tg o contetudo

de Ang Il foi similar aos WKY-Tg (figura 12B).
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Figura 12 - A. Evolucdo temporal do conteudo de Ang Il no ao longo ao longo de 8 semanas de
sedentarismo (S) ou treinamento (T). B. Comparac¢do do contetdo de Ang Il no VE de SHR e WKY
treinados e sedentarios na oitava semana experimental. Significancias (P < 0,05): * vs WKY
correspondente; T vs semana 0; # T8 vs S8 correspondente.

O conteddo de Ang (1-7) apresentou-se similar entre WKY e SHR ao inicio
dos protocolos (67,86+£7,76 vs 54,10+2,60 pmol/g) e manteve-se sem alteracdes
significativas nos grupos WKY e SHR mantidos sedentarios por 8 semanas conforme
ilustrado na figura 13A. Por outro lado, nos grupos treinados houve aumentos
significativos do contetdo de Ang (1-7) em WKY (T4, +68%) e SHR (T, +29%). WKY
apresentaram ainda aumento adicional até T, (+122% vs semana 0) mantendo-se
estavel até Tg ao passo que, nos SHR treinados o aumento no conteudo de Ang (1-
7) foi mais gradativo e atingindo o nivel maximo em Tg (+140%), quando ndo mais
diferia de WKY-Tg (figura 13A). Apds 8 semanas de treinamento o contetdo de Ang
(1-7) encontrava-se aumentado quando comparado aos respectivos controles
sedentarios, sendo similar entre WKY-Tg e SHR-Tg (139,22 + 6,20 vs 130,19 + 7,78

pmol/g, figura 13B).
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Figura 13 - A. Evolugéo temporal do contetdo de Ang (1-7) no ao longo ao longo de 8 semanas de
sedentarismo (S) ou treinamento (T). B. Comparagdo do contetdo de Ang (1-7) no VE em SHR e
WKY treinados e sedentarios na oitava semana experimental. Significancias (P < 0,05): * vs WKY
correspondente; T vs semana 0; # T8 vs S8 correspondente.

4.4.3 Efeito do treinamento e sedentarismo sobre a razdo Angll/Ang(1-7) no
plasma e coracdo de WKY e SHR

Apoés analisarmos os conteldos totais das angiotensinas, analisamos a razao
Ang Il/ Ang(1-7) a fim de identificar o balanco entres os efetores dos 2 eixos do SRA,
no plasma e no VE, conforme ilustrado na figura 14. Ao inicio dos protocolos, a
razdo Ang II/Ang(1-7) plasmatica em SHR-S, foi ligeiramente superior aos WKY-Sg
(1,90+0,19 vs 1,65+0,26), sem no entanto atingir niveis de significancia. Também
nao observamos diferencas na razdo Ang IlI/Ang (1-7) no VE de WKY-Sy vs SHR-Sg
(1,48+0,22 vs 1,61+0,04). A razédo Ang IlI/Ang (1-7) manteve-se inalterada tanto no
plasma quanto no VE de SHR-S durante as 8 semanas experimentais. Houve, no
entanto, reducgdo significativa da razdo Ang 1l/ Ang(1-7) no VE do WKY-Sg. Além
disso, ao final de 8 semanas de sedentarismo a razdo Ang ll/ Ang(1-7) foi inferior
tanto no plasma (+42%) quanto no VE(+68%) dos WKY-Sg vs SHR-Sg. Por outro
lado o treinamento determinou em ambos os grupos reducgao da razao Ang II/Ang(1-
7), com algumas diferencas temporais entre o plasma e o VE. Enquanto que no
plasma a reducédo da razdo Ang IlI/Ang(1-7) de ambos os grupos WKY e SHR foi

gradativa até a 42. semana estabilizando-se a partir de entdo, no VE dos SHR-T a
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gueda da razéao Ang lI/Ang (1-7) foi de grande magnitude ja em T1 (-78%) com ligeira
reducdo nas semanas seguintes, atingido o maximo em Tg (-98%). Por outro lado,
nos WKY-T esta reducéo foi mais gradativa (-32% em T,), atingindo a queda maxima

entre T4 e Tg (-93%).
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Figura 14 - Evolucdo temporal da razdo Ang ll/Ang (1-7) no plasma (A) e no VE (B) ao longo ao
longo de 8 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S) nos grupos SHR e WKY. Significancias
(P <0,05): *vs WKY, t vs semana 0, # T8 vs S8 correspondente,  SHR S8 vs WKY S8.

4.5 Expressdo proteica dos receptores do SRA no VE de WKY e SHR
sedentdrios e treinados

Parte do ventriculo esquerdo foi homogeneizado em tampéao de extracdo e as
amostras foram processadas em gel de eletroforese. As membranas foram
incubadas com o0s anticorpos contra receptores AT, AT, e Mas e apdés a revelacao

em filmes de raio x procedeu-se a quantificacdo da densidade 6ptica das bandas

4.5.1 Receptores AT: no VE

A figura 15A indica a evolucao temporal, a figura 15B ilustra a comparacéo ao
final dos protocolos e a figura 15C mostra o gel representativo da expressédo do
receptor AT, nos 4 grupos experimentais. Ao inicio dos protocolos, quando os ratos
tinham cerca de 3 meses de idade, a expressdo de receptores AT; era
significativamente maior nos SHR-S vs WKY-S (+18%). Ndo houve diferencas na

expresséo de AT; nos WKY e SHR mantidos sedentarios por 8 semanas. Embora o
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treinamento tenha reduzido parcialmente a expressédo de receptores AT; nos SHR,
esta queda nédo foi significativa quando comparada com os valores dos SHR-T,. No
entanto, durante todo o protocolo de treinamento, a expressao de receptores AT,
nos SHR-T nédo diferia daguela apresentada pelos WKY-T, como confirmado pela
sobreposicao de valores (figura 15A), ou seja, houve normalizacdo da expressao
proteica de receptores AT; nos SHR-T. Ao final dos protocolos, observava-se ligeiras
alteracdes da densidade de receptores AT; nos SHR S e T, mas sem influencias

significativas nem do grupo e nem da condicdo experimental na expressdo desses

receptores.
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Figura 15 - A. Evolucdo temporal na expresséo de receptores AT; de Ang Il no VE de SHR e WKY
durante 8 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S). B. Comparacdo da expressdo de
receptores AT; na 82. semana experimental. C. Gel representativo da expresséo proteica de AT; nos
diferentes grupos experimentais (normalizacdo pelo Ponceau). Significancias (P < 0,05): * vs WKY
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4.5.2 Receptores AT2 no VE

A figura 16A indica a evolucao temporal, a figura 16B ilustra a comparacéo ao
final dos protocolos e a figura 16C mostra o gel representativo da expressédo do
receptor AT, nos 4 grupos experimentais. No inicio dos protocolos a expresséo de
receptores AT, mostrou-se reduzida nos SHR-S quando comparado aos WKY-S. O
sedentarismo ndo desencadeou alteracdes na expressdo proteica de AT, em
nenhum dos grupos experimentais. De maneira similar, o treinamento também n&o
promoveu mudancas na expressdao de AT, nos SHR e WKY (figura 16A).
Coerentemente, ao termino dos protocolos na 82. semana, ndo houve alteracdes na

expressado de AT, decorrentes da condi¢cao e/ou do grupo experimental.
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Figura 16 - A. Evolucao temporal na expresséo de receptores AT, de Ang Il no VE de SHR e WKY
durante 8 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S). B. Comparacdo da expressao de
receptores AT, na 82 semana experimental. C. Gel representativo da expresséo proteica de AT, nos
diferentes grupos experimentais (normalizagcdo pelo Ponceau). Significancias (P < 0,05): * vs WKY
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4.5.3 Receptores Mas

A figura 17A indica a evolucao temporal, a figura 17B ilustra a comparacéo ao
final dos protocolos e a figura 17C mostra o gel representativo da expressédo do
receptor Mas nos 4 grupos experimentais. No inicio dos protocolos, com cerca de 3
meses de idade, a expressédo de receptores Mas encontrava-se significativamente
elevada nos SHR-S vs WKY-S. O sedentarismo nao alterou a expresséo proteica de
Mas nos WKY, mas determinou queda significativa nos SHR ap6s as 8 semanas
experimentais (figura 17A). Os WKY-T (vs. WKY-S) também ndo mostraram
alteracdes significativas durante todo o protocolo, enquanto que nos SHR-T houve
reducdo transitéria da expressao dos receptores Mas no VE entre T, e T4 (quando
nao diferiam da expressao apresentada pelos grupos WKY), seguido de retorno aos
valores basais em Tg (figura 17A). Ao final dos protocolos ndo observamos
alteracOes na expressao do receptor Mas entre WKY-Sg, WKY-Tg e SHR-S8, mas
houve aumento significativo na densidade de receptores Mas nos SHR-Tg, quando

comparados aos SHR-Sg (Figura 17B).
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Figura 17 - A. Evolugdo temporal na expressédo de receptores Mas de Ang-(1-7) no VE de SHR e
WKY durante 8 semanas de treinamento (T) ou sedentarismo (S). B. Comparacdo da expresséo de
receptores Mas na 82. semana experimental.C. Gel representativo da expressdo proteica de Mas nos
diferentes grupos experimentais (normalizacéo pelo Ponceau). Significancias (P < 0,05): * vs WKY, t
vs semana 0, # T8 vs S8 correspondente

4.6 Influéncia do treinamento e sedentarismo sobre o balango oxidativo
no VE de WKY e SHR.

Uma vez que alteragcdes do SRA influenciam sobremaneira a produgéo de
EROs, investigamos se as mudancas na ativagcdo do SRA determinadas pela
hipertensdo associada ao treinamento ou sedentarismo seriam ou nao

acompanhadas de alterac&o nos niveis de estresse oxidativo no VE.

4.6.1 Andlise do balanco oxidativo basal no VE de WKY e SHR

Na tabela 6 sdo comparados entre SHR-S e WKY-S (semana 0) os valores
basais da quantificacdo de EROS (imunorreatividade para o DHE) no VE e a
expressao génica das enzimas produtoras de EROs (NOX2 e NOX4) e de diversas

enzimas antioxidantes (SOD, NqgO, Catalase, GpX, PRDX, TRX e HO-1). A
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biodisponibilidade de EROs assim como a expressao génica de NOX2 e NOX4
foram superiores em SHR-S vs WKY -S. Nao houve alteracdo na expressao génica
de NQO, Catalase, TRX e HO-1. Por outro lado, a expressao génica da SOD, GpX,

PRDX encontravam-se elevadas nos SHR-S vs WKY-S (tabela 6).

Tabela 6 - Valores basais (semana 0) da expressao génica de NOX2, NOX4, SOD, NqO, Catalase,
GpX, HO-1, atividade da catalase e biodisponibilidade de EROs em SHR e WKY.

WKY SHR
NOX2 - RNAM 1,01+0,07 1,93+0,40 *
NOX4 - RNAM 1,0440,12 2,97+0,45 *
SOD - RNAM 1,03+0,10 1,93+0,40 *
NGO - RNAM 1,0440,13 1,89+0,47
Catalase - RNAM 1,0340,11 1,3540,22
GpX - RNAM 1,05+0,14 2,7740,55 *
HO-1 - RNAm 1,06+0,16 1,28+0,16
Atividade da Catalase 20,62+0,23 20,39+0,11
EROs 66,11x10°+1,24 77,45x10°+2,71 *
Legenda: SOD - superéxido dismutase; NQO1 — NAD(P)H quinona desidrogenase 1; GPX -
glutationa peroxidase; HO-1 — heme-oxigenase-1; EROs - espécies reativas de oxigénio.

Significancias (P < 0,05): * vs WKY

4.6.2 Influéncia do treinamento ou sedentarismo no perfil da expressdo génica
das NOX2 e NOX4 no VE de WKY e SHR

Como apresentado na Figura 18A, houve nos SHR-S entre as semanas 0 e 8
aumento adicional da expressdo de NOX2 (+76%) além daquela apresentada no
inicio dos protocolos (+91% SHR-Sgy vs. WKY-Sg). Por outro lado, a expressao de
NOX2 manteve-se estavel tanto WKY-S, ndo sendo neste grupo alterada pelo
treinamento. Também observamos nos SHR-T uma elevacdo marcante da
expressdo génica de NOX2 que se instalava jA na 12 semana (+110%) e se
mantinha até a 82. semana experimental (figura 18A). Assim, ao final dos protocolos
a expressdo de NOX2 em SHR-Tg e SHR-Sg apresentava-se significativamente

elevada em relagéo aos WKY-Tg e WKY-Sg, respectivamente (figura 18B).
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Figura 18 - A. Evolucdo temporal da expressdo do RNAm da NOX2 em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressao de NOX 2 em WKY e SHR ao termino
das 8 semanas experimentais. Significancias (P < 0,05): * vs WKY correspondente; T vs semana 0.

Assim como a NOX2, a expressdo génica de NOX4 ao inicio dos protocolos
também foi superior em SHR vs WKY (+185%, Figura 19A). Nao observamos
alteracdes nos WKY-S durante as 8 semanas de sedentarismo, mas 0s SHR-Sg
apresentaram reduc¢do de 43% durante o mesmo periodo. O treinamento determinou
pequenas flutuacdes, mas ndo alterou a expressdo de NOX4 nos SHR-T; ja os
WKY-T exibiram aumento significativo em T, (+190%), com grande incremento
adicional entre T, eTg (+353%, (figura 18A). Desta maneira ao final das 8 semanas
experimentais a expressdo génica de NOX4 em WKY-Tg foi encontrava-se muito
elevada nos WKY-Tg (+216% vs. WKY-Sg). N&o observamos diferencas entre SHR-
Tg e Sg, mas a expressdo de NOX4 nos SHR-Tg era bastante reduzida (-51%)

quando comparada aos WKY-Tg (figura 19B).
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Figura 19 - Evolucdo temporal da expressdo do RNAm da NOX4 em ratos WKY e SHR sedentérios
(S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo de NOX4 em WKY e SHR ao termino das 8
semanas experimentais. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

4.6.3 Efeitos do treinamento ou sedentarismo na biodisponibilidade de EROs
no VE de WKY e SHR

Na Figura 20 apresentamos uma imagem representativa da biodisponibilidade
de EROs (marcacéo pelo DHE) no VE de WKY e SHR sedentarios e treinados nos
tempos experimentais 0, 2 e 8. Observa-se intensa marcacdo nos SHR-SO quando
comparados a seus respectivos controles temporais (WKY-0). Ndo se observou nos
WKY-T e WKY-S alteracdo da densidade de marcacdo nas semanas 2 e 8; no
entanto nos SHR, o treinamento por 2 e 8 semanas determinou marcante reducao
da densidade do DHE quando comparados aos controles S0. Os dados
guantitativos, apresentados na Figura 21, confirmam estas observacdes. A idade e o
treinamento ndo determinaram nos WKY nenhuma alteracdo significativa (P>0,05
para as comparacgOes realizadas). Por outro lado, os SHR apresentavam desde o
inicio dos protocolos aumento significativo da biodisponibilidade de EROs (Figura
20, P<0,05 para SHR-SO vs WKY-S0) e o treinamento determinou reducao
significativa destes valores, com completa normalizacdo da biodisponibilidade de
EROs ja em T,, a qual se manteve até Tg, ou seja, 0s valores de imunorreatividade
para o0 DHE em SHR-T, e SHR-Tg foram menores que os observados em SHR-Sy e

nao diferiam dos valores apresentados pelo grupo WKY. Observou-se também
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aumento significativo da biodisponibilidade de EROs nos SHR mantidos sedentéarios
(SHR-Sg > SHR-Sy, P< 0.05, Figura 21) e que o treinamento foi eficaz em impedir

este aumento idade-dependente.

WKY S0 WKY T2 WKY T8 WKY S8
SHR S0 SHR T2 SHRT8 SHR S8

Figura 20 - Imagens representativas da biodisponibilidade de EROs (mensurada pela
imunorreatividade para o dihidroxietideo, DHE) em ratos WKY (painéis superiores e SHR (painéis
inferiores) sedentarios (S) e treinados (T) nas semanas experimentais 0, 2 e 8..
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Figura 21 - treinamento (T) ou sedentarismo (S) em SHR e WKY. Significancias (P < 0,05): * vs WKY
correspondente; t, vs semana 0, # SHR-S8 vs SHR T-8.
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4.6.4 Efeitos do treinamento aerdbio ou sedentarismo nos mecanismos de
defesa antioxidante no VE de WKY e SHR

Como a manutencéo da biodisponibilidade de EROs em niveis fisioldgicos &
fundamental para manter a homeostase de inUmeros processos fisioldgicos, torna-se
necessario o equilibrio entre a producdo e a eliminagdo de EROs, realizada pelas
enzimas antioxidantes. Portanto analisamos também os efeitos da hipertensao

associada ao néo ao treinamento sobre a expressao de enzimas antioxidantes.

4.6.4.1 Expressdo génica da SOD

Nossos dados demonstram que na semana inicial dos protocolos SHR
apresentaram maior expressao de SOD em comparacdo a WKY (+87%). Tanto WKY
como SHR ndo apresentaram alteracdes na expressao génica de SOD apols 8
semanas de sedentarismo. Aumento na expressao de SOD de WKY-T vs WKY-S foi
observado ja em T, (+100%), mantendo-se neste patamar até Tg, apesar de
pequena reducdo em T, (Figura 22A). Houve nos SHR-T tendéncia de aumento da
SOD (T4) que, no entanto, atingiu niveis de significancia em Tg (+54%, Figura 22A).
Ao final dos protocolos a expressdo de SOD estava significativamente aumentada

em SHR-Tg vs SHR-Sg (+73%, figura 22B).
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Figura 22 - A. Evolugdo temporal da expressdo do RNAm da SOD em ratos WKY e SHR sedentarios
(S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo da SOD ao final das 8 semanas experimentais.
Significancias P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.
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4.6.4.2 Expressdo génica de NqO

Analisamos também a expressao génica de NqO, a qual mostrou-se similar
entre WKY e SHR (1,04 + 0,13 vs 1,89 + 0,47) no inicio dos protocolos. O
sedentarismo por 8 semanas nao influenciou a expressdo de NgO nos WKY-S e
SHR-S (figura 23A). Por outro lado, o treinamento promoveu nos WKY aumento
(+105% em T,) na expressao de NqO, seguido de aumento adicional em T4 o qual
se manteve estavel até Tg (+203%). SHR-T também apresentaram aumentos na
expressao de NqO, alcancando significancia apenas em Tg (+123%, figura 23A). Ao
final das 8 semanas experimentais ambos 0s grupos treinados apresentaram

aumentos na expressdo de NqO em relacdo aos respectivos controles sedentarios.
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Figura 23 - A. Evolugéo temporal da expressdo do RNAmM de NgO em ratos WKY e SHR sedentérios
(S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressao da NqO ao final das 8 semanas experimentais.
Significancia P < (0,05): 1 vs SO; # T8 vs S8.

4.6.4.3 Expressdo génica de Catalase

A expressado génica da catalase foi similar entre WKY-S e SHR-S ao inicio
dos protocolos (1,03+0,11 e 1,35+0,22, respectivamente). Nos SHR-S, WKY-S e
WKY-T ndo observamos alteracdes na expressao da catalase durante as 8 semanas
experimentais. Nos SHR-T houve tendéncia ao aumento de sua expressao em Tg
(P>0,05 para SHR-Tg vs. SHR-Sp) que, no entanto, encontrava-se significativamente

elevado quando comparado ao SHR-Sg (Figura 24A). Esta constatacdo foi
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confirmada pela comparacéao da expressao génica da catalase entre grupos ao final
das 8 semanas experimentais: houve aumento apenas nos SHR-Tg (+73% vs SHR-
Sg, figura 24B), que também se mostrou significativamente aumentado quando

comparado aos WKY-Ts.
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Figura 24 - A. Evolugdo temporal da expressdo do RNAm da catalase em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Compara¢édo da expressdo da catalase ao final das 8 semanas
experimentais Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; # T8 vs S8.

4.6.4.4 Atividade enzimdtica da catalase

Além da expressdo do RNAm analisamos também no VE a atividade
enzimatica da catalase, a qual confirmou nossos achados de expressao. Ao inicio
dos protocolos experimentais a atividade da catalase era similar entre WKY-Sg e
SHR-S; (20,62+0,23 e 20,39+0,11, respectivamente). WKY-T, WKY-S e SHR-S nédo
apresentaram variagdes significativas ao longo das 8 semanas. Por outro lado, SHR-
T apresentaram aumento significativo da atividade da catalase em T4 (+5%) o qual
se manteve até Tg (figura 25A). Ao final dos protocolos observamos aumento da
atividade da catalase nos SHR-Tg quando comparado aos SHR-Sg (+5%) e WKY-Tg

(+4%, figura 25B).
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Figura 25 - A. Evolugéo temporal da atividade da catalase em ratos WKY e SHR sedentérios (S) e
treinados (T). B. Comparacdo da atividade da catalase ao término das 8 semanas experimentais.
Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

4.6.4.6 Expressdo génica de GPX

A expressao génica de Gpx no VE encontrava-se significativamente elevada
nos SHR-Sy vs. WKY-S, (2,77+£0,55 vs. 1,05%0,14, Figura 26A), sem grandes
alteracdes desses valores durante as 8 semanas de sedentarismo. Ambos, WKY-T e
SHR-T apresentaram aumento mantido do conteddo de RNAm de Gpx entre T, e Tg
(+3,6-vezes e +1,9 vezes, respectivamente, figura 26A). Coerentemente o final das 8
semanas experimentais a expressao génica de Gpx no VE néo diferia entre SHR-Sg
e WKY-Sg mas encontrava-se significativamente aumentada nos grupos treinados,

quando comparadas a seus respectivos controles sedentarios (figura 26B).
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Figura 26 - A Evolucéo temporal da expressdo do RNAm de Gpx em ratos WKY e SHR sedentarios
(S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressao de Gpx ao final das 8 semanas experimentais.
Significancias P < (0,05): * vs WKY correspondente; T vs SO; # T8 vs S8.
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4.7 Perfil inflamatorio no VE de WKY e SHR

Uma vez que tanto o SRA quanto o estresse oxidativo encontram-se
envolvidos na mediacdo de processos inflamatorios, nosso proximo passo foi
analisar a expressdo génica de algumas das principais citocinas pro-inflamatorias

(TNF-a e IL-1B) e anti-inflamatérias (IL-10).

4.7.1 Expressdo génica de citocinas na condigdo basal

Conforme ilustrado na tabela 7, na condicdo basal a expressdao de TNF-a
encontrava-se elevada nos SHR-Sy vs WKY-S, (aumento de 3-vezes), mas tanto a

expresséo de IL-1B3 quanto de IL-10, ndo apresentaram diferengas entre 0s grupos.

Tabela 7 - Valores basais (semana 0) da expressdo génica de TNF-a,IL-183, e IL-10 em ratos WKY e
SHR sedentarios (S).

WKY-S, SHR-S,
TNF-a - RNAM 1,06%0,16 3,16+0,60 *
IL-1B - RNAm 1,08+0,17 0,98+0,11
IL-10 - RNAm 1,09+0,22 1,97+0,54

Legenda: TNF-o — fator de necrose tumoral alpha; IL-1p — interleucina-lbeta ; IL-10 —
interleucina-10. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente

4.7.2 Efeito do treinamento ou sedentarismo na expressdo génica de
citocinas no VE de WKY e SHR

Na sequéncia sdo apresentados os efeitos do treinamento aerdébio e do
sedentarismo sobre a expressao génica das citocinas pré- e anti-inflamatérias.

No grupo SHR, a maior expressdo de TNF-a no inicio dos experimentos foi
ainda mais aumentada durante as 8 semanas de sedentarismo (+2,3-vezes para Sg
vs. Sp), ao passo que a dos WKY manteve-se no patamar inicial (figura 27A).
Durante o treinamento os SHR apresentaram aumento significativo, mas transitério
da expressao génica de TNF-a (+66%, entre T, e T,) que ndo se manteve atingindo
valores similares a semana 0 entre T4 e Tg (figura 27A). Desta forma, ao final dos

protocolos expressdo de TNF-a encontrava-se elevada apenas nos SHR-Sg, sem
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diferencas entre WKY-Sg, WKY-Tg e SHR-Tg, indicando que o treinamento foi efetivo
em normalizar a elevada expressdo desta citocina pré-inflamatéria nos ratos

hipertensos (figura 27B).
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Figura 27 - A. Evolugdo temporal da expresséo do RNAm de TNF-a em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparagdo da expressdo de TNF-a ao término das 8 semanas
experimentais. SignificAncia P < (0,05): * vs WKY correspondente; T vs SO; # T8 vs S8.

A expressado génica de IL-18 também néo diferia entre WKY-S0O e SHR-SO,
mas apresentou nos SHR aumento significativo durante as 8 semanas de
sedentarismo (de 0,98+0,11 para 2,26+0,37, figura 28A); ndo houve alteracdo nos
WKY mantidos sedentarios, assim como nenhuma alteracdo foi observada nos WKY
durante o protocolo de treinamento. Por outro lado, os SHR-T também apresentaram
aumentos significativos, mas transitorios de IL-1B (+2,6-vezes entre T, e T,, figura
28A), com retorno aos valores basais entre T, e Tg. Desta forma ao final dos
protocolos experimentais a expressao de IL-13, assim como a de expressao de TNF-
a, encontrava-se elevada apenas nos SHR-Sg, sem diferengas entre WKY-Sg, WKY-
Ts e SHR-Tg, confirmando a eficacia do treinamento em normalizar a elevada

expressao de citocinas pré-inflamatérias em ratos hipertensos (figura 28B).
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Figura 28 - A. Evolucéo temporal da expressao do RNAm de IL-18 em ratos WKY e SHR sedentarios
(S) e treinados (T). B. Comparacao da expressédo de IL-1B ao final das 8 semanas experimentais.
Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

Na sequéncia analisamos a expressdo génica de IL-10, a qual também foi
semelhante entre SHR-Sy e WKY-Sg no inicio dos protocolos (figura 29A). Ambos os
grupos sedentérios, assim como os WKY-T, ndo apresentaram alteracdes ao longo
das 8 semanas experimentais. No entanto os SHR-T mostraram elevagéo transitoria
da expresséao de IL-10 em T,, com aumento significativo em Tg (+91% vs. semana O,
figura 29A). De forma oposta ao observado para as citocinas pré-inflamatorias,
expressao de IL-10 ao final dos protocolos encontrava-se elevada apenas nos SHR-
Tg, sem diferencas entre WKY-Sg, WKY-Tg e SHR-Sg, indicando que o treinamento
foi efetivo em elevar a expressao desta citocina anti-inflamatéria nos ratos

hipertensos (figura 29B).
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Figura 29 - A. Evolucado temporal da expressdo do RNAm da IL-10 em ratos WKY e SHR sedentérios
(S) e treinados (T). Comparacdo da expressdo de IL-10 ao final das 8 semanas experimentais.
Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

4.8 Alteracoes sequenciais do treinamento sobre o remodelamento
cardiaco em WKY e SHR sedentdrios e treinados

Nosso proximo passo foi analisar a influéncia da hipertenséo arterial e do
treinamento aerdbio sobre o remodelamento cardiaco. Para tanto analisamos em
todos os grupos experimentais a hipertrofia cardiaca (diametro dos cardiomiécitos e
deposicdo de colageno), a expressdo de genes marcadores da hipertrofia e da

sintese/degradacéo de colageno.

4.8.1 Andlise da hipertrofia cardiaca

A andlise da hipertrofia cardiaca foi realizada por meio de 2 indices indiretos,
quais sejam a razao do peso do VE pelo comprimento da tibia (VE/CT) e a razéo do
peso do VE pelo peso corporal (VE/PC).

Os SHR-S apresentaram ao longo de todo o periodo experimental maior
VE/CT que os WKY-S pareados por idade, com tendéncia a aumento desta razéo ao
longo dos protocolos, o qual sO atingiu niveis de significancia na 82 semana
experimental (Figura 30, P<0,05 para SHR-Tg vs. SHR-Ty). Em ambos os grupos
experimentais, o treinamento ndo determinou quaisquer alteracées na razdo VE/CT

(figura 30).
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Figura 30 - Evolugéo temporal da razdo do peso do VE/comprimento da tibia (VE/CT) em SHR e
WKY treinados (T) e sedentarios (S) ao longo das 8 semanas experimentais. Significancias (P <
0,05): * vs WKY correspondente; T vs semana 0.

Também a andlise da evolucédo VE/PC ao longo das 8 semanas experimentais
(Figura 31) mostrou que os SHR-S apresentavam hipertrofia cardiaca quando
comparados WKY-S de mesma idade. E interessante observar-se que nos 4 grupos
o aumento da massa do VE foi proporcional ao aumento do peso corporal, sem
alteracdes significativas da razdo VE/PC durante as 8 semanas experimentais. O

treinamento determinou apenas aumento da razdo VE/PC nos SHR-Tg vs. SHR-Sg

(Figura 31).
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Figura 31 - Evolucdo temporal da razdo do peso do VE/peso corporal (VE/PC) em SHR e WKY
treinados (T) e sedentérios (S) ao longo de 8 semanas experimentais. Significancias (P < 0,05): * vs
WKY correspondente; # T8 vs S8.
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A andlise do diametro dos cardiomiocitos do VE (histologia para a
hematoxilina-eosina representada na figura 32) confirmou a presenca de hipertrofia
cardiaca nos SHR-S quando comparados aos WKY-S (13,43+023 vs. 10,39+0,15
um, respectivamente, figura 33). Também ndo observamos nenhuma alteracao no
didametro dos cardiomiécitos nos SHR-T e WKY-T quando comparados a seus
respectivos controles sedentarios, mostrando que o treinamento de baixa a
moderada intensidade em esteira ergométrica ndo alterou este parametro

morfologico.

Figura 32 - Imagem representativa de cortes histolégicos corados com solugdo de hematoxilina-
eosina para analise do diametro de cardiomidcitos no VE de ratos WKY e SHR
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Figura 33 - Comparacéo do didmetro dos cardiomidcitos nos grupos WKY e SHR sedentéarios (S) e
treinados (T) ao final da oitava semana de protocolos. SignificAncias (P < 0,05): * vs WKY
correspondente.

4.8.2 Expressdo de genes indicadores da hipertrofia cardiaca

O desenvolvimento da hipertrofia cardiaca em resposta a estimulos
patologicos e/ou fisioldgicos é acompanhado da alteracdo da expressdo de genes
relacionados a producdo de proteinas contrateis e estruturais do coracdo. Para
investigarmos a expressdo desses marcadores de hipertrofia, analisamos a
expressao génica de a-MHC, B-MHC, a-actina e ANP, genes comumente utilizados
na caracterizacdo da hipertrofia cardiaca. Como observado na tabela 8, ao inicio

dos protocolos todos esses marcadores mostravam-se elevados no VE de SHR-Sg

guando comparados aos WKY-Sy pareados por idade.

Tabela 8 - Valores basais (semana 0) da expressao génica de a-MHC, 3-MHC, a-actina e ANP em
ratos WKY e SHR sedentéarios (S).

WKY-So SHR-S,
o-MHC RNAmM 1,11+0,22 2,68+0,57*
B-MHC RNAm 1,12+0,23 4,43+0,73*
o-actina RNAm 1.0740,18 4.38+1,34*

ANP RNAm 1,19+0,35 9,99+1,22*

Legenda: a-MHC — alpha miosina de cadeia pesada; f-MHC — beta miosina de cadeia pesada;
a-actina — alpha actina; ANP — peptide natriurético atrial. Significancia P < (0,05): * vs WKY
correspondente
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Ao inicio dos protocolos a expressdo de a-MHC era superior nos SHR vs.
WKY (+141%, Figura 34A). Ambos, WKY e SHR mantidos sedentarios por 8
semanas nao apresentaram alteracfes na expressdao de a-MHC. O treinamento
promoveu em T, efeitos transitorios e antagdénicos em WKY (aumento de 138%) e
SHR (reducdo de 50%), com retorno aos niveis iniciais nos SHR-Tg, mas
manutencdo da elevacdo de a-MHC nos WKY-Tg (+118% vs. WKY-S, figura 34A).
Em funcéo destas alteracfes ao longo das 8 semanas, ndo observamos ao final dos

protocolos diferencas entre os grupos experimentais (figura 34B).
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Figura 34 - A. Evolugdo temporal da expressdo do RNAm da a-MHC em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo de a-MHC ao final das 8 semanas
experimentais. SignificAncia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO.

Também a expressdo génica de B-MHC, encontrava-se mais elevada nos
SHR-Sg vs WKY-Sg (+295%, Figura 35A). Nao observamos alteracéo de 3-MHC nos
grupos sedentarios apos 8 semanas, apesar de tendéncia a reducdo nos SHR-Sg e
aumento nos WKY-Tg. O treinamento nos SHR evoluiu com queda na expresséo de
B-MHC entre Ty (-37%) e T, com retorno aos niveis basais em Tg. Ja nos WKY-T,
observamos aumento na expressao de B-MHC em T; (+157%), o qual se manteve
estavel até Tg (figura 35A). Ao final dos protocolos ndo observamos diferencas entre

SHR e WKY treinados e sedentarios (figura 35B).
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Figura 35 - A. Evolugdo temporal da expressao do RNAm da B-MHC em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo de B-MHC ao final das 8 semanas
experimentais. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO.

Como observado para os marcadores especificados acima, também a
expressdo da a-actina encontrava-se significativamente elevada nos SHR-SO em
comparacao com a dos WKY-S0 (+309%, figura 36A), sem alteracdo desses valores
nos WKY e SHR mantidos sedentarios por 8 semanas. Nos WKY houve durante o
treinamento tendéncia a aumento da expressdo de a-actina, que, no entanto, nao
atingiu niveis de significancia. Ja nos SHR-T observamos aumento significativo da
expressao de a-actina em T, (+75%) seguido de pequena reducdo em T4, mas
aumento ainda mais intenso em Tg (+165%, figura 36A). Desta forma, ao final das 8
semanas experimentais, a a-actina encontrava-se aumentada em SHR-Sg vs. WKY-
Sg (+3,9 vezes) com aumento ainda mais intenso nos SHR-Tg vs. SHR-Sg
(11,61+1,76 vs. 5,76+0,83, correspondendo a uma elevagao de cerca de 2-vezes,

figura 36B).
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Figura 36 - A. Evolugcdo temporal da expressdo do RNAm de a-actina em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparagdo da expressédo de a-actina ao final das 8 semanas
experimentais. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

A expressao génica de ANP, um importante marcador de hipertrofia cardiaca
encontrava-se muito elevada nos SHR-Sp vs WKY-Sp (9,99+1,22 vs 1,19+0,35,
correspondendo a um aumento de 8,4-vezes, figura 37A). A semelhanca dos demais
marcadores, 8 semanas de sedentarismo ndo ocasionaram alteragdes significativas
na expressao de ANP de ambos os grupos. Nos WKY-T a expressdo de ANP
manteve-se estavel nas 2 primeiras semanas, mas 0 treinamento aumentou sua
expressao entre T4 e Tg (de 1,19+0,35 na semana 0 para 7,80+1,48). Nos SHR-T a
expressdo de ANP manteve-se inalterada até a 42 semana, apresentando uma
intensa elevacdo em T8 (de 9,99+1,50 na semana 0 para 21,89+4,77, um aumento
de 2,2-vezes, figura 37A). Desta forma, ao final das 8 semanas experimentais, a a-
actina expressdo de ANP encontrava-se aumentada em SHR-Sg vs. WKY-Sg (+2,6
vezes) com aumento ainda mais intenso nos SHR-Tg vs. SHR-Sg (21,99+4,77 vs.

8,00+£1,22, correspondendo a uma elevagéo de 2,8-vezes, figura 37B).
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Figura 37 - A. Evolucdo temporal da expressdo do RNAm do ANP em ratos WKY e SHR sedentarios
(S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo do ANP ao final doas 8 semanas experimentais.
Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; T vs SO; # T8 vs S8.

4.8.3 Andlise da deposigdo de coldgeno

Analisamos também o volume de deposicdo de coldgeno por meio da
marcacao por picrossirius, que indica em vermelho o conteudo total de colageno
tecudual. A Figura 38 ilustra para SHR e WKY representativos dos diferentes tempos
experimentais, as alteracfes na deposicdo de colageno induzidas pela hipertensao
(maior nos SHR-S vs. WKY-S) e os efeitos do treinamento aerobio (intensa reducéo
da coloragdo avermelhada nos SHR-Tg vs. SHR-Sg). Dados quantitativos
confirmaram estas observacfes: no inicio dos protocolos ja observavamos maior
deposicao de coldgeno nos SHR-Sy vs WKY-Sg (6,06+0,27 vs 5,09£0,25 AU), a qual
foi ainda mais intensificada nos SHR pela manutencdo do sedentarismo por 8
semanas (6,62+0,83 AU), sem alteracdo da deposicdo de coldgeno nos WKT
mantidos sedentarios (figura 39). O treinamento ndo alterou a deposicdo de
coldgeno nos WKY-T, mas determinou intensa reducdo do contetdo de coldgeno
nos SHR-Tg quando comparados aos SHR-Sg (6,76+0,81 vs 9,62 + 0,83 AU).
Portanto o treinamento foi efetivo em evitar a deposicdo de coldgeno induzida pela
manutencdo da hipertensdo, reduzindo seus niveis no VE apenas nos SHR-Tg

(figura 39).
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Figura 38 - Imagens representativas da deposicdo de colageno em ratos WKY e SHR sedentérios (S)
e treinados (T) ao longo das 8 semanas experimentais
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Figura 39 - Efeitos sequenciais do treinamento (T) e do sedentarismo (S) sobre a deposicdo de
colageno total em ratos WKY e SHR durante as 8 semanas experimentais.

4.8.4 Efeitos do treinamento sobre a sintese de coldgeno no VE de WKY e SHR

Para melhor entendermos os efeitos da hipertenséo associada ao treinamento
sobre a deposicdo de colageno no VE, analisamos também em todos 0s grupos
experimentais a expressao génica do colageno | e lll neste tecido. Ao inicio dos
protocolos a expressdo do RNAmM de colageno | mostrava-se significativamente
elevada nos SHR-Sy quando comparados aos WKY-Sq (5,97£1+37 vs 1,18+0,35 fold

change, figura 40A). Durante as 8 semanas de sedentarismo a expressédo de
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colageno | manteve-se inalterada em WKY-S, mas foi reduzida em 48% nos SHR-Sg.
Por sua vez determinou a partir de T, tendéncia ao aumento de sua expressao no
VE dos WKY-T, atingindo niveis de significancia nos WKY-Tg quando comparado a
semana 0 (+180%, figura 40A). Em aposicéo a esta resposta, os SHR-T mostraram
ja em T; reducao significativa da expressdo génica de colageno | (-50%), que se
manteve neste patamar até T4, com ligeira elevacdo em Tg. A comparacdo da
expressao génica de colageno | indicou efeitos significativos do grupo (P=0,049) e
condicdo (P=0,025), mas sem atingir significancia na comparacao entre os 4 grupos

experimentais (figura 40B).
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Figura 40 - A. Evolucdo temporal da expressdo do RNAm de coldgeno | em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacéo da expressao de colageno | ao final das 8 semanas
experimentais. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO.

Também a expressdo génica de colageno Ill mostrava-se mais elevada nos
SHR-Sp vs. WKY-S; (3,71+£0,87 vs 1,17 + 0,32 fold change, um aumento de 217%,
figura 41A). Durante as 8 semanas de sedentarismo observamos tendéncia ao
aumento da expressdo nos WKY-S, mas reducao significativa nos SHR-Sg (-58%),
guando comparados a semana 0. O treinamento foi acompanhado a partir de T, de
tendéncia ao aumento da expressao de colageno Ill no VE dos WKY-T, atingindo
niveis de significancia nos WKY-Tg quando comparado a semana 0 (+147%, figura

41A). O treinamento determinou tendéncia a reducéo dos niveis de colageno Il nos
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SHR-T, (P>0,05), com retorno aos valores basais em Tg. A comparacdo da
expressao génica de colageno Il ao final dos protocolos indicava significancia para o
fator condicdo (P=0,034), com aumento significativo nos SHR-Tg quando

comparados aos SHR-Sg (+146%), sem diferencas entre WKY-T8 e WKY-S8 (figura

41B).
=] e |
E ° . % =0 #
S 4 e
S , .
< / ]
S N t g4
© i - Sennr ! ©
E 2] g fo ! ©
<ZE + €21
<
X T T T T - Z
-2 0 2 4 6 8 ad
O T T
Semanas Sg Ts Sg T
*A**WKY-S; =4 WKY-T; :@- - SHR-S; o= SHR-T WKY SHR

Figura 41 - A. Evolugdo temporal da expressdo do RNAm de colageno Ill em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacéo da expressao de colageno lll ao final das 8 smanas
experimentais. SignificAncias P < (0,05): * vs WKY correspondente; T vs SO; # T8 vs S8.

4.8.5 Efeitos do treinamento sobre a expressdo de genes envolvidos na
regulagdo da degradagdo do coldgeno

O balanco entre a sintese e degradacdo de colageno é essencial para a
manutencdo do contetdo ideal de coldgeno no VE. Entre as enzimas envolvidas
neste processo destacam-se as metaloproteinases de matriz extracelular (MMP) e
os inibidores das metaloproteinases (TIMPS).

Ao inicio dos protocolos a expressao génica de MMP2 era maior nos SHR-Sg
vs WKY-Sp (1,90 + 0,25 vs 1,05 £ 0,16 fold change, correspondendo a uma elevagéo
de 80%, figura 42A). A manutencao do sedentarismo por 8 semanas ndo causou nos
WKY-S e SHR-S alteracfes significativas na expressao de MMP2. Por outro lado,
observamos reducéo significativa mas transitéria na expressdo de MMP2 nos SHR

entre T, e T4 (queda de 43%, figura 42A), a qual retornou aos niveis basais em Tsg.

Ja nos WKY-T a expressao de MMP2 manteve-se estavel nas 2 primeiras semanas
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de treinamento, apresentando tendéncia ao aumento entre T, e Tg. Ao final dos
protocolos a expressdo de MMP2 mostrou-se elevada em SHR-Sg vs. WKY-Sg

(+66%) e entre WKY-Tg vs WKY-Sg (+72%, figura 42B).
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Figura 42 - A. Evolugdo temporal da expressdo do RNAm da MMP2 em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo da MMP2 final das 8 semanas
experimentais. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

A expressdo de TIMP1 também estava aumentada em SHR-Sy vs WKY-S,
(3,61 £ 1,10 vs 1,11+0,23 fold change, correspondendo a uma elevacdo de 225%,
figura 43A). Houve ligeira elevacdo nos grupos WKY-S e SHR-S, mas o
sedentarismo ndo promoveu mudancas significativas de seu conteddo. O
treinamento nao alterou a expresséo de TIMP1 nos WKY-T, mas mostrou tendéncia
a reducdo nos SHR-T entre T4-Tg (P>0,05, figura 43A). Ap6s 8 semanas
experimentais a expressao de TIMP1 encontrava-se aumentada nos SHR-Sg vs

WKY-Sg (+2,2-vezes), mas reduzida nos SHR-TSg vs SHR-Sg (-53%), figira 43B).
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Figura 43 - A. Evolucdo temporal da expressédo do RNAm da TIMP1 em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressao de TIMP1 ao final das 8 semanas
experimentais. Significancia P < (0,05): * vs WKY correspondente; 1 vs SO; # T8 vs S8.

Também a expressao de TIMP2 mostrava-se elevada nos SHR-Sy vs. WKY-
So (4,11+£1,64 vs 1,14+0,27 fold change, uma elevagao de 260%, figura 44A). Tanto
WKY como SHR ndo apresentaram alteracdes durante as de 8 semanas de
sedentarismo. De modo similar, os grupos treinados também ndo apresentaram
alteracdes na expressdo de TIMP2, o que determinou durante todos os protocolos
valores mais elevados nos grupos SHR (figura 44A). Ao término das 8 semanas

experimentais a expressdo de TIMP2 foi superior em SHR-T8 (+253%) e SHR-S8

(+172%) vs seus respectivos controles normotensos (figura 44B).
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Figura 44 - A. Evolucdo temporal da expressdo do RNAm da TIMP2 em ratos WKY e SHR
sedentarios (S) e treinados (T). B. Comparacdo da expressdo de TIMP2 ao final das 8 semanas
experimentais. SignificAncia P < (0,05): * vs WKY correspondente.
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5 DISCUSSAO

Durante todo o protocolo experimental acompanhamos o desenvolvimento
corporal dos grupos WKY e SHR pela mensuracdo do peso corporal total (g).
Observamos que até a 42 semana de protocolo SHR e WKY treinados e sedentarios
apresentaram desenvolvimento corporal similar como demonstrado pelo ganho de
peso semelhante. No entanto na 82 semana, SHR apresentaram menor peso
corporal em relagcdo aos WKY pareados por idade, fato que pode ser atribuido ao
fato dos SHR serem simpatoténicos (BRODY e O’NEILL, 1984) o que implica em
comportamento mais agitado, representando um maior gasto energético diario.

A analise da capacidade fisica por meio de testes de esfor¢co ao longo dos
Nnossos protocolos experimentais confirmou, como esperado, a potencialidade do
treinamento aerébio em aumentar similarmente o desempenho fisico de WKY e
SHR, bem como a manutencdo do desempenho nos WKY e SHR mantidos
sedentarios repetindo dados de trabalhos anteriores do laboratério (79,145,150).
Entre os fatores que contribuem para a melhora do desempenho fisico decorrente do
treinamento aerdébio destacamos a reducdo da resisténcia muscular esquelética e o
aumento da densidade capilar na musculatura exercitada, o que ja haviamos
demonstrado tanto em WKY como SHR (10,145,151). O remodelamento arteriolar
com reducéo da razéo parede/luz assim como o aumento da capilarizagdo muscular
facilitam o aporte sanguineo, o transporte e a captacdo de oxigénio contribuindo
para o aumento do consumo maximo de oxigénio e consequentemente melhora do
desempenho (10,151-153). O primeiro teste de esforco maximo também
demonstrou que os SHR partem de um nivel superior de desempenho quando
comparados aos controles normotensos, condicdo atribuida a fatores

comportamentais como a ansiedade (154), e/ou locomoc¢édo e fuga a estimulos
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aversivos (155) caracteristicas comuns dos SHR. Importante ressaltar que apesar da
maior capacidade fisica dos SHR em relacdo aos WKY, o ganho observado apos 8
semanas de treinamento foi exatamente o0 mesmo em ambos 0S Qrupos,
demonstrando a similaridade do estimulo aplicado. Em relacdo aos animais
mantidos sedentarios, WKY néo apresentaram alteracdo de desempenho, mas 0s
SHR apresentaram pequeno declinio apés 8 semanas que embora nao tenha
alcancado significancia, sugere que o sedentarismo pode a longo prazo ser mais
prejudicial para individuos hipertensos do que para 0s normotensos.

A melhora no desempenho fisico nos WKY e SHR treinados confirma-se
ainda pela menor FC de repouso tanto em relacdo a semana 0, observada ja em T,
como em relacdo aos controles Sg. A reducdo da frequéncia cardiaca, denominada
na literatura cientifica de bradicardia de repouso é um efeito classico do treinamento
aerobio o qual tem se reproduzido em estudos de nosso (10,60,79,142,143) e outros
laboratorios (156,157). AdaptacBes a nivel central e periférico encontram-se
envolvidas no estabelecimento da bradicardia de repouso tanto em modelos de
experimentacdo animal como em humanos. Diferentes estudos ja demonstraram que
a reducado da frequéncia de disparos do nddulo sinoatrial, também conhecida como
frequéncia intrinseca de marcapasso € um dos mecanismos responsaveis pela
bradicardia de repouso (158-160). Com relacdo as adaptacdes neurais, estudos de
nosso laboratério demonstraram a eficacia do treinamento aerébio de baixa a
moderada intensidade em facilitar a modulacao ocitocinérgica ao complexo solitario-
vagal dos individuos treinados (8,161), aumentando o t6nus vagal e favorecendo a
reducdo da FC de repouso, assim como a menor resposta taquicardica ao exercicio
dindmico observada em individuos treinados (150,162,163). Outros estudos

demonstraram ainda reducdo do ténus simpatico (161) bem como aumento da
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atividade vagal ao coracdo (144,150). A bradicardia de repouso decorrente do
treinamento aerdbio é também atribuida a melhora da eficiéncia contréatil do coracéo
caracterizada pelo aumento do volume sistdlico de ejecdo, garantindo assim a
manutencao do débito cardiaco apesar da FC reduzida (164).

Durante todo o periodo experimental os valores de PAM em SHR foram
superiores em relacdo aos WKY, confirmando a presenca da hipertensdo neste
modelo experimental de forma semelhante aos trabalhos da literatura
(60,79,149,165). Um dos principais objetivos de intervencfes tanto farmacoldgicas
guanto ndo farmacologicas adotadas no tratamento da hipertensédo arterial é a
reducado dos niveis pressoricos (2,166). Embora nosso protocolo de treinamento nao
tenha normalizado a PA dos SHR, ao final dos protocolos a PA foi parcial mas
significativamente reduzida nos SHR-Tg vs SHR-Sg. Especificamente, o treinamento
impediu nos SHR treinados o aumento progressivo da PA conforme observado nos
SHR sedentarios, indicando que o treinamento neste lote de ratos foi iniciado pouco
antes da estabilizacdo da hipertenséo a qual é geralmente observada ao redor dos 3
meses de idade (167). Nossos dados confirmam, portanto, a eficiéncia do
treinamento aerdbio em manter os niveis de PA em um patamar inferior ao dos
sedentarios, 0 que € extremamente importante considerando que reducfes mesmo
que pequenas da PA diminuem significativamente a incidéncia de lesdes em 6rgaos-
alvo e eventos cardiovasculares. Reforcam ainda utilizacdo do exercicio aerdbio
como medida preventiva em individuos que apresentam fatores de risco para
doencas cardiovasculares (2,166). As analises dos dados funcionais mostrou,
portanto, que a melhora da capacidade fisica nos animais treinados foi

acompanhada de bradicardia de repouso em ambos os grupos e reducao da PA nos



107

hipertensos treinados, resultados esses que vao de encontro a dados da literatura
(1,60,110,139,144).

Véarios estudos tém sugerido que os efeitos benéficos do treinamento
aerobio sobre o sistema cardiovascular sdo em parte mediados por alteracdes na
expressdo/ atividade do SRA induzidos pelo exercicio (168-171). De fato,
demonstramos recentemente que o treinamento aerobio foi muito eficaz em reduzir a
atividade do SRA pela intensa diminuicdo do conteudo de Ang Il e Ang (1-7) nas
artérias aorta, caroétida, renal e femoral de ratos SHR (60). Observamos também que
sendo o SRA diferencialmente expresso em diferentes segmentos do leito arterial
(concentracdes mais elevadas na renal, intermediarias na femoral e carétida e
menores na aorta), os efeitos do treinamento também diferiram entre os vasos, com
maior magnitude de reducdo da Ang Il em relacdo a Ang (1-7) na artéria renal,
determinando menor razdo Ang II/Ang (1-7) neste segmento arterial em relacdo aos
SHR sedentéarios, o que constatamos contribuir para a reducdo da PA observada
(60). A partir deste trabalho nos questionamos sobre a possibilidade do treinamento
em corrigir diferencialmente a expressao/ativacdo do SRA em outros territérios como
por exemplo o cardiaco, comparando-o ao plasmatico. Para responder esta questao,
analisamos os efeitos do treinamento aerdbio sobre parametros cardiovasculares
simultaneamente a expressao de varios componentes do SRA nestes dois territorios.
Além disto, para melhor entendermos os mecanismos que condicionam estas
respostas, analisamos também altera¢des no balanco oxidativo, no perfil inflamatorio
e na hipertrofia cardiaca determinadas pelo treinamento em SHR e seus controles
normotensos

Nossos dados demonstraram na fase cronica da hipertensdo espontanea

elevada concentragdo plasmatica de Ang | em SHR-S vs WKY-S. Embora néo
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apresente acodes biolégicas conhecidas, a Ang | € um importante precursor da Ang Il,
via ECA, assim como da Ang (1-7), originada através de vias alternativas (49).
Portanto, a elevada concentracdo de Ang | € um indicativo da hiperativacdo do SRA
plasmatico, além de ser condicdo essencial para a maior formacdo de Ang Il em
SHR. De fato, confirmamos maior conteudo de Ang Il plasmatica nos SHR-S vs
WKY-S na semana inicial dos protocolos (identificada como semana 0), condicéo
esta que se manteve inalterada nos ratos mantidos sedentarios por 8 semanas.
Assim a maior PA observada nos SHR pode ser atribuida a elevada concentracéo
de Ang Il, a qual agindo em receptores AT; promove vasoconstricao (172,173). Por
outro lado, ndo observamos diferencas no contetado plasmatico de Ang (1-7) entre
WKY-S0 e SHR-S0. A razdo Ang ll/Ang (1-7) plasmatica mostrou-se ligeiramente
superior em SHR-Sy vs WKY-S,, porém significante ao término de 8 semanas de
sedentarismo, confirmando assim nos hipertensos o desequilibrio entre as acdes da
Ang Il e da Ang (1-7), com predominio da Ang Il (47,174). Além da vasoconstricdo, a
Ang Il ao ligar-se aos receptores AT,, ativa diferentes vias intracelulares que
promovem o remodelamento vascular, a rarefacédo capilar e a facilitagdo da atividade
nervosa simpatica aos vasos, fatores estes que contribuem para o aumento da
resisténcia vascular periférica e consequentemente da PA (107,173,175).

Para nossa surpresa, apesar da hipertensdo ja estabelecida nos SHR no
inicio dos protocolos experimentais, ndo observamos diferencas no conteudo
cardiaco de Ang Il entre SHR-S; e WKY-S,. Porém, apés 8 semanas de
sedentarismo a Ang Il cardiaca mostrava-se significativamente superior nos SHR-Sg
vs WKY-Sg. A analise temporal do perfil de angiotensinas no plasma e VE sugerem
que a hiperativacdo do SRA plasmatico precede a hiperativacdo do SRA cardiaco

mostrando uma especificidade tecido-dependente, de maneira similar ao
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anteriormente observado para os diferentes segmentos arteriais (60). O conteudo de
Ang (1-7) foi também similar entre WKY-Sy e SHR-S, contribuindo para a igualdade
da razdo Ang Il/Ang (1-7) no ventriculo esquerdo de normotensos e hipertensos na
semana 0. Apesar da elevada PA observada nesta fase de vida dos SHR (3 meses
de idade), o SRA cardiaco ainda se encontra em equilibrio, como demonstrado pela
igual proporcdo dos principais efetores dos 2 eixos do SRA. Esta condicdo foi, no
entanto, perdida pela manutencdo do sedentarismo uma vez que em 8 semanas
apos a razao Angll/Ang(1-7) estava aumentada em relacdo ao WKY-Sg (47,174).

Observamos também que ao inicio dos protocolos a expressdo de
receptores AT, e Mas no VE foram superiores em SHR-Sy vs WKY-Sy. Assim
acreditamos que neste periodo (3 meses de idade) os efeitos deletérios em SHR
desencadeados possivelmente pela acdo da Ang Il cardiaca, via receptores AT,
possam ser contrabalancados pelas acBes da Ang (1-7) via receptores Mas
(136,176).

Em conjunto nossos dados sobre a evolucdo da expressdo simultanea do
SRA no plasma e coracdo indicaram que a hipertensdo arterial nos SHR é
acompanhada de aumento da atividade do SRA plasmatico ja aos 3 meses de idade
enquanto que hiperativacdo do SRA cardiaco foi observada apenas ao final do
protocolo de sedentarismo, quando a prole tinha 5 meses de idade. Em razdo da
enorme potencialidade deletéria hiperativacdo do SRA pelo eixo Ang II-ECA-receptor
AT;, o blogueio farmacologico desta via tem sido amplamente utilizado no
tratamento da hipertensao arterial (177). Aléem disso, mudancas no estilo de vida que
estimulam a pratica regular de atividade fisica sdo também amplamente

recomendadas por diversos estudos (2,139,166). Frente a estas observacdes
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analisamos se os efeitos benéficos do treinamento aerdobio s&o extensivos ao SRA
plasmatico e cardiaco.

O treinamento determinou reducéo de Ang Il tanto no plasma como coracéo
de SHR e WKY, porém diferencas temporais e na magnitude da queda nos indicam
gque possivelmente o SRA plasmatico e cardiaco respondem de maneira
diferenciada ao exercicio aerobio de maneira similar ao observado em segmentos
arteriais (60). Observamos que em SHR-T, a reducdo significativa do contetudo
plasmatico de Ang Il ocorreu em T, atingindo 0 maximo em T4, a0 passo que nos
WKY-T a queda de Ang Il ocorreu apenas em T,4. No coracdo a queda significativa e
maxima da concentracdo de Ang Il nos SHR-T ocorria ja em T; ao passo que em
WKY-T reducao significativa sé foi observada em T,4. Por outro lado, os contetdos
plasmatico e cardiaco de Ang (1-7) responderam ao treinamento com aumentos
similares e progressivos nos SHR-T e WKY-T. Ao compararmos estes resultados
com os obtidos anteriormente em artérias novamente constatamos a uma resposta
tecido-especifica do SRA, uma vez que em artéria renal e femoral o conteddo de
Ang (1-7) foi reduzido pelo treinamento (60) ao passo que o contetdo de Ang (1-7)
se mostrava aumentado no plasma e VE dos SHR-T .

Em funcéo da grande reducdo do contetdo de Ang Il e do aumento da Ang
(1-7) no plasma e VE, o treinamento promoveu em ambos intensa redugéo da razéo
Ang ll/Ang (1-7), indicando uma desativagao seletiva do eixo Ang II-ECA-AT1 e o
favorecimento do eixo Ang(1-7)-ECA2-receptor Mas, como observado anteriormente
para vasos e cerebro em trabalhos de nosso laboratério (60,94). Realmente varios
trabalhos da literatura tém mostrado a eficacia da reducdo do eixo vasoconstritor-

proliferativo-pré-inflamatério assim como a potencializacdo do eixo vasodilatador-
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anti-proliferativo-anti-inflamatério no tratamento de varias patologias que cursam
com hiperativacdo do SRA(47,174).

Acreditavamos que as diferencas observadas no contetudo de Ang Il e Ang
(1-7) fossem devido a alteracbes na atividade da ECA e ECA2 respectivamente,
porém trabalhos anteriores ndo demonstraram alteracdes na atividade plasméatica
destas enzimas apdés treinamento aerébio, sugerindo que o exercicio pode também
modular vias alternativas de producdo destes peptideos (60,178). Em relacdo ao
coracdo, é também possivel que o treinamento possa modular a atividade da
guimase, enzima cardiaca que cliva Ang | em Ang Il. H4 também a possibilidade de
gue a reducédo das concentracdes de Ang Il e Ang (1-7) nos animais treinados seja
devida a reducdo da expressdo do angiotensinogénio, o precursor da sintese de
todas as angiotensinas. Em apoio a esta possibilidade, demonstramos recentemente
em dareas auton6micas de controle cardiovascular que o principal efeito do
treinamento em reduzir a expressao/atividade do SRA cerebral de SHR € a pronta e
extensa reducdo da sintese do angiotensinogénio nestas areas (79,94). De fato, a
reducdo no contetdo de Ang | observada no plasma e VE dos SHR-T e WKY-T é em
parte decorrente da reducdo da expressdo do angiotensinogénio nestes territorios.
Ainda o conteudo reduzido de Ang | sugere que uma menor atividade da renina
também possa estar envolvida neste processo (179). Um outro fator a ser
considerado na reducao da ativacdo do SRA subsequente ao treinamento € o tipo de
exercicio utilizado: o treinamento aerébio em esteira foi eficaz em determinar
‘downregulation’ do SRA plasmatico e tecidual (79,94) e dados do presente trabalho,
enguanto que o treinamento por natacao (também realizado durante 8 semanas) nao
desencadeou alteragbes na concentragao de Ang Il no VE e de Ang (1-7) no plasma

de SHR e ratos Wistar (148). A comparacdo desses dados indica ser o treinamento
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aerobio em esteira uma excelente pratica a ser adotada para reducédo da atividade
do SRA. Acreditamos, portanto, que a menor ativacdo do eixo vasoconstritor-
proliferativo-pré-inflamatério do SRA desencadeada pelo treinamento em esteira
esteja em parte modulando seus efeitos benéficos sobre as adaptacbes
hemodinamicas e cardiaca observadas nos SHR-T.

A associacdo das acdes da Ang Il com a hipertenséo arterial nos sugere que
a menor PA observada em SHR-Tg vs SHR-Sg € parcialmente devida a reducao da
disponibilidade de Ang Il induzida pelo treinamento. Reducdo de Ang Il plasmatica
em SHR foi também observada em 2 estudos que utilizaram o treinamento de
natacdo por 8 semanas, porém em apenas um deles a PA foi reduzida ao final dos
protocolos (149,180). Essa divergéncia na resposta da PA ao treinamento reforca
ainda a importancia da escolha do tipo de exercicio, uma vez que estudos de nosso
e outros grupos reportam repetidamente reducdo da PA quando se utiliza do
treinamento aerdbio em esteira (60,110,143,144,181,182). Corroborando a ideia de
que reducdo da biodisponibilidade da Ang Il € capaz de reduzir a PA, diversos
estudos utilizando antagonistas do receptor AT, inibidores da ECA e da renina, tem
demonstrado grande eficiéncia na reducéo da PA (2,166,172).

Simultaneamente a reducdo da Ang Il plasmatica, a Ang (1-7) plasmaética foi
aumentada pelo treinamento. Sabe que ativacdo do receptor Mas pela Ang (1-7)
desencadeia ac¢des vasodilatadoras, anti-proliferativas e anti-inflamatorias, de forma
que a maior biodisponibilidade de Ang (1-7) promovida pelo exercicio aerébio
desponta como outro fator a determinar queda da PA em SHR-Tg. Embora os
mecanismos envolvidos n&do estejam totalmente elucidados, sabe-se que a Ang (1-7)
esta relacionada com a maior liberacdo de 6xido nitrico, um potente vasodilatador, o

qual pode contribuir para a reducdo da PA (13). Em adicdo a seus efeitos sobre a
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funcdo endotelial e o tdnus vascular, Ang (1-7) também apresenta efeitos opostos
aos da Ang Il em relacédo a proliferacdo celular no masculo liso vascular (175,183).
Assim a normalizacdo da razdo parede/luz em ratos SHR treinados bem como
aumento da rede capilar que foram associados a reducdo da PA em trabalhos
anteriores de nosso laboratério (10,145,151), podem ter sido em parte
condicionados pela alteracdo do balanco Ang II/Ang(1-7) demonstrada no presente
trabalho.

Como a precoce desativacdo do SRA plasmatico e cardiaco foi
acompanhada de queda da PA e FC nos SHR-T, nosso proximo passo foi investigar
se a reducdo da atividade do SRA nos SHR-T era acompanhada de alteracbes do
estresse oxidativo, da inflamacédo e do remodelamento do VE.

Aos 3 meses de idade os SHR-S, além do maior conteudo de Ang Il
plasmatica, apresentaram também maior expressdo génica de enzimas geradoras
de EROs (NOX2 e NOX4) e maior biodisponibilidade de EROs no VE quando
comparados aos WKY-S. Sabe-se que a Ang Il é um potente estimulador da
atividade e expressdo das NOXs bem como de suas subunidades reguladoras
levando ao aumento da geracdo de EROs (15,107,114,184). Como ressaltado por
Touyz e Schiffrin (2000) (15) a Ang Il tem importante participacdo na maior
biodisponibilidade de EROs nos hipertensos. De fato, no grupo SHR-S ao final de 8
semanas a razdo Angll/Ang(1-7) plasmatica e cardiaca mostrava-se elevada sendo
acompanhada de aumento na expressdo de NOX2 e maior estresse oxidativo no VE
de SHR-Sg quando comparado aos valores iniciais. No entanto, 0 acompanhamento
dos efeitos temporais do treinamento e sedentarismo ao longo das 8 semanas
experimentais nos impede de atribuir a maior biodisponibilidade de EROs no VE de

SHR apenas a atividade das NOXs, uma vez que ao final dos protocolos a



114

expressao de ambas NOX2 e NOX4 no VE de SHR-Sg eram similares a dos SHR-Tg,
ao passo que a biodisponibilidade de EROs encontrava-se elevada nos SHR-S8 e
reduzida nos SHR-Ts. Embora indmeros estudos tenham confirmado a
potencialidade do exercicio em reduzir o estresse oxidativo, o papel do treinamento
sobre a atividade da NADPH oxidase bem como sobre a expressdao de suas
subunidades ndo se encontram completamente esclarecidos (120).

Deve-se ressaltar que os efeitos do treinamento sobre o SRA plasmaético e
tecidual e sobre o estresse oxidativo no coracdo (a partir de T,) ocorreram mesmo
com a manutencdo de niveis pressoricos elevados, uma vez que a queda de PA
induzida pelo treinamento foi parcial (-11% em Tg vs Sg) e observada apenas na 82
semana experimental. A dissociacdo entre os efeitos deletérios da hipertensao
induzidos pela hiperatividade do SRA daqueles induzidos pela elevacéo da PA per
se ja foram demonstrados em ratos hipertensos por coarctacdo subdiafragmatica da
aorta tratados ou ndo com losartan nos quais se mostrou o papel crucial
desempenhado pela Ang Il (80,81,83,185). Além disso, embora ndo seja foco de
nosso trabalho, tem-se demonstrado que a alta sobrecarga cardiaca desencadeada
pela hipertensédo pode levar a disfuncdo mitocondrial (as mitocéndrias sdo um dos
maiores constituintes do coracdo) com o consequente aumento de producdo de
EROs (186,187).

Fato que chamou nossa atencao foi 0 aumento da expressdo de NOX4 no
VE de WKY-T mas ndo nos SHR-T quando comparados aos respectivos controles
sedentarios. A NOX4 é responsavel principalmente pela producéo de H,O,, a qual
vem sendo atribuido importante papel cardioprotetor (188,189). Possivelmente, a

maior expressdo de NOX4 nos WKY-Tg, via sinalizacao iniciada pelo H,O,, pode ser
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um dos mecanismo envolvidos na adaptacéo funcional do coracdo de normotensos
ao treinamento (12,188).

Sabe-se que 0 aumento exacerbado da producdo de EROs € usualmente
combatido pelas enzimas antioxidantes, cuja ativacdo pode se mostrar deficiente na
condicdo hipertensiva (106,190). De fato, nossos dados apontaram para uma
deficiéncia na ativacdo e nao propriamente na sua expressiao, uma vez que a
maioria das enzimas antioxidantes analisadas apresentaram expressao similar
(catalase, NgqO) ou mesmo aumentada (SOD, GpX, PRDX) nos SHR-S, quando
comparados aos WKY-S,, apesar dos hipertensos ja apresentarem maior
biodisponibilidade de EROs no VE. Além disso, a maior expressdo de SOD, GpX e
PRDX nos SHR-Sy ndo se mostrou eficaz em reduzir os niveis de EROs nos SHR-
So. Este prejuizo era ainda mais evidente ao final das 8 semanas de sedentarismo
uma vez que a expressao das enzimas antioxidantes bem como atividade da
catalase foram similares nos SHR-S8 e WKY-S8 ao passo que a biodisponibilidade
de EROs encontrava-se aumentada nos SHR-S8 vs WKY-S8. Deve-se ter presente
gue além da maior atividade do eixo vasoconstritor, a reducdo da atividade do eixo
vasodilatador nos SHR-Sg quando comparados aos WKY-Sg (indicado pela maior
razdo Ang II/Ang (1-7)) seria outro fator a contribuir para a reducdo das defensas
antioxidantes nos SHR, uma vez que atividade antioxidante tém sido atribuidas a
Ang (1-7) (137,191). A importancia da Ang (1-7) como defesa antioxidante foi
demonstrada por Lin e colaboradores (2016) (137) que descreveram que a reducao
da atividade da SOD no coragcdo de camundongos subsequente a infusdo de Ang Il
era minimizada pela co-infuséo de Ang (1-7).

Importante ressaltar que o treinamento aerobio foi eficaz em reverter o déficit

antioxidante observado nos SHR além de melhorar esta defesa nos ratos
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normotensos. O treinamento induziu em hipertensos e normotensos aumentos
significativos na expressao da expressao da SOD, NgO, GPx, PRDx, com efeitos de
maior magnitude nos SHR-T. Além disto, o treinamento aumentou a expressao e a
atividade da catalase apenas nos SHR-T. A menor expressdo das enzimas
antioxidantes no VE dos hipertensos sedentarios quando comparado a seus
controles normotensos demonstra claramente o papel deletério da hipertensao
associada ao sedentarismo sobre as defesas antioxidantes (119,120), o qual, como
observamos no presente trabalho, foi prontamente revertido pelo treinamento
aerobio. A intensa e pronta reducéo da razdo Ang ll/Ang (1-7) observada no VE dos
SHR-T desde a 12 semana de treinamento deve ter sido essencial para a reducao
da biodisponibilidade de EROs nos SHR-T, que se encontrava praticamente
normalizada a partir de T,. Realmente, varios trabalhos tém ressaltado os efeitos da
Ang Il e da Ang (1-7) em modificar o estresse oxidativo (115,116,192). Abordamos
previamente o possivel papel protetor da NOX4 via producdo de H,O, no coracéo de
WKY (188). De encontro a esta hipotese, a inalteracao tanto da expressao génica
como atividade da catalase nos WKY-T, fortalece a proposicdo de que a maior
producdo de H,O,, decorrente do aumento de NOX4 no VE dos WKY-T, ndo
apresenta acles citotéxicas e sim promova melhora da funcdo cardiaca como
sugerido por(188,189). Este efeito ndo se encontrava presente no coragdo de
hipertensos, indicando um possivel efeito citotoxico do H,O, no coracdo dos SHR e
que os efeitos benéficos do treinamento nesta linhagem ocorra por outras vias
(12,120).

A maior expressdo de TNF-a no VE de SHR-S; vs WKY-S, indica a
presenca da inflamacédo cronica de baixo grau, condicdo frequentemente associada

a hipertensdo arterial (193,194). Os efeitos deletérios da hipertensdo sobre a
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inflamacédo cardiaca foram ainda mais evidentes ao final do protocolo de
sedentarismo (ratos com cerca de 5 meses de idade) quando observamos aumentos
significativos da expressédo de TNF-a e IL-1B8 no VE dos SHR-Sg tanto em relacdo a
semana 0 quanto em relacdo a seus controles normotensos. Nossos dados
suportam a proposi¢cao de que este estado pro-inflamatorio possa ser atribuido tanto
as acdes da Ang Il como ao estresse oxidativo, em razdo da potente capacidade
pré-inflamatéria destes agentes (195).

Interessante observar-se que as 2 primeiras semanas de treinamento
desencadearam um aumento transitorio na expressado de TNF-a e de IL-1B no VE de
SHR ao passo que os WKY nao apresentaram variacdes significativas na expressao
destas citocinas. Sabe-se que o exercicio fisico promove uma resposta inflamatoria,
gue se prolonga por horas apds o termino da sessdo de treinamento (196). Como
nossos animais foram sacrificados em média 26 a 30 horas apos a ultima sessédo de
treinamento, acreditamos que este efeito pro-inflamatério agudo possa ter sido
prolongado nos SHR em virtude da ineficiéncia dos mecanismos de defesa anti-
inflamatoria na condicao hipertensiva. Por outro lado, o retorno de TNF-a e IL-18 aos
niveis basais no VE de SHR ao termino da 4 semana de treinamento, associado ao
o aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10 demonstra que cronicamente
predomina o efeito anti-inflamatério do treinamento aerdbio, indicando sua eficacia
no tratamento da hipertenséao (119,144). Esta constatacdo é ainda mais evidente ao
término dos protocolos quando a expressédo de TNF-a e IL-1B era inferior nos SHR-
Tg vs SHR-Sg e similar a seus controles normotensos. Além disso, a expressao de
IL-10 encontrava-se muito elevada nos SHR-Tg vs SHR-Sg bem como em relacéo

aos controles normotensos. Nossos dados demonstram ainda que a reducdo da
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razdo Angll/Ang(1-7) além favorecer a menor pressao arterial nos SHR-T e reduzir o
estresse oxidativo, contribuiu efetivamente a reducéo da inflamacéao.

Sabe-se que a hiperativacdo do SRA, associada ao estresse oxidativo e a
inflamacédo desencadeiam o remodelamento deletério no coracdo de hipertensos.
Uma vez demonstrado a eficiéncia do treinamento aerobio em combater estes
agentes, nosso proximo passo foi investigar as consequéncias destas adaptacdes
sobre a estrutura cardiaca.

O célculo das razdes VE/CT e VE/PC assim como a quantificacdo do
didmetro dos cardiomidécitos indicaram intensa hipertrofia cardiaca nos SHR quando
comparados aos WKY, durante todo o periodo experimental. Sabe-se que a
instalacdo da hipertrofia cardiaca na hipertenséo arterial representa inicialmente um
mecanismo adaptativo do coracdo em reposta ao aumento da sobrecarga adicional
imposta pela elevada resisténcia periférica (197,198). Além disso, os SHR
apresentam um potente componente genético que desencadeia a hipertrofia
cardiaca (165). O treinamento aerébio de baixa a moderada intensidade em esteira
nao induziu alteracBes adicionais na hipertrofia cardiaca, uma vez que, ambos 0s
grupos treinados e sedentarios apresentaram valores similares e progressivos da
razdo VE/CT durante as 8 semanas experimentais e ndo observamos ao final dos
protocolos diferencas no didametro dos cardiomidcitos entre os grupos treinados e
sedentarios. JA o aumento da razdo VE/CT refletiu uma adaptacdo idade-
dependente uma vez que Zheng e colaboradores demonstraram aumento
progressivo (aos 2, 6, 12 e 18 meses) no peso do VE e peso total do coracdo em
WKY e SHR (199). A maior razédo VE/PC nos SHR-Tg vs SHR-Sg, pode ser atribuida
ao menor ganho de peso corporal observado nos SHR-T e ndo a um possivel

aumento da hipertrofia cardiaca. Além disso, o treinamento aerobio de baixa a
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moderada intensidade em esteira dificilmente promove hipertrofia cardiaca, a qual é
geralmente observada no treinamento de natacao (180,200,201).

A expressdao do ANP, um importante indicador de hipertrofia cardiaca
(202,203) também se encontrava elevado nos SHR-Sy vs WKY-Sy, mantendo-se
inalterada ao término das 8 semanas de sedentarismo. Sabe-se que sobrecarga
cardiaca, como a observada em SHR, estimula a liberacdo de ANP, a qual agindo
em receptores de peptideos natriuréticos (NPR-A) antagoniza os efeitos deletérios
induzidos pelo maior trabalho cardiaco bem como as a¢des de fatores hormonais
como a Ang Il (203). No entanto, acreditamos que frente o elevado contetddo de Ang
Il presente no VE de SHR sedentarios possa ser um fator limitante as acdes
benéficas do ANP no coracdo dos hipertensos. O treinamento aerébio promoveu
aumento da expressao ANP a partir de T4 nos WKY e em Tg nos SHR, de forma que
ao final dos protocolos a expressao de ANP encontrava-se aumentada em ambos o0s
grupos. Sabe-se também que além do envolvimento no controle da natriurese e
diurese os peptideos natriuréticos apresentam acdes antifibréticas no coracdo e
contribuem para melhorar a fracdo de ejecdo (204,205). Assim, como sugerido por
D’Souza et al., (2014) (160), Pescatello et al., (2004) (139) e Cornelissen et al.,
(2011) (156), propomos que o aumento da expressdo de ANP concomitante a
reducdo de Ang Il e ao aumento de Ang (1-7) plasmética e cardiaca induzidos pelo
treinamento tiveram participacao relevante em se contrapor aos efeitos deletérios da
hipertenséo e do sedentarismo sobre o coracdo de SHR. O ANP possui ainda acoes
anti-inflamatorias (206), de forma que o aumento do ANP no VE de SHR treinados
também deve ter contribuido para a reducdo das citocinas pro-inflamatorias no VE

dos SHR.
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A expressao génica das proteinas contrateis do coragéo (a-MHC, B-MHC e
a-actina) sdo também considerados marcadores de hipertrofia cardiaca (12). Nossos
dados mostraram elevada expressdo desses 3 marcadores no VE de SHR-Sy,
guando comparados aos WKY-Sp; mas ao término de 8 semanas de sedentarismo
apenas a-actina permanecia significativamente elevada. E possivel que a reducéo
da expressdo de a-MHC e de B-MHC nos SHR mantidos sedentarios, culminado
inclusive com a perda de estruturas contrateis e menor atividade ATPase (207,208),
possa ser um dos fatores a determinar a futura disfuncdo cardiaca. Esta condicao é
ainda agravada pelo aumento da deposicédo de colageno levando a fibrose cardiaca.
Inimeros estudos tem de fato demonstrado perda da isoforma a-MHC e aumento da
isoforma B-MHC com o avancar da idade com consequéncias negativas na funcéo
cardiaca (209,210). E provavel que a maior expresséo de proteinas contrateis no VE
de SHR-S aos 3 meses de idade, quando da instalacdo da hipertensao crénica, seja
um dos mecanismos a garantir funcionamento eficiente do VE frente a elevada
sobrecarga cardiaca (12,207), situacdo esta que se deteriora com 0 aumento da
atividade do eixo vasoconstritor, trofico, pro-oxidativo e pré-inflamatério do SRA
observado entre o0 3°. e 0 5°. més de idade.

Tratamentos farmacolégicos tém se mostrado eficientes em preservar a
expressao de a-MHC, facilitando a manutencao da funcao cardiaca (210). Nossos
dados mostraram reducgao transitéria da expressao génica de a-MHC, 3-MHC no VE
de SHR em T;-T, com retorno aos valores basais em Tgsugerindo que o treinamento
cronico nao interfere com a expressao dessas estruturas contrateis. Ja a expressao
de a-actina foi significativamente aumentada pelo treinamento no VE dos SHR-T,
com aumento adicional de grande magnitude sendo observado nos SHR-Tg. O

treinamento também ativou precocemente a expressdo de a-MHC e 3-MHC no VE
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dos WKY-T, mantendo-as elevadas até Tg sem, no entanto, alterar a expressao da
o-actina. Embora os efeitos do treinamento sobre a expressdo de proteinas
contrateis do VE tenham diferido entre SHR-T e WKY-T, houve aumentos
significativos em ambos 0s grupos, sugerindo ser o treinamento aerdbio uma
importante conduta para atenuar os efeitos deletérios da hipertensdo sobre a
contratilidade cardiaca.

Além das proteinas contrateis, o treinamento também reduziu
significativamente a elevada expressdo génica de colageno | e colageno Il
(marcadores do colageno maturo e imaturo, respectivamente, (211)) observada no
VE dos SHR-Sy aos 3 meses de idade e impediu o aumento da deposi¢do de
coldgeno no VE (marcado pelo picrossirius red), que caracterizava a evolucao dos
SHR sedentérios entre os 3 e 5 meses de idade. Embora a idade esteja associada
ao acumulo de colageno (212-214), nossos dados demonstraram que este efeito
ocorre precocemente nos SHR-S e que o treinamento foi eficaz em impedir o
aumento de sua deposi¢do nos SHR submetidos ao treinamento aerdbio.

A comparacdo da expressao génica e proteica do colageno durante os
protocolos de treinamento e sedentarismo mostra resultados contraditorios. No
entanto, estudos anteriores tém demonstrado que apesar do aumento da deposi¢cao
idade-dependente da proteina (demonstrada nas analises histolégicas), a expressao
génica do pro-colageno | e Ill bem como colageno | e Il encontrava-se reduzida ou
nao apresentava alteragcdes (213-215) indicando, como observado em nosSsSOs
dados, uma interacdo inversa entre a expressao génica e proteica de colageno. Em
conjunto esses resultados indicam que a instalacdo da hipertensdo espontanea
desencadeia alteracbes precoces nos processos de sintese e degradacdo de

coladgeno, alteracdes estas que na auséncia da hipertensédo sao observadas apenas
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em idades mais avancadas (212,216,217). Por outro lado, o treinamento ao impedir
a reducao da expresséo génica de ambos os tipos de colageno no VE de SHR, deve
proporcionar condi¢cdes para a manutencdo da renovacao de colageno, bem como
impedir a reposi¢ao de colageno estruturalmente defeituoso.

A manutencdo da integridade da matrix extracelular € mediada
principalmente pelas acbes das MMPs, que determinam a taxa de degradacao de
colageno e que estdo sob controle das TIMPs, inibidoras especificas das MMPs
(218,219). O padrdao de expressdo de TIMP-1 e TIMP-2 no VE de SHR-Sy
(significativamente elevadas em comparacdo aos WKY-Sp) sugere um perfil inibitorio
da degradacdo de colageno, condicdo refletida pela maior deposicao de colageno
nos SHR-S. Estudo prévio em ratos normotensos (220) havia demonstrado que o
envelhecimento é acompanhando por aumento de TIMP, reducdo das MMPs e
aumento da deposicao de colageno, indicando o potente efeito inibitério das TIMPs
sobre as MMPs. Elevacéo similar das TIMPs e deposicdo aumentada de colageno
observados j4 aos 3 meses de vida em ratos SHR, sugerem uma aceleracdo deste
processo na hipertensdo arterial. O treinamento aerdbio novamente mostrou-se
benéfico aos SHR uma vez que foi acompanhado de reducdo significativa da
expressdo de TIMP-1 e de TIMP-2, facilitando a acdo das MMP-2 em degradar o
colageno, o que foi confirmado pela menor deposi¢édo de colageno no VE dos SHR-
Tg. Efeito similar ja havia sido descrito no coracdo de ratos idosos (SHR de 21
meses e FBNF1 de 31 meses de idade) submetidos ao treinamento em esteira

(110,220).
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6 CONCLUSOES

Nossos dados confirmam que a hipertensdo arterial em SHR ¢é
acompanhada de hiperativagdo do SRA plasmatico e tecidual. No entanto
demonstramos pela primeira vez que a hiperatividade do eixo Ang Il — ECA — AT,
plasmatico antecede sua hiperatividade no coracdo de ratos SHR. Atribuimos as
acOes da Ang Il plasmatica (via receptores AT;) o elevado estresse oxidativo e perfil
pré-inflamatério assim como a deposicao de colageno no VE de SHR ao inicio dos
protocolos (3 meses de idade). Acreditamos que o contetdo similar de Ang Il no VE
de SHR-S e WKY-S aliado a acdes cardioprotetoras da Ang (1-7) conferem certa
protecdo ao coracdo nesta fase da hipertensdo. J4 aos 5 meses de idade a
manutencao do desequilibrio Ang Il / Ang (1-7) tanto plasmatica quanto cardiaca que
foi acompanhada nos SHR-S de agravamento do estresse oxidativo, perfil pré-
inflamatorio e remodelamento deletério do VE e aumento progressivo da PA.

O treinamento aerébio nos SHR promoveu pronta reducéo da hiperatividade
do SRA cardiaco (T;) e plasmatico (T,) com reducdo simultinea do estresse
oxidativo e correcdo mais tardia (T4-Tsg) do perfil inflamatério no VE. Estas respostas
ao treinamento aerébio foram essenciais para evitar o aumento progressivo da PA
observada nos SHR-S. Contribuiram também para evitar a progressdo do
remodelamento deletério do VE observado nos SHR-S, preservando a

funcionalidade do ventriculo esquerdo nos SHR-T.
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