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EPIGRAFE

“Se os fatos ndo se adequam a teoria mude os fatos.”

Albert Einstein



RESUMO

MAGALHAES, F.C. Papel do sistema renina angiotensina sobre as adaptacdes
eritropoiéticas induzidas pelo treinamento fisico aerobico. 82 folhas. Tese de Doutorado —
Escola de Educacdo Fisica e Esporte, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2011.

O treinamento fisico (TF) promove adaptagcdes no sistema hematopoiético e o sitio NH2-
terminal da enzima conversora de angiotensina | (ECA) hidrolisa um tetrapeptideo
hemorregulador negativo, o Acetil-Seril-Aspartil-Lisil-Prolina (Ac-SDKP). O objetivo do
presente estudo foi investigar se o sitio NH2-terminal da ECA participaria nas adaptacdes
hematopoiéticas induzidas pelo TF. Realizamos duas séries de experimentos. A primeira para
determinarmos qual protocolo de TF seria 0 mais adequado para estudar as adaptacOes
eritropoiéticas e a segunda para estudar o papel do sitio NH2-terminal da ECA nessas
adaptacOes. Série de experimentos 1: ratas Wistar foram divididas em 3 grupos: controle (C),
que realizaram TF (60 min/d, 5dias/sem) de 10 semanas uma vez ao dia (T1) e que realizaram
0 mesmo TF por 8 semanas, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e uma semana 3 vezes ao
dia (T2). Série de experimentos 2: ratas Wistar foram divididas em 4 grupos: controle (C),
controle tratadas com captopril (10 mg.kg™.dia™) (C-Cap), treinadas sob o protocolo T2 (T2) e
treinadas sob o protocolo T2 tratadas com captopril (T2-Cap). Foram medidos: 1) a pressdo
arterial (PA) e a freqiiéncia cardiaca; 2) a hipertrofia cardiaca e atividade da citrato sintase; 3)
0 consumo maximo de oxigénio, o tempo de exercicio e a distancia percorrida em teste
méaximo; 4) a atividade catalitica dos terminais da ECA; 5) a concentracdo plasmatica e na
fracdo extracelular da medula 6ssea de Ac-SDKP; 6) o nimero e a proliferacdo de células
tronco hematopoiéticas (CTH) no sangue e medula; 8) a reticulocitose e meia-vida das
heméacias. As diferencas observadas apresentaram p<0,05. Série de experimentos 1: o
protocolo T2 induziu maiores adaptacBes fisiologicas, morfologicas e funcionais em
comparagdo ao T1. O protocolo T2 foi eficaz em promover adaptacdes no sistema
eritropoiético como aumento no numero e na capacidade proliferativa de CTH, no percentual
de reticuldcitos e reducdo na meia-vida das heméacias. O protocolo T2 aumentou a atividade
catalitica do sitio NH2-terminal da ECA e reduziu a concentracdo plasmatica e na fracéo
extracelular da medula déssea de Ac-SDKP, o que ndo foi observado em T1. Série de
experimentos 2: o grupo T2 apresentou aumento na atividade NH2-terminal da ECA, que foi
inibido no grupo T2-Cap. A inibicdo do sitio NH2-terminal da ECA ndo influenciou a PA nem
afetou as respostas ao treinamento. O grupo T2 apresentou reducdo na concentragao
plasmatica e na fracdo extracelular da medula 6ssea de Ac-SDKP, enquanto no grupo T2-Cap
ndo houve reducdo do Ac-SDKP no plasma e houve atenuacdo da reducdo na fracdo
extracelular da medula 6ssea. Houve aumento no namero e na proliferacdo de CTH na medula
Ossea e no sangue no grupo T2 e este aumento foi parcialmente inibido no grupo T2-Cap.
Houve aumento na reticulocitose no grupo T2 e inibicdo parcial deste aumento no grupo T2-
Cap. A meia-vida das hemaécias foi reduzida em 50% no grupo T2, enquanto no grupo T2-Cap
houve atenuacdo da reducdo. Concluimos que o protocolo de treino T2 estimula a
hematopoiese pelo aumento na atividade do sitio NH2-terminal da ECA, aumento este que
inativa o tetrapeptideo Ac-SDKP.

Palavras-chave: Treinamento fisico; hematopoiese; sitio NH2-terminal da ECA; Ac-SDKP.



ABSTRACT

MAGALHAES, F.C. Role of the renin-angiotensin system on the erythropoietic
adaptations induced by aerobic exercise training. 82 pages. Doctoral Thesis - School of
Physical Education and Sport, University of S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

Physical training (PT) promotes changes in the hematopoietic system and the NH2-terminal
active site of angiotensin-converting enzyme | (ACE) hydrolyzes a tetrapeptide, negative
hemoregulador, the acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-proline (Ac-SDKP). The purpose of this study
was to investigate whether the NH2-terminal active site of ACE plays a role in the
hematopoietic changes induced by PT. We conducted two series of experiments. The first in
prder to determine which PT protocol would be more appropriate to study the erythropoietic
adaptations and the second to study the role of the NH2-terminal site of ACE in these
adaptations. Experiment series 1: female Wistar rats were divided into 3 groups: control (C),
submitted to PT (60 min/d, 5d/week) for 10 weeks once a day (T1) and submitted to the same
TF for 8 weeks, followed by a week 2 times a day and a week 3 times a day (T2). Experiment
series 2: female Wistar rats were divided into four groups: control (C), control treated with
captopril (10 mg.kg-1.day-1) (C-Cap), trained under the protocol T2 (T2) and trained under
protocol T2 treated with captopril (Cap-T2). We measured: 1) blood pressure (BP) and heart
rate, 2) cardiac hypertrophy and citrate synthase activity, 3) the maximum oxygen
consumption, exercise time and distance in maximal test, 4) catalytic activity ACE terminals,
5) plasma and bone marrow extracellular fraction concentration of Ac-SDKP, 6) the number
and proliferation of hematopoietic stem cells (HSC) in the blood and marrow, 8)
reticulocytosis and erythrocyte life-spam. The observed differences presented p <0.05.
Experiment series 1: T2 protocol induced greater physiological, morphological and functional
compared to T1. T2 protocol was effective in causing changes in the erythropoietic system
such as increase the number and proliferative capacity of HSC, the percentage of reticulocytes
and reduced erythrocyte life-spam. The protocol T2 increased the catalytic activity of the
NH2-terminal site of ACE and decreased plasma and bone marrow extracellular fraction
concentration of Ac-SDKP, which was not observed in T1. Experiment series 2: the T2 group
showed an increase in the activity of the NH2-terminal ACE, which was inhibited in group
T2-Cap. Inhibition of the NH2-terminal site of ACE did not influence or affect the BP
responses to training. The T2 group showed a reduction in plasma and bone marrow
extracellular fraction of Ac-SDKP, whereas in the T2-Cap there was no reduction of Ac-
SDKP in plasma and there was attenuation of the reduction in the extracellular fraction of
bone marrow. There was an increase in the number and proliferation of HSC in bone marrow
and blood in the T2 group and this increase was partially inhibited in group T2-Cap. There
was an increase in reticulocytosis in group T2 and partial inhibition of the increase in T2-Cap
group. The erythrocyte life-spam was reduced by 50% in T2, while in the T2-Cap group there
was attenuation of the reduction. We conclude that the training protocol T2 stimulates
hematopoiesis by increasing the activity of the NH2-terminal site of ACE, an increase that
inactivates the tetrapeptide Ac-SDKP.

Keywords: Physical training; hematopoiesis; NH2-terminal active site of ACE; Ac-SDKP.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2,3 DPG 2,3 difosfoglicerato

Ac-SDKP Acetil-Seril-Aspartil-Lisil-Prolina
NH2-terminal Amino-terminal

Ang | Angiotensina |

Ang Il Angiotensina Il

BFU-E Burst forming units-Erythroid”
CD Cluster of differentiation”™

COOH-terminal
CTH

Carboxi-terminal

Células tronco hematopoieticas

ECA Enzima conversora de angiotensina |

Epo Eritropoietina

Receptor AT1 Receptor de angiotensina Il do tipo |

Receptor AT2 Receptor de angiotensina Il do tipo Il

SRA Sistema Renina Angiotensina

UFC-E Unidades formadoras de col6nia-eritroides

UFC-G Unidades formadoras de coldnia-granulocitos

UFC-GEMM Unidades formadoras de coldnia-granulocitos,
eritrocitos, mondcitos, magacariocitos

UFC-GM Unidades formadoras de colénia-granulocitos,
macrofagos

UFC-M Unidades formadoras de colénia-macrofagos

“ Embora o termo cluster of differentiation ndo seja em portugués, a sigla foi mantida em inglés pelo fato de ndo
ter encontrado tradugdo difundida para o portugués e ainda pelo fato que essa sigla é comumente utilizada em
textos na lingua portuguesa e ser de ampla compreensao. Em traducdo livre: agrupamento de diferenciacao.

“ N4o foi encontrado tradugao para o portugués dessa sigla (traducéo livre: Unidades Formadoras de Col6nias de
alta capacidade proliferativa de eritréides).
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“In the fields of observation
chance favors only the
prepared mind”

Louis Pasteur

1. INTRODUCAO

Historicamente nosso grupo de estudos, liderado pela professora Dra. Edilamar Menezes
de Oliveira, tem estudado a participagdo do sistema renina angiotensina (SRA) na hipertrofia
cardiaca fisiologica, tanto excéntrica (induzida pelo treinamento aerdébico), quanto concéntrica
(induzida pelo treinamento de forca), tendo sido publicados diversos trabalhos abordando esse
tema nos Gltimos anos %342,

Os estudos associados ao treinamento fisico aerobico foram, em sua maioria, realizados
com treinamento de natacdo e com ratas. Os primeiros passos deste estudo foram iniciados
pesando do coracdo de ratos que estavam sendo submetidos a um protocolo de treinamento
com o objetivo de estudar o fenémeno do over-training, pelo grupo de pesquisa do Instituto de
Ciéncia Biomeédicas da USP. Grupo este liderado pelo falecido Prof. Dr. Luis Fernando
Bicudo Pereira Costa Rosa (conhecido pelos amigos como GG"). O fendmeno do over-
training acomete atletas de alto nivel de desempenho fisico e de treinamento. Com o0s
resultados de hipertrofia cardiaca bastante exacerbada observados naquele estudo, iniciamos a
padronizacdo de um protocolo que levasse a maior hipertrofia cardiaca, porém sem que se
caracterizasse over-training. Nosso objetivo era chegarmos a dois graus de hipertrofia
cardiaca, para estudarmos a participacdo do SRA na hipertrofia cardiaca induzida pelo
treinamento fisico aerdbico. Assim, desenvolvemos um protocolo de treinamento fisico
aerobico por natacdo com maior freqliéncia diaria de treinamento nas duas Gltimas semanas do
protocolo (descrito detalhadamente em MATERIAL E METODOS - Protocolos de
treinamento fisico). Os animais submetidos a esse protocolo de maior frequéncia diaria de
treinamento apresentavam adaptacGes morfolégicas e funcionais mais exacerbadas do que

aqueles submetidos ao protocolo padrdo. Ou seja, estavam mais treinados e sem 0s sinais

“ O Prof. Dr. Luis Fernando Bicudo Pereira Costa Rosa faleceu aos 40 anos de idade no dia 19 de maio de 2005,
vitima de um acidente enquanto pedalava numa estrada.
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deletérios que poderiam caracterizar o protocolo usado como over-training.

Desta forma, desenvolvemos dois protocolos de treinamento (com dois diferentes volumes
de treinamento), que resultavam em dois diferentes graus de hipertrofia cardiaca. Nosso passo
seguinte foi investigar se essa hipertrofia cardiaca ainda seria fisioldgica — aquela induzida
pelo treinamento fisico e que melhora a funcdo cardiaca — ou patoldgica — causada por estados
patoldgicos como a insuficiéncia cardiaca e a hipertensdo arterial. Em um desses estudos, o da
dissertagdo de mestrado da aluna Nara Hashimoto, cujos resultados foram utilizados para a
publicacdo de estudo em periédico nacional e para complementar outro estudo publicado em
periodico internacional®, foi realizada a anélise da expressdo de alguns marcadores de
hipertrofia patologica. Naquele estudo foi observado que esses marcadores estavam
extremamente reduzidos no grupo de animais submetidos ao treinamento com maior
frequéncia diaria, mostrando que a hipertrofia era de fato fisiologica.

Ainda naquele estudo, realizamos a andlise da atividade da enzima conversora de
angiotensina | (ECA) tanto no coracdo quanto no soro desses animais, pois o estudo anterior
do nosso grupo havia mostrado que o uso de inibidores da ECA inibia a hipertrofia cardiaca
induzida pelo treinamento com maior frequéncia diaria, 0 que sugeria que o SRA local
participava nas adaptaces cardiacas induzidas pelo treinamento fisico®. Portanto,
investigamos se a atividade da ECA cardiaca ou sérica estaria alterada por esse protocolo de
treinamento, o0 que poderia ajudar a explicar os resultados encontrados anteriormente.
Observamos que a atividade da ECA cardiaca estava reduzida aproximadamente 70% em
relacdo aos valores do grupo controle e que no soro a atividade da ECA estava aumentada em
23,5% no grupo submetido a maior freqiiéncia de treinamento diario. E nesse momento
historico que se encaixa a frase de Pasteur, “nas areas de observacdo a oportunidade favorece
somente a mente preparada”, pois naquele determinado momento ndo estavamos tao
interessados na atividade sérica da ECA, mas, efetivamente, na atividade cardiaca desta
enzima, uma vez que os objetivos eram entender a participacdo do SRA nas adaptacBes do
coracao induzidas pelo treinamento. Este resultado poderia ter sido visto de forma periférica e
ter se perdido ao longo do tempo, mas nos chamou a atencdo. E foi a partir do dado do
aumento na atividade sérica da ECA encontrado naquele estudo, que comecgou-se a fundar os
pilares do que viria a ser o presente estudo.

A ECA é uma enzima central do SRA e é responsavel por clivar o decapeptideo

angiotensina | (Ang 1) em angiotensina Il (Ang I1), que é o octopeptideo efetor do SRA. A
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ECA ¢ encontrada em duas isoformas, sendo uma delas presente apenas nos testiculos. A outra
isoforma tem cerca de 180 kDa de peso molecular e estd presente ancorada as membranas
celulares de diversos tecidos, mas tambem pode ser encontrada na circulacdo. Esta isoforma
de 180 kDa apresenta dois sitios ativos, um mais préximo a sua porcédo carbéxi (COOH)-
terminal e o0 outro mais préximo a sua porcdo amino (NH2)-terminal. Ambos os sitios
apresentam grande homologia interna o que sugere uma duplicacdo de um gene ancestral.
Embora esses sitios sejam muito semelhantes, existem algumas caracteristicas que 0s
diferenciam, por exemplo, a dependéncia de zinco para seu funcionamento e a efetividade em
hidrolisarem seus substratos. E possivel, portanto, testar a atividade desses sitios
separadamente utilizando substratos sitio-especificos. Estes substratos sd@o disponiveis no
Brasil, pois foram desenvolvidos pelo grupo da UNIFESP e foram gentilmente doados pela
Profa. Dra. Adriana Carmona® .

Assim, nds tivemos como objetivo, no primeiro momento, investigar se 0 aumento da
atividade sérica da ECA seria devido a maior atividade do sitio COOH-terminal ou do sitio
NH2-terminal. Observamos que ambos os sitios tinham atividade elevada. Portanto, a partir
deste resultado, nos voltamos para dados da literatura para investigarmos as diferencas
existentes entre esses dois sitios da ECA, principalmente no que concerne a suas fungées in
vivo. Ficou claro a partir da revisdo que fizemos, que a atividade COOH-terminal estava muito
relacionada com a sintese de Ang Il in vivo®, embora o sitio NH2-terminal também tenha a
capacidade de clivar a Ang I, o que ndo era muito empolgante, pois ndo diferenciava a funcéo
dos sitios. O que foi interessante, e de fato muito entusiasmante, foi encontrar uma série de
estudos acerca do papel Unico do sitio NH2-terminal da ECA na hidrolise do tetrapeptideo, de
ocorréncia natural em diversos tecidos do organismo, o Acetil-Seril-Aspartil-Lisil-Prolina
(Ac-SDKP)®. Estudos mostravam que o sitio NH2-terminal da ECA hidrolisava este
tetrapeptideo cerca de 50 vezes mais rapido do que o sitio COOH-terminal'®, fazendo deste
tetrapeptideo um substrato natural e Unico do sitio NH2-terminal da ECA. Mas o que, com
efeito, fez com que direcionassemos nossas atencdes a esse tetrapeptideo, era sua funcéo.

O Ac-SDKP foi primeiramente isolado da medula 6ssea de fetos de bezerros e mostrou ter

a funcdo de inibir a entrada das células tronco hematopoiéticas (CTH) na fase S* do ciclo

“ O ciclo celular é divido em 4 fases. A fase M é a de mitose, e é seguida pela fase G1 (do inglés Gap 1) que
se localiza entre a fase M e S, que € a de sintese do DNA. A fase S é seguida pela fase G2, que antecede a fase M,
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celular, mantendo-as em fase GO.

Em estudos posteriores, observou-se que o uso de inibidores da ECA, notadamente aqueles
com maior afinidade pelo sitio catalitico NH2-terminal da ECA (como é o caso do captopril),
era capaz de elevar as concentragdes plasmaticas desse tetrapeptideo’® e que essa inibicdo da
ECA, com conseqiiente aumento nas concentragcdes da Ac-SDKP, reduzia a proliferagdo de
progenitores hematopoiéticos in vivo2. Com base nos resultados desses estudos, comecamos a
compreender a importancia deste tetrapeptideo para a hematopoiese.

O que estabelecemos como hipdtese neste ponto foi que se o treinamento fisico com maior
frequéncia diaria de treino aumenta a atividade do sitio NH2-terminal da ECA, e esse sitio
hidrolisa com exclusividade o tetrapeptideo Ac-SDKP, que é um importante regulador
negativo da hematopoiese, seria possivel que este tipo de treinamento estivesse atuando na
hematopoiese. Nosso proximo passo, foi entdo investigar se alguns parametros sanguineos,
que podem ser alterados com o treinamento fisico, apresentariam diferencas que poderiam nos
ajudar a trilhar novos caminhos.

Mensuramos entdo o hematdcrito, que é o percentual de células vermelhas (hemacias ou
eritrocitos) em relacdo a um volume plasmatico, o qual é quantificado do sangue total em tubo
para micro-hematocrito apos centrifugacdo. Ainda, quantificamos também a reticulocitose,
que é o percentual de reticuldcitos (eritrocitos jovens) presentes na circulacdo em relacdo ao
total de eritrocitos e representa a estimulacdo da medula 6ssea para fins de hematopoiese.
Enguanto o hematdcrito normalmente € diminuido em atletas, os reticulocitos encontram-se
aumentados. Observamos que nos animais submetidos ao protocolo com maior freqiiéncia
diaria de treinamento, ndo havia diferenca no valor do hematdcrito quando comparados ao
controle, entretanto a reticulocitose estava aumentada em cerca de 4 vezes. Esses resultados
sugeriram que este protocolo de treinamento era capaz de alterar este importante parametro
sanguineo.

O mais interessante era o fato destes resultados virem ao encontro de resultados obtidos
para a atividade do sitio NH2-terminal da ECA, que estava aumentada. Eis 0 que pensamos!

Uma vez que o treinamento fisico com maior frequéncia diaria de treinamento aumentava a

reiniciando o ciclo. Sob algumas circunstancias, como ocorre quando da presenca do Ac-SDKP em células tronco
hematopoiéticas, o ciclo é temporariamente interrompido na fase G1 e as células ficam em estado quiescente, ou
em fase GO.



14

atividade do sitio NH2-terminal da ECA, a concentragdo de Ac-SDKP poderia diminuir.
Sendo este tetrapeptideo um hemorregulador negativo, uma reducdo na sua concentracao
levaria a uma reducdo na inibicdo sobre as CTH, que estariam agora liberadas para proliferar.
Este aumento na proliferacdo resultaria em aumento na reticulocitose, resultado este que
haviamos acabado de observar.

Outro ponto interessante, que surgiu a partir desses resultados, foi que havendo maior
estimulacdo da medula 6ssea, isto se traduziria em aumento da reticulocitose, ou seja, maior
entrada de células vermelhas jovens na circulacéo, entretanto ndo foi observado aumento no
hematdcrito. Assim, estes resultados nos levaram a concluir que a retirada de células
vermelhas da circulacdo deveria estar aumentada, pois, caso contrario, o hematocrito deveria
aumentar. Se esse raciocinio estivesse correto, a meia-vida das hemacias deveria estar
diminuida, uma vez que haveria maior entrada de células jovens na circulagdo, juntamente
com maior retirada de células mais velhas.

A partir desses resultados e as hipdteses levantadas com os resultados obtidos deram a
sustentacd@o para a execucdo da presente investigacao.

Em resumo, nosso modelo tedrico era que o treinamento com maior freqiiéncia diaria de
treino elevava a atividade sérica do sitio NH2-terminal da ECA, o que reduzia a concentragdo
do tetrapeptideo Ac-SDKP, o que por sua vez, retirava a inibicdo sobre as CTH e permitia a
aumento na proliferacdo dessas células. Esse efeito se traduziria em maior nimero de células
vermelhas jovens na circulacdo e, em conjunto com o hematdcrito inalterado, redugdo na
meia-vida das hem@cias.

Portanto, no presente estudo, demonstramos esse mecanismo. Num primeiro momento
reproduzimos os resultados ja encontrados pelo nosso grupo, no que concerne as adaptacoes
com o protocolo de treinamento com maior frequéncia diaria de treino, e complementamos
esses resultados com dados que dessem maior suporte a nossa hipotese de estudo. Num
segundo momento, nos utilizamos de ferramentas farmacoldgicas para inibir o aumento da
atividade do sitio NH2-terminal da ECA, o qual acontecia com o treinamento de maior

frequéncia diaria, com a finalidade de investigar se nossa hipotese inicial estava correta.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 O treinamento fisico e as adaptacdes no sistema hematopoiético

O treinamento fisico tem efeitos sobre diversos sistemas do organismo, dentre eles o
hematopoiético. Sabe-se que o treinamento de alta intensidade causa aumento no volume
sanguineo total, em funcdo do aumento tanto no volume plasmético quanto no nimero de
eritrécitos™. O aumento do volume sanguineo é considerado uma adaptacdo benéfica em
resposta ao treinamento fisico devido a diversos fatores. Maior volume sangliineo aumenta o
retorno venoso e, por conseqliéncia, aumenta o volume de ejecdo (de acordo com a lei de
Frank-Starling)**; durante um exercicio fisico a uma mesma intensidade relativa, um individuo
treinado, que apresente maior volume sangiiineo, desenvolverd maior poténcia do que um
individuo controle, devido a possibilidade de aumento no suprimento sanguineo para a
musculatura em atividade; durante um exercicio em uma mesma intensidade absoluta, um
individuo treinado, que apresente maior volume sanguineo, podera apresentar maior fluxo
sanguineo cutaneo para fins de termorregulacdo, sem prejudicar o fluxo sangiiineo para a
musculatura em atividade®®.

Entretanto, esse aumento ndo é proporcional, sendo o aumento no volume plasmatico
cerca de 3 vezes maior do que 0 aumento no ndmero de eritrocitos circulantes'®. Por conta
dessa desproporcao, ocorre hemodiluicdo, ou seja, reducdo do hematdcrito, caracteristica
encontrada em atletas de endurance®’ 1819 2921 22 Eqsa hemodiluicdo também é considerada
uma adaptacdo benéfica em resposta ao treinamento fisico, pois reduz a viscosidade

sangiiinea, e, de acordo com a lei de Poiseuille (Q = PaR*/(8/), onde Q = fluxo; P = pressio;
n = Pi(~3,141592); R = raio; | = comprimento; n = viscosidade), quanto menor a viscosidade,

mantidas as outras variaveis constantes, maior o fluxo. A hemodiluicdo € benéfica, pois
melhora a hemodinénica durante o exercicio fisico.

O treinamento fisico aumenta a renovacdo de eritrécitos circulantes por meio do aumento
na producdo de eritrocitos e pela eliminacio acelerada de eritrécitos velhos™® 2% 23 241 250 26,
Embora nenhum desses dois efeitos estejam completamente compreendidos?’, em conjunto
eles levam a uma reducdo na meia-vida dos eritrocitos e aumento no numero de eritrocitos
jovens circulantes. Eritrdcitos jovens apresentam maior conteudo de 2,3 difosfoglicerato

(DPG), um metabolito da glicolise, que enfraquece a ligacdo oxigénio-hemoglobina,
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facilitando a liberacdo deste gas em tecidos com baixa pressdo parcial de oxigénio®®. Além
disso, eritrocitos mais jovens tém maior concentracdo de hemoglobina intacta, o que melhora a
fluidez na membrana celular e facilita a troca de gases e fons nos tecidos®’.

O indicador mais comumente utilizado para avaliar a estimulacdo da medula dssea, ou
seja, a producdo de eritrocitos, é a reticulocitose®. Reticulcitos sdo eritrécitos jovens e a
reticulocitose € o percentual de reticulocitos no total de eritrécitos na circulagdo. O

treinamento fisico aumenta a reticulocitose™ 3.

1.2 O treinamento fisico e as células tronco hematopoiéticas

Embora seja conhecido que o treinamento fisico estimula a producdo de eritrocitos na
medula 0ssea, uma vez que varios estudos observaram alteracdes no sistema hematopoiético
em resposta ao treinamento fisico, como 0 aumento na reticulocitose, apenas recentemente os
pesquisadores voltaram os olhares para os efeitos do treinamento fisico sobre as células que
déo origem aos eritrdcitos, as CTH.

Aproximadamente 2 x 10 de eritrdcitos (que equivale a um volume sangiiineo de ~40 mL
por dia em humanos, o que leva a renovacdo de 5 L de sangue entre 100 a 120 dias) e 1 x 10%°
de leucdcitos devem ser repostos por dia para manter a hematopoiese adulta. Essas células
devem ser repostas pela proliferacdo e diferenciacdo de células menos diferenciadas, as
CTH®*. As CTH séo células, portanto, que ddo origem as células sangiiineas adultas. Durante a
vida adulta, as CTH na medula 0ssea produzem megacariocitos e plaquetas, eritrdcitos,
neutrofilos, basofilos, eosinofilos, macréfagos, pelo menos dois tipos de células dentriticas,
varios sub-tipos de linfécitos B e T e células natural killer®.

As CTH sdo identificaveis através de alguns marcadores de membrana, como o cluster of
differentiation (CD) 34, que € um marcador expresso em células progenitoras hematopoiéticas
primitivas. Este marcador € o mais utilizado e aceito como marcador das CTH e comumente
utilizado em conjunto com a co-expressao ou auséncia de expressao de outros marcadores de
membrana para a identificacdo dessa populacdo de células. Um marcador utilizado para
identificar células ainda mais imaturas da linhagem hematopoiética é 0 CD133 (ou AC133). A
auséncia de expressdo de marcadores como o CD38, que é um marcador de ativacdo de
linfocitos B e T, e a baixa expressdo de CD45, que é expresso na maior parte das células
hematopoiéticas adultas, também sdo usadas em conjunto com a expressdo de CD34 para

caracterizar as CTH3% 3% 3,
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Estudos que observaram os efeitos do treinamento fisico sobre as CTH foram iniciados em
2002, quando Bonsignore et al. mediram o numero circulante de CTH em repouso em atletas e
compararam com sujeitos controle e observaram que essas células estavam elevadas de 3 a 4
vezes®. Naquele estudo também foram medidos alguns fatores de crescimento que
sabidamente tém efeito sobre as CTH, entretanto, ndo foram encontradas diferencas na
concentracdo plasmatica desses fatores na comparacdo dos atletas com os sujeitos controle.
Em pacientes com infarto agudo do miocéardio tratados com implantacéo de stent o namero de
células CD34+CD133+ era aumentado apds 3 meses de treinamento®’, enquanto ndo foi
observado efeito do estado de treinamento em sujeitos saudaveis sobre o nimero circulante de
células CD34+%. Entretanto, nesse Gltimo estudo, os voluntarios foram classificados de
acordo com o numero de horas de exercicio aerobico realizado por semana, aléem de serem
agrupados homens e mulheres na mesma anélise, o que dificulta a interpretacéo dos resultados
e enfraquece sobremaneira a concluséo do trabalho.

Esses estudos apontam para um possivel efeito do treinamento fisico sobre a liberacdo de
células tronco provenientes da medula 0ssea. Apesar disso, diversos autores ressaltaram que
0S mecanismos e as vias intracelulares que envolvem essa regulacdo ainda sdo pouco

conhecidos.

1.3 O sistema renina-angiotensina

Os efeitos do SRA sobre a regulacdo da pressao arterial foram primeiramente descritos em
1898 pelo fisiologista Robert Tigerstedt, a partir de observacGes que a pressdo arterial era
elevada em animais anestesiados pela infusdo de extratos de rim. A compreensdo do SRA
desde entdo foi extremamente expandida. Atualmente, o SRA é entendido como um complexo
sistema hormonal cujo papel fundamental esta relacionado com o controle da pressao arterial e
homeostasia hidroeletrolitica do organismo®” *°. O SRA classico envolve a clivagem de
angiotensinogénio pela renina para produzir Ang I, que é convertida para Ang Il pela ECA. As
acOes do SRA sdo mediadas principalmente pelo octapeptideo Ang Il através de dois tipos de
receptores, o receptor de Ang Il do tipo | (AT1) e do tipo Il (AT2).

Essa visdo do SRA, onde o sistema seria essencialmente dependente da existéncia do
horménio circulante para produzir seus efeitos fisiologicos, tem sido profundamente
modificada nos ultimos anos. Hoje, 0 SRA ¢ visto de forma mais ampla, onde a multiplicidade

de fungbes do sistema € produto também da ag@o “paracrina” e “autocrina” dos produtos desse
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sistema produzidos localmente em vaérios tecidos*. A utilizacdo de métodos bioquimicos
aliados a técnicas modernas de biologia molecular permitiu evidenciar a existéncia de muitos
componentes do SRA em tecidos periféricos. A deteccdo de um ou mais mRNAs destes
componentes (angiotensinogénio, renina, enzima conversora e receptores de Ang Il) em vérios
tecidos como glandulas adrenais, rins, coragao, vasos e cérebro deram suporte a existéncia de
SRA locais*’. Hoje é amplamente aceito que os componentes do SRA sdo sintetizados
localmente em diversos tecidos do organismo, que a sintese desses componentes é sensivel a
agentes farmacoldgicos e é, portanto, de relevancia fisioldgica e terapéutica potencial.

Entre os diversos componentes do SRA, a ECA parece particularmente importante como
mediadora e reguladora da producdo de Ang Il. A ECA (kininase II, dipeptidil
carboxipeptidase I, EC 3.4.15.1) € uma glicoproteina integral de membrana ancorada na
bicamada lipidica atraveés de uma sequéncia de aminoacidos hidrofobicos (17 aminoacidos),
localizados na extremidade COOH-terminal (Figura 1). A orienta¢do da enzima na membrana
ocorre de tal forma que seus sitios cataliticos, presentes na porcdo NH2-terminal, estejam
expostos na superficie extracelular*® ** % O cDNA desta enzima consiste de 4142
nucleotideos que codifica para 1313 aminoécidos*®. A principal caracteristica observada ao
analisar a sequéncia de aminoacidos da enzima é o alto grau de homologia interna, com a
presenca de dois sitios ativos, sugerindo uma possivel duplicagdo de um gene ancestral
durante a evolug&o™®.

A ECA esté envolvida no metabolismo de dois dos principais peptideos vasoativos. Ela
converte o decapeptideo inativo Ang | no octapeptideo ativo Ang Il e inativa o peptideo
vasodilatador bradicinina, portanto participando sobremaneira na regulacéo da pressao arterial
e homeostase hidroeletrolitica*’* *® *°. Embora os substratos principais da ECA sejam a Ang | e
a bradicinina, esta enzima também hidrolisa outros peptideos, como a substancia P, o

horménio liberador do horménio luteinizante e o tetrapeptideo, Ac-SDKP.
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Figura 1 - Representacdo da estrutura e conformacdo da ECA derivada da circulagéo
(A) e da ECA ancorada a membrana celular (B), mostrando os sitios cataliticos, 0s
sitios de ligacao de zinco, as extremidades amino (NH2)- e carboxi (COOH)-terminais.

2.4 O sistema renina-angiotensina e as células tronco hematopoiéticas

O grupo de Haznedaroglu foi o primeiro que sugeriu a existéncia do SRA na medula 6ssea
de forma ativa e que ele afetaria o crescimento de col6nias hematopoiéticas, assim como a
producdo, proliferacdo e diferenciacdo dessas células® % % 33 54 5% 561 57 Entretanto, as
evidéncias da existéncia do SRA na medula 6ssea comecaram a aparecer na literatura aos
poucos. Inicialmente, o primeiro indicio objetivo e direto a essa hipotese foi dada por Wulf et
al., em 1996, que demonstraram a presenca de uma atividade similar a renina convertendo
angiotensinogénio em Ang | em células que apresentavam leucemia®®. No ano seguinte, Mrug
et al. detectaram a presenca do mRNA do receptor AT1 em CTH, aléem de demonstrar que a
adicdo de Ang Il a0 meio de cultura dessas células aumentava a sua diferenciacdo™. Este
efeito era completamente bloqueado com o uso de bloqueadores especificos do receptor AT1.

Este trabalho estabeleceu a base para experimentos futuros que viriam a avaliar os efeitos
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autocrinos/parécrinos da Ang Il e outros peptideos do SRA sobre a eritropoiese.
Posteriormente, Rodgers et al. observaram que Ang Il incubada com células CD34+CD38-
humanas provenientes da medula éssea aumentava proliferacdo dessas células, efeito também
completamente bloqueado com o uso de bloqueadores do AT1R®. A presenca da ECA em
células da medula 6ssea de humanos saudaveis e com leucemia miel6ide crdnica também foi
observada® e mais recentemente, Zambidis et al. identificaram que a ECA (CD143) é um
marcador de hemangioblastos embridnicos primitivos em humanos®.

Em 2003, Haznedaroglu e Ozturk publicaram uma extensa revisdo acerca das evidéncias
que davam suporte a existéncia de um SRA localmente ativo na medula 6ssea que teria efeitos
sobre a hematopoiese®. Mas foi somente em 2004 que a presenca e funcionalidade do SRA na
medula ¢ssea foram confirmadas. Strawn et al. observaram que todos os componentes do SRA
estavam presentes em celulas da medula 0ssea de ratos, além disso, Ang Il foi detectada no
meio de cultura apds incubacdo dessas células, sugerindo a capacidade de producédo deste
peptideo por essas células e um possivel mecanismo de acdo autdcrino/paracrino para
regulacdo da hematopoiese regulada pelo SRA®. Atualmente, é amplamente aceito que o
sistema hematopoiético € um nicho de atuacdo do SRA e que este sistema tem papel na
hematopoiese normal e patolégica® .

A maior parte dos estudos que investigaram o efeito do SRA sobre a hematopoiese relata
os efeitos da Ang Il sobre as CTH. Entretanto, outras moléculas que fazem parte do SRA
também participam de maneira importante na hematopoiese.

A ECA ja é reconhecida como uma enzima central para pelo menos dois sistemas
hormonais, 0 ja descrito SRA e o sistema calicreina-cinina. Além disso, ha alguns anos
observou-se outra peculiaridade desta enzima quando se descobriu sua capacidade Unica e
exclusiva de hidrolisar um tetrapeptideo hemorregulador negativo, o Ac-SDKP.

O tetrapeptideo Ac-SDKP, isolado inicialmente da medula ¢ssea de feto de bezerro®,
inibe a entrada de CTH na fase S do ciclo celular, a fase de sintese do DNA, mantendo-as na
fase G0°® ® (figura 2). O Ac-SDKP é produzido pela clivagem NH2-terminal de seu
precursor, a timosina beta 4 (assim conhecida pelo fato de ter sido inicialmente isolada do
timo), proteina também encontrada na medula 6ssea, pela enzima endoproteinase Asp-N"°. A
acdo deste tetrapeptideo parece ser via um receptor de membrana’ e reduz a proliferagdo

celular via regulacio de moduladores do ciclo celular como p53, p27*** e p21"* "2 Tanto a
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timosina beta 4 e, portanto, 0 Ac-SDKP sdo ubiquos (encontrados em varios tecidos corporais)

e constitutivos (a expressdo ocorre sem um agente indutor) .

M
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A Ac-SDKP

2-4 horas
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Figura 2 - O ciclo celular e o efeito do tetrapeptideo Ac-SDKP. O tetrapeptideo AC-SDKP
inibe a entrada das células tronco hematopoiéticas na fase S do ciclo celular mantendo-as em
GO. Adaptado de Israels e Israels (2001) ™.

Bonnet et al. mostraram que a incubacdo de células CD34+ humanas isoladas com Ac-
SDKP por 20h reduzia o numero de progenitores clonogénicos, reduzia a taxa de proliferacao
dessas células, tinha efeito reversivel e dose dependente e parecia diminuir o namero de
células por clone®. Estes resultados foram também demonstrados por Cashman et al., em
estudo no qual foi observado que incubacdo com Ac-SDKP por 2 a 3 dias com células
provenientes da medula 6ssea de pacientes normais reduzia as unidades formadoras de colonia
mais primitivas de eritrocitos e também as unidades formadoras de col6nias de macréfagos e

granolécitos’™. Apds esse periodo, as células eram retiradas do meio e replaqueadas em meio
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de cultura sem o tetrapeptideo. Este procedimento revertia a inibicdo anterior e era observada
proliferacdo normal dessas células.

Em 1993, Rieger et al. demonstraram que 0 Ac-SDKP era metabolizado quando incubado
com plasma humano com meia-vida de 80 min e que esta clivagem era inibida por inibidores
da ECA, mas ndo por inibidores de proteinases®. A hidrélise do Ac-SDKP pela ECA gerava 0
dipeptideo COOH-terminal Lisina-Prolina, demonstrando que a ECA cliva o Ac-SDKP por
atividade dipeptidil carboxipeptidase. Rousseau et al. demonstraram, utilizando mutantes
seletivos dos dois dominios ativos da ECA expressa em células de ovario de hamster chinés,
que o sitio catalitico NH2-terminal estd preferencialmente envolvido na clivagem do
tetrapeptideo Ac-SDKP'®. Este terminal hidrolisa 0 Ac-SDKP 50 vezes mais répido do que o
COOH-terminal. A fim de estudar se a inibicdo da ECA levaria a reducdo na proliferacéo de
CTH, células de roedores estimuladas a proliferar por meio de radiacdo foram incubadas com
captopril ou lisinopril (ambos inibidores da ECA amplamente utilizados na clinica medica
para o tratamento da hipertensdo arterial sistémica), na presenca ou auséncia de Ac-SDKP’.
Foi observado que havia inibicdo da proliferacdo e da entrada de células na fase S do ciclo
celular somente na presenca de captopril associado ao Ac-SDKP, mas ndao com lisinopril,
tanto com ou sem o Ac-SDKP. Estes resultados sugerem a importancia da atividade catalitica
NH2-terminal da ECA na hidrolise do Ac-SDKP, uma vez que o captopril apresenta maior
afinidade pelo sitio catalitico NH2-terminal da ECA. Posteriormente, Chisi et al. incubaram
células da medula 6ssea com captopril, e observaram reducdo na propor¢do de células
formadoras de coldnias na fase S do ciclo celular’®, Embora esse estudo n&o tenha medido a
concentracdo de Ac-SDKP no meio de cultura, é provavel que a reducdo observada sobre a
proliferacdo de células da medula 6ssea pela inibicdo da ECA, tenha ocorrido pelo aumento
nas concentracdes de Ac-SDKP.

Estudos posteriores mostraram que também in vivo a ECA participa na hidrolise do
tetrapeptideo Ac-SDKP. Azizi et al. mostraram em humanos saudaveis que a inibicdo aguda
da ECA com uma dose unica de 50 mg de captopril resultava em aumento de 5,5 vezes na
concentracdo plasmatica de Ac-SDKP quando comparado ao grupo placebo’. A concentragéo

do Ac-SDKP retorna aos valores basais entre as administracdes de captopril®°

, 0 que previne o
acumulo deste tetrapeptideo em pacientes que fazem uso deste inibidor da ECA. Foi
demonstrado ainda, em humanos saudaveis, que a administracdo de 20 mg por dia de

enalapril, também um inibidor da ECA, por 15 dias, elevava as concentragdes plasmaéticas e
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urinarias de Ac-SDKP e reduzia a formacdo de coldnias de eritrocitos e de granuldcitos e
macréfagos'®. Ainda, Chisi et al. observaram que a infusdo de captopril em camundongos
cujas células da medula 6ssea foram estimuladas a proliferar por meio de injecdo de citosina
arabinose ou radiacdo gama inibia a entrada dessas células na fase S do ciclo celular e esses
resultados foram correlacionados com a reducdo na atividade da ECA e com a concentracao
plasmatica de Ac-SDKP®!. Dessa forma, esses resultados em conjunto sugerem que o Ac-
SDKP medeia o efeito inibidor do captopril sobre a proliferacdo de CTH.

Um efeito raro, porém observado desde a década de 80 em pacientes que fazem uso

82; 83 e do

cronico de inibidores da ECA é a redugdo da concentracdo de hemoglobina
hematocrito®, o que se traduz em anemia e leucopenia®: 8 8¢ 87: 889 05 mecanismos ainda
sdo obscuros. Com a descoberta dos efeitos da ECA, particularmente o sitio catalitico NH2-
terminal desta enzima, sobre a hidrélise do Ac-SDKP e tendo em mente que este tetrapeptideo
exerce efeito inibitério sobre as CTH, foi sugerido que este poderia ser o elo entre inibidores
da ECA e a reducdo do hematdcrito. De fato, Van der Meer et al. observaram em pacientes
com insuficiéncia cardiaca cronica que eram tratados com inibidores da ECA e apresentavam
anemia ndo explicada, apresentavam atividade reduzida da ECA no soro em comparag¢do com
pacientes no-anémicos™. Além disso, a incubacdo do soro destes pacientes inibia a
proliferacdo de CTH provenientes da medula 6ssea de sujeitos saudaveis. A concentracao
plasmatica do Ac-SDKP era elevada nos pacientes que faziam uso dos inibidores da ECA e se
correlacionava negativamente com a proliferacdo de CTH. A concentracdo de Ang Il, que

induz a proliferacdo de CTH>* ®°

, ndo era diferente entre 0s pacientes tratados com inibidores
da ECA em comparacdo com aqueles que ndo eram tratados. Este resultado sugere que a
inibicdo da hidrolise do Ac-SDKP pelos inibidores da ECA, aumenta a concentracdo deste
tetrapeptideo no plasma, o que estaria relacionado com a inibi¢cdo da hematopoiese e reducéo
do hematdcrito nesses pacientes.

Uma vez que a inibicdo da ECA pode apresentar essa distin¢do sobre a sintese de Ang Il e
a hidrolise do Ac-SDKP, buscamos estudos que tivessem investigado a efetividade dos
diferentes inibidores da ECA sobre essas duas funcbes da enzima. Michaud et al.
demonstraram que diferentes inibidores da ECA apresentam distincdo na inibicdo da clivagem
de Ang | e Ac-SDKP®'. Estes autores observaram que para a inibicdo destes substratos
fisioldgicos, o captopril é cerca de 16 vezes mais potente para a inibicdo da hidrolise de Ac-

SDKP em comparagdo com a hidrélise de Ang I. Ja o lisinopril é igualmente potente em inibir
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a hidrélise desses dois substratos enquanto o fosinoprilato € 6 vezes mais eficiente em inibir a
clivagem da hidrélise do Ac-SDKP em comparacéo & hidrélise da Ang 1.
Devido ao fato do captopril apresentar uma seletividade parcial para a inibi¢do da hidrélise

.%% %3 realizaram uma

do Ac-SDKP em comparagédo a da Ang | em cultura celular, Junot et a
série de estudos que buscaram mostrar se também in vivo o captopril inibiria seletivamente a
hidrélise do Ac-SDKP. Captopril na dose de 0,01 a 10 mg/kg foi administrado
intravenosamente em ratos espontaneamente hipertensos e as concentracdes urinarias e
plasméticas de Ac-SDKP foram medidas apds 90 min. A atividade do SRA foi avaliada por
meio da atividade da ECA, concentracdo da renina plasmatica e pressio arterial sistémica®.
Foi observado que as doses de 0,01 a 0,03 mg/kg inibiam seletivamente a hidrolise do Ac-
SDKP sem apresentar efeitos importantes sobre o SRA. Posteriormente, Junot et al. mostraram
que o tratamento de ratos por via oral por 2 semanas com captopril na dose de 3, 10 ou 30
mg/kg por dia elevava a concentragcdo de Ac-SDKP de maneira dose-dependente no plasma,
urina, rim e pulmé&o, ndo sendo alteradas as concentra¢Ges na medula dssea e baco. Apenas a
dose de 30 mg/kg alterava significativamente a concentracdo plasmatica de renina. Com a
utilizacdo da dose de 10 mg/kg a concentracdo plasmatica de Ac-SDKP era elevada de 3 a 5
vezes ndo havendo diferenca estatistica em comparacdo com a dose de 30 mg/kg®™. Em
conjunto, esses resultados mostram que a administracdo de captopril (10 mg.kg™.dia™) pode
inibir seletivamente a hidrolise do tetrapeptideo Ac-SDKP in vivo sem alterar sobremaneira o
SRA.

Tendo em vista que o treinamento fisico atua na medula 6ssea estimulando a proliferacao
das CTH, o que se traduz em reticulocitose e reducdo na meia-vida das hemacias; sabendo que
0 SRA atua no sistema hematopoiético, por meio do sitio catalitico NH2-terminal da ECA,
que inativa o tetrapeptideo, hemorregulador negativo, Ac-SDKP, investigamos no presente
estudo se o mecanismo pelo qual o treinamento fisico atua sobre o sistema hematopoiético
seria por meio da inativacdo do Ac-SDKP por alteracdo na atividade do sitio catalitico NH2-
terminal da ECA.
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3. OBJETIVOS
O objetivo geral do presente estudo foi verificar a participagdo do SRA sobre as
adaptacdes eritropoiéticas induzidas pelo treinamento fisico aerobico.
Para tanto, tivemos como objetivos especificos analisar:
1) Qual protocolo de treinamento fisico aerébico seria 0 mais adequado para estudar as
adaptacdes no sistema eritropoiético e as alteracbes no SRA.
Posteriormente, com base nos resultados obtidos, investigamos os efeitos do treinamento
fisico com concomitante inibig&o do sitio NH2-terminal da ECA sobre:
2) A atividade da ECA e de seus dois sitios cataliticos no plasma e na fracdo extracelular
da medula 6ssea;
3) A concentragdo de Ang Il e de Ac-SDKP no plasma e na medula 6ssea e a de
eritropoietina no plasma;
4) O numero e proliferacdo das CTH e;

5) A reticulocitose, 0 hematocrito e a meia-vida das hemacias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratas Wistar normotensas (190-220 g, n = 70) foram utilizadas e manipuladas de acordo
com as diretrizes institucionais aprovadas. Os animais foram alojados em 3-4 por gaiola em
uma temperatura ambiente de 22°C, com um ciclo de 12 horas claro-escuro e alimentados com
racdo padrdo com acesso a agua ou a droga ad libitum. Todos os protocolos e o0s
procedimentos cirurgicos utilizados foram de acordo com as orientagdes do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Escola de Educacdo Fisica e Esporte da Universidade de S&o Paulo (protocolo 2008/41).

Optamos por utilizar fémeas pelo fato de estudos anteriores mostrarem maior grau de
adaptacdo em resposta ao treinamento fisico®, e termos observado em estudo piloto que o
aumento no percentual de reticuldcitos circulantes ocorria em fémeas em resposta ao
treinamento fisico. Portanto, o uso de fémeas teve a finalidade de dar continuidade aos estudos
anteriores ja conduzidos pelo nosso laboratério e melhor explorar os resultados encontrados

previamente.

4.2 Série de experimentos 1.

A fim de determinar qual o protocolo de treinamento fisico seria 0 mais adequado para
estudar as adaptacOes eritropoiéticas, foi realizada a seguinte série de experimentos.
Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: grupo controle (C, n

= 16), treinados sob o protocolo 1 (T1, n = 14) e treinados sob o protocolo 2 (T2, n = 13).

4.3 Protocolos de treinamento fisico.

Protocolo 1 (T1): Sessdes de natacdo de duracdo de 60 min, 5 dias por semana, durante 10
semanas com uma sobrecarga, com 5% do peso corporal, ligada a cauda. A sobrecarga foi
ajustada semanalmente.

Protocolo 2 (T2): Animais submetidos ao protocolo de treinamento T2 realizaram um
protocolo de treinamento de natacdo semelhante ao protocolo de T1 até o final da semana 8.
Na 9 @ semana, treinaram duas vezes ao dia, sessdes de duragdo de 60 min, com 6 horas de
intervalo entre cada sessdo. Na 10 @ semana eles treinaram trés vezes por dia, com sessdes de

natacdo com duragdo de 60 minutos com 4 horas de intervalo entre cada sesséo. Este protocolo
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foi utilizado anteriormente em nosso laboratério e tem mostrado maior grau de adaptacdes
funcionais, bioquimicas e fisiolégicas nos animais®.

A duracdo e a carga de trabalho foram aumentadas progressivamente até os animais
conseguirem nadar durante 60 minutos usando a sobrecarga com 5% do seu peso corporal.
Posteriormente, a duracdo do exercicio e sobrecarga foram mantidas constantes. Estima-se que
ratos nadando sozinhos com essa carga realizam um trabalho que corresponde a
aproximadamente 50-65% de suas capacidades aerébicas méximas®. Todos os animais foram
pesados uma vez por semana e a carga ajustada para 5% do peso corporal. Os grupos
sedentarios foram colocados na piscina durante 10 minutos duas vezes por semana, sem a

sobrecarga para simular o estresse associado ao protocolo experimental.

4.4 Série de experimentos 2.

Para estudar o papel desempenhado pelo SRA, mais especificamente, pelo sitio NH2-
terminal da ECA, nas adaptacdes eritropoiéticas ao treinamento fisico, dividimos os animais
em 4 grupos: grupo controle (C, n = 24), controle tratados com captopril (C-Cap, n = 25),
treinados sob o protocolo T2 (T2, n = 21) e treinados tratados com captopril (T2-Cap, n = 20).
Para a seérie de experimentos 2, os animais foram treinados de acordo com o protocolo de
treinamento T2. O captopril (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, EUA) foi dado na agua de
beber na dose de 10 mg.kg™.dia®, assumindo que os animais consomem 40 ml de 4gua por
dia.

4.5 Teste progressivo em esteira.

A capacidade de realizar exercicio, estimada pela distancia total percorrida e pelo tempo
total de exercicio, foi avaliada por meio de um protocolo de teste progressivo em esteira para
ratos. Depois de serem adaptados para exercicios em esteira durante 1 semana (10 minutos de
sessdo de exercicio), os animais foram colocados sobre a esteira em raias individuais e
permaneceram em repouso para se adaptarem por um periodo de pelo menos 30 min. A
velocidade da esteira iniciou-se em 6 m/min e depois disso foram realizados aumentos de 3
m/min a cada 3 minutos até a exaustdo. Os grupos realizaram o teste de esforco progressivo
em esteira antes e depois do periodo experimental. Embora os animais tenham realizado o
treinamento de natagcdo, optamos por realizar o teste em esteira por dois motivos; 1) néo existe

teste maximo padronizado em piscina para ratos e; 2) caso optassemos por realizar um teste
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na piscina, o fato de os animais treinados terem maior vivéncia na natacdo poderia se refletir
em resultados ndo condizentes apenas as adaptacdes ao treinamento, mas também ao
aprendizado em si. Por isso, fizemos a op¢do por um teste em esteira ja padronizado no nosso
laboratorio, que é sensivel ao estado de treinamento em resposta ao treino de natacdo e que
ndo teria a influéncia da aprendizagem diferenciada entre os grupos treinados e sedentérios,
uma vez que ambos foram adaptados a esteira por igual periodo de tempo.

4.6 Consumo maximo de oxigénio.

O consumo de oxigénio (VO,) foi medido por meio de analise de gases expirados durante
0 exercicio progressivo em esteira descrito acima. A analise de gas foi realizada utilizando um
analisador de oxigénio e didxido de carbono (SS3 Sable Systems, analisador O2/CO2 FC-10,
NV, EUA). VO, foi calculado usando o fluxo de ar através da camara metabolica, a fragdo
expirada de oxigénio e fracdo de oxigénio no ar ambiente, de acordo com a seguinte formula:
VO, (mlO,. kg™. min™) = VEc (FiO, — FeO, )/PC, onde: VEc=Ventilagio constante (ml/min)
= Fluxo da bomba de succéo; FiO, = Fracdo inspirada de O,; FeO, = Fracdo expirada de O,.

PC = Peso corporal do animal (kg).

4.7 Medidas Cardiovasculares.

A pressdo caudal sistélica, diastdlica e média e a freqliéncia cardiaca foram medidas nos
animais conscientes e em repouso, atraves da utilizacdo de um sistema informatizado
(BP2000, Visitech Systems, Inc., Apex, NC, EUA). Os animais foram aclimatados ao aparelho
durante quatro dias, uma semana antes do inicio e uma semana antes do término do periodo de
treinamento. A pressdo sanglinea e a frequéncia cardiaca foram determinadas antes e apos o

protocolo de treinamento.

4.8 Procedimentos experimentais.

Vinte e quatro horas apds a Gltima sessdo de treinamento os animais foram mortos com
dose letal de pentobarbital sédico (100 mg / kg ip). O sangue venoso foi colhido da veia cava
inferior (cerca de 8 mL) e aliquotado para analises diversas. Coracdo e soleo foram retirados,
pesados e rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80° C para analises
posteriores. Tibias e fémures direitos e esquerdos foram retirados para o isolamento da medula

Ossea.
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4.9 Medida da hipertrofia cardiaca.

Para medir a massa cardiaca, o ventriculo esquerdo (VE) foi dissecado e corresponde ao
tecido remanescente apds a remogdo de ambos os atrios e da parede do ventriculo direito
(VD). O septo interventricular permaneceu como parte do VE. A hipertrofia cardiaca foi
avaliada pela medida da relagdo entre VE em miligramas e do peso corporal do animal em

gramas.

4.10 Medida da atividade da citrato sintase.

Atividade da citrato sintase foi determinada espectrofotometricamente no soleo direito de
acordo com o método de Srere®® e utilizada como marcador da atividade oxidativa do
musculo. A atividade enzimatica foi determinada em homogenatos de musculo e o resultante
do complexo da acetil-CoA e oxaloacetato foi determinada em 412 nm a 25° C, durante o
periodo de 10 minutos. A medida de concentracdo total de proteina do homogenato de
musculo foi realizada em duplicata pelo método de Bradford®’ utilizando padrdes de albumina
bovina. A atividade da citrato sintase foi entdo normalizado para o teor de proteina total e

expressos em nanomoles por miligrama de proteina por minuto.

4.11 Atividade da ECA.

Um mililitro de sangue venoso foi colhido da veia cava inferior em tubo heparinizado e
centrifugado (10.000 g x 20 min, 4° C) e o plasma foi separado e armazenado a -20° C até a
analise. A medula 6ssea foi colhida por meio de lavagem das cavidades centro-medulares do
fémur e da tibia com 2 mL de salina heparinizada (10 U/mL) e submetida a centrifugacao
(10.000 g x 20 min, 4° C) e a fracdo extracelular da medula ¢ssea foi separada e armazenada a
-20° C até a analise. A atividade da ECA foi medida no plasma e na fracdo extracelular da
medula ¢ssea. A atividade da ECA foi determinada utilizando substratos FRET contendo orto-
aminobenzdico (Abz) e dinitrofenil (DNP) como doador de fluorescéncia / par receptor, sendo
Abz-FRK (Dnp) P-OH para a ECA plasmatica, Abz-SDK (Dnp) P-OH para o sitio NH2-
terminal e Abz-LFK (Dnp)-OH para o sitio COOH-terminal® *®. A metodologia foi adaptada
para um formato de leitura de fluorescéncia para placa de 96 pogos. Resumidamente, 5 uL de
plasma ou 20 pL da fracdo extracelular da medula 6ssea foram incubados separadamente com
10 mM de substratos especificos a 37° C em 0,1 M Tris-HCI, pH 7,0, contendo NaCl 50 mM e
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10 mM ZnCl;, em um volume final de 200 mL. A atividade enzimatica foi monitorada
continuamente em um espectrofluorimetro de placa de microtitulacdo automatizado (kex =
320 nm; kem = 420 nm), equipado com um dispositivo de controle de temperatura € um
agitador de placa. Placas de poliestireno preto de 96 pocos com fundo chato foram utilizadas e
analisadas usando a versdo 5.0 do software Grafit (Erithacus Software Ltd., Horley, Surrey,
Reino Unido). A atividade da ECA foi expressa como % do grupo C.

4.12 Medida da concentragdo de ACSDKP.

Um mililitro de sangue venoso foi colhido da veia cava inferior em tubos heparinizados
contendo captopril (concentracdo final 10> M) e o plasma foi separado apés centrifugacéo
(10.000 g x 20 min, 4° C). A medula éssea do fémur e da tibia foi lavada com DMEM-low
com captopril (concentracdo final 10° M) e centrifugado (10.000 g x 20 min, 4° C) para 0
isolamento da fracdo extracelular. Para medidas de Ac-SDKP, o sobrenadante obtido pela
centrifugacdo das amostras tratadas com metanol (1/3 ml) foi colhido, evaporado e
reconstituido em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4) contendo 0,1% BSA, azida de sodio 0,001%,
2,3 % de NaCl e 0,2% de EDTA. As concentracGes plasmaticas e da fracdo extracelular da
medula 6ssea de Ac-SDKP foram determinadas por um teste imunoenzimatico competitivo

comercialmente disponivel (Spi-Bio, Massy, Franca).

4.13 Medida da concentracdo de Ang II.

Dois mililitros de sangue venoso da veia cava inferior e a medula 6ssea do fémur e tibia
foram colhidos com uma mistura de coquetel de inibidores (o-fenantrolina 0,44 mM, EDTA
25 mM, 1mM de &cido p-hidroxi-mercuribenzoic e pepstatin A 0,12 mM e PMSF 1 mM) e
centrifugados (10.000 g x 20 min, 4° C). O sobrenadante foi armazenado a -80° C até a analise.
As amostras foram passadas por colunas de phenylsilica (colunas Sep-Pak C18; Waters,
Milford, MA, EUA) e angiotensina retida foi eluida com metanol. O eluato foi seco em
centrifuga a vacuo e o precipitado foi ressuspenso em tampao em tampao fosfato 0,1 M (pH
7,4) contendo 0,1% BSA, azida de s6dio 0,001%, 2,3 % de NaCl e 0,2% de EDTA, misturado
e centrifugado a 3.000 g por 10 min a 4° C. As concentracdes de Ang Il foram determinadas
por EIA, de acordo com as instrucdes do fabricante (Spi-Bio, Massy, Franga). A concentragao

de Ang I1 foi expressa em pg Ang 11.mL™.
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4.14 Medida da concentragéo de eritropoietina.

A eritropoietina (Epo) foi medida no plasma heparinizado por um kit de ELISA
comercialmente disponivel (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Resumidamente, o
sangue venoso foi colhido da veia cava inferior em tubos heparinizados e ap06s centrifugacao
(10.000 g x 20 min, 4 ° C), o plasma foi armazenado a -80° C até a andlise.

4.15 Isolamento de células mononucleares da medula 6ssea e do sangue periférico.

A medula éssea foi colhida por meio de lavagem das cavidades centro-medulares do fémur
e da tibia com Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, New York, NY, EUA) a
4° C. A medula dssea e 4 ml de sangue heparinizado foram cuidadosamente colocados sobre
Ficoll-Pague PREMIUM 1,077/mL (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, EUA) e
centrifugados a 700 g por 30 minutos em temperatura ambiente para o isolamento de células
mononucleares. A camada superior, que representa a fracdo extracelular da medula ¢ssea e o
plasma heparinizado, foi colhida e armazenada em -80° C para analises diversas. As células
mononucleares foram colhidas e lavadas duas vezes em PBS a 4° C e contadas utilizando um
hemocitémetro. A viabilidade celular foi avaliada com solucao de azul de Trypan (4%, Sigma-
Aldrich Corp St. Louis, MO, EUA) e foi sempre >95%.

4.16 Enumeracdo de células tronco hematopoéticas por citometria de fluxo.

Para enumerar as CTH no sangue periférico e na medula dssea, células 1x10° foram
lavadas em PBS a 4° C, 10% de soro bovino fetal, azida de sodio a 1% e apds a centrifugacéo,
o sobrenadante foi descartado. As células foram coradas no escuro por 30 min a 4 ° C, com 0s
anticorpos: anti-CD34-FITC (Santa Cruz, ICO115, SC-7324 FITC, Santa Cruz, CA, EUA) e
anti-CD45-PE (Santa Cruz, 2Q1763, sc-70698 PE, Santa Cruz, CA, EUA). Controles
isotipicos Ig negativos foram utilizados (BD, RAT IgG2a KPA ITCL FITC MAB e RAT
IgG2a KPA ITCL PE MAB, Franklin Lakes, NJ, EUA). As células foram lavadas 3X por
centrifugacdo a 400 g por 5 minutos e ressuspendidas em 500 ul a 1ml de PBS a 4° C, 10% de
soro bovino fetal e azida de sddio a 1% e fixados em paraformaldeido a 1%, antes da analise
em um FACS Calibur (Becton- Dickinson, Heidelberg, Alemanha). CTH foram analisadas de
acordo com o método ISHAGE®* %% 1% Os dados séo apresentados como o niimero de células

CD34+CD45dim por 100.000 aquisi¢des menos o numero de células marcadas com o controle
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isotipicos. O software Cell Quest Pro (Becton-Dickinson, Heidelberg, Alemanha) foi utilizado

para avaliacdo quantitativa dos blots do FACS.

4.17 Proliferacdo de células tronco hematopoéticas em meio de metilcelulose.

Para realizar 0 ensaio de proliferacdo, 1x10° células mononucleares da medula dssea e
1x10° células mononucleares de sangue periférico foram ressuspendidas em meio modificado
de Iscove Dulbecco contendo soro bovino fetal (50%) e colocadas em cultura (37° C e 5%
CO,) em duplicata em meio de metilcelulose (1,3%), soro bovino fetal (25%), albumina de
soro bovino (2%), L-glutamina (2mm), 2-Mercaptoetanol (5x10°M), fator de célula tronco
humano recombinante (50 ng/mL), GM-CSF humano recombinante (20 ng/mL), G-CSF
recombinante humano (20 ng/mL), IL-3 recombinante humana (20 ng/mL), IL-6 recombinante
humana (20 ng/mL) e Epo recombinante humana (3 IU/mL). Todos os reagentes foram da
R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). Este método permite a avaliacdo de 6 tipos de
colénias: unidades formadoras de col6nias-eritrdides (UFC-E), unidades formadoras de
colonias de alta capacidade proliferativa-eritrides (BFU-E), unidades formadoras de
colénias-granulocitos (UFC-G), unidades formadoras de coldnias-macrofagos (UFC-M),
unidades formadoras de colonias-granuldcitos, macréfagos (UFC-GM) e unidades formadoras
de coldnias-granulocitos, macrofagos, eritrocitos, magacariocitos (UFC-GEMM). As coldnias
foram contadas nos dias 14 a 20 de cultura sob um microscopio invertido. Os dados estdo

expressos como o nimero de coldnias por cm?.

4.18 Contagem de reticuldcitos e hematdcrito.

Apos colheita com anticoagulante citrato de sodio 0,5%, 100 uL de sangue foi misturado
com 100 uL de azul cresil brilhante. A mistura foi aquecida por 20 min em banho-maria a 37°
C e foi feito o esfregaco sobre uma lamina de vidro. Reticuldcitos foram contados por 1000
eritrocitos com imersdo em 6leo sob o microscépio e sdo apresentados como % de eritrocitos.

O hemataocrito foi medido em triplicata com uma centrifuga de microhematacrito.

4.19 Medida do conteudo sanguineo de 2,3 DPG.
O conteudo sanguineo de 2,3 DPG foi medido utilizando um Kit enzimatico

comercialmente disponivel de acordo com as instru¢cbes do fabricante (Roche Applied



33

Science, Mannheim, Alemanha). Resumidamente, um dia antes de 0s animais serem mortos o
sangue foi colhido por meio de um corte da ponta da cauda em tubos heparinizados resfriados.
Cem microlitros de sangue foram misturados com 500 uL de &cido perclérico (0,6 M) e
centrifugado (10.000 g por 10 min a 4° C). Quatrocentos microlitros do sobrenadante incolor
foram neutralizados com carbonato de potéssio (2,5 M) e mantidos 60 minutos em gelo.
Depois que a mistura foi centrifugada (10.000 g por 10 min a 4° C), 0,1 ml do sobrenadante
foi utilizado para o ensaio.

4.20 Avaliagdo da meia vida das hemécias.

Duas semanas antes do final do protocolo de treinamento, os animais foram anestesiados
com uma mistura de halotano (2%) em oxigénio (100%), e um cateter de polietileno (PE-10
ligado a PE-50, Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) foi introduzido na veia femoral. O cateter
foi encapsulado por via subcuténea e exteriorizado na parte de tras do pescoco do animal.
Todos os procedimentos foram realizados com instrumental e solucdes estéreis. A canula foi
preenchida com uma solucéo salina de lavagem contendo heparina de 10 U/mL, a penicilina G
2000 U/mL e esta solucgéo foi trocada diariamente. Os animais tiveram de 3 a 4 dias para se
recuperar da cirurgia, periodo ap6s o qual o protocolo de treinamento foi retomado. Este
procedimento ndo alterou a capacidade de nadar, nem afetou as adaptacbes cardiacas e
funcionais dos animais para o protocolo de treinamento (dados ndo mostrados). Durante a
ultima semana de treinamento, a meia vida das hemécias foi medida utilizando-se a técnica do
Cromo®! (°'Cr). Resumidamente, 500 uL de sangue foram colhidos e incubados com 50 pL de
>1Cr por 15 min a 37° C. Em seguida, 100 uL de 4cido citrico foram adicionados e a mistura
incubada por 15 min a 37° C. Essa amostra foi reinjetada no animal pela veia da cauda e as
amostras de sangue foram colhidas apds 10 min, 24, 48, 96 e 144 h ap0s a re-injecdo para o

calculo da meia vida das hemacias.

4.21 Analise estatistica.

A analise dos dados foi realizada usando o software SigmaStat (versdo 3.1, SigmaStat,
Systat, Richmond, CA, EUA). Primeiramente, a normalidade da distribuicdo dos dados foi
testada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov. Todas as variaveis estudadas apresentaram

distribuicdo normal, portanto, anélises paramétricas foram realizadas e a média e erro padrdo
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da média (EPM) foram calculados. Foi realizada analise de variancia de uma via (protocolo de
treinamento) e de duas vias (estado de treinamento X inibicdo do NH2-terminal da ECA).
Teste de post hoc de Tukey foi utilizado para comparacfes individuais entre as médias,
quando uma diferenca significativa foi observada com a analise de variancia. A analise de
correlacdo linear entre as variaveis foi calculada pelo produto de correlacdo de momento de
Pearson. O valor alfa adotado foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Série de experimentos 1.
Nesse primeiro conjunto de experimentos investigamos qual protocolo de treinamento
seria 0 mais adequado para estudar as adaptacdes eritropoiéticas e se 0 SRA seria alterado

neste protocolo.

5.1.2 Pardmetros hemodinamicos.
N&o houve diferenga nas pressdes arteriais caudais sistolica, diastélica e média entre 0s
grupos (Tabela 1).

5.1.3 Pardmetros de treinamento.

A tabela 1 mostra os resultados dos pardmetros de treinamento fisico analisados. Nao
houve diferenca no peso corporal dos animais antes ou depois do treinamento fisico. A
comparagao pré versus pos periodo de treinamento mostraram que ambos 0s grupos treinados
apresentaram aumento significativo em seu tempo total de exercicio e distancia total
percorrida no teste maximo em esteira, enquanto C ndo apresentou melhora. Os animais do
grupo T2 apresentaram maior aumento em seu tempo total de exercicio e na distancia total
percorrida no teste maximo em esteira em relacdo aos animais do grupo T1. O consumo
méaximo de oxigénio foi maior em ambos 0s grupos T1 e T2 apds os periodos de treinamento
em relacdo ao C. Os animais dos grupos T1 e T2 apresentaram maior hipertrofia do ventriculo
esquerdo (razdo peso do ventriculo esquerdo/peso corporal) em comparacdo com C. Além
disso, os animais do grupo T2 apresentaram maior hipertrofia do VE em comparacdo com 0s
animais do grupo T1. A bradicardia foi observada em ambos o0s grupos T1 e T2 em rela¢do ao
C. Atividade da citrato sintase foi maior em ambos o0s grupos T1 e T2 em rela¢do ao C. Em
conjunto, estes resultados mostram que os protocolos de treinamento promoveram adaptacées
fisiologicas, bioguimicas, morfoldgicas e funcionais esperadas em resposta a um protocolo de
treinamento fisico. Além disso, os animais do grupo T2 mostraram adaptacdes mais

acentuadas em comparacao aos animais do grupo T1.
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Tabela 1 — Peso corporal, pressdo arterial caudal sistdlica, diastolica e média, freqliéncia cardiaca, consumo méaximo de oxigénio, tempo
total de exercicio e distancia total percorrida no teste maximo em esteira, hipertrofia cardiaca e atividade da citrato sintase nos animais
controle (C), nos que realizaram treinamento de 10 semanas uma vez ao dia (T1) e nos que realizaram treinamento de 8 semanas uma
vez por dia, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e uma semana 3 vezes ao dia (T2).

C T1 T2
Pré-treino Pos-treino Pré-treino Pos-treino Pré-treino Pos- treino
Peso ‘Eg;pora' 210,1+5,5 242,8+4,9 208,9 2,4 248,4+3,7 211,7+38 249,7£3,1
Pressao a”e(rr:]ar'nﬁg)da' sistolica 127,5+2,1 1278425 126,8+1,9 1273+2,1 124,1+2,1 123,7+2,9
Pressao arterial caudal diastolica g9, 5 832411 84,7410 85,8425 84,7419 84,6418
(mmHg)
Pressao arterial caudal média 99,1427 98,1414 98,7415 99,6 +2,2 97,8418 97,6 +2,6
(mmHg)
Freq“e?&% C)ard'aca 352 +5 348 + 4 355 + 6 305 + 5*8 348 +4 298 +5*§
Consumo méaximo de oxigénio - -
(MLO, kg™ min™) 71£4 66+5 72+4 78+ 4§ 71+3 81+ 2*§
Tempo t°t(?T'1 I‘:S exercicio 2742 29+3 26+3 3442 2541 36 + 3 *#8
Distancia “(’rts; percorrida 620 + 120 700 + 130 710 £ 80 1030 £ 60 *§ 660 + 70 1300 + 150 *#§
Hipertrofia cardiaca ) ) } * ) *
(% de C) 14+4 36 +8*#
Atividade da citrato sintase i 56,1453 i} 80,4+82* - 120,3 + 18,8 *#

(umol.mg™.min™)
Valores mostrados como média + EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T1; §p<0,05 vs. pré-treino.




37

5.1.4 Atividade da ECA.

As atividades da ECA e dos seus sitios ativos, NH2- e COOH-terminal, foram dosadas no
plasma e na fracdo extracelular da medula 6ssea. A atividade da ECA plasmatica € mostrada
na figura 3A, C e E. Para todas as analises, houve aumento no grupo T2 em relacdo aos grupos
CeT1leogrupo T1 ndo apresentou aumento da atividade em comparacdo com C. A figura
3B, D e F apresentam os resultados para a atividade da ECA na fracdo extracelular da medula
6ssea. O treinamento aumentou a atividade do sitio NH2-terminal da ECA apenas no grupo

T2, e as atividades da ECA e do sitio COOH-terminal ndo foram afetados por nenhum dos

protocolos.
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Figura - 3 Atividade plasmatica e na fracdo extracelular da medulla 6ssea da ECA e dos
sitios COOH-terminal e NH2-terminal da ECA nos animais controle (C), nos que
realizaram treinamento de 10 semanas uma vez ao dia (T1) e nos que realizaram
treinamento de 8 semanas uma vez por dia, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e uma
semana 3 vezes ao dia (T2). Dados estdo mostrados como média = EPM. *p<0,05 vs. C;
#p<0,05 vs. T1.
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5.1.5 Medida das concentragdes de Ac-SDKP e Ang II.

As concentragdes de Ac-SDKP e de Ang Il foram medidas no plasma e na fragdo
extracelular da medula déssea e estdo mostradas na figura 4. Figura 4A e B mostra que T2
reduziu as concentracBes plasmatica e da fracdo extracelular da medula 6ssea de Ac-SDKP em
comparacdo com C e T1 tanto no plasma quanto na fragdo extracelular da medula 6ssea. A
Figura 4C mostra que houve um aumento na concentracdao plasmatica de Ang Il no grupo T2,
em comparacdo com C e T1 e 4D mostra a figura que ndo houve diferenga na concentracao de

Ang Il na fracdo extracelular da medula dssea entre 0s grupos.
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Figura 4 — Concentracdo plasmatica e na fracdo extracelular da medula 6ssea de Ac-SDKP e
de Ang Il nos animais controle (C), nos que realizaram treinamento de 10 semanas uma vez
ao dia (T1) e nos que realizaram treinamento de 8 semanas uma vez por dia, seguido de uma
semana 2 vezes ao dia e uma semana 3 vezes ao dia (T2). Dados estdo mostrados como média
+ EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T1.
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5.1.6 Medida da concentracdo plasmatica de Epo.
A concentracdo plasmaética de Epo foi aumentada no grupo T2 em relacdo aos grupos C e

T1 (Figura 5).
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Figura - 5 Concentracdo plasmética de Epo nos animais controle (C), nos que
realizaram treinamento de 10 semanas uma vez ao dia (T1) e nos que realizaram
treinamento de 8 semanas uma vez por dia, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e
uma semana 3 vezes ao dia (T2). Dados estdo mostrados como média + EPM. *p<0,05
vs. C; #p<0,05 vs. T1.
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5.1.7 Enumeracdo de células tronco hematopoiéticas por citometria de fluxo.

A Figura 6 mostra que o protocolo de treinamento T2 aumentou o nimero de CTH tanto
no sangue (A) quanto na medula 6ssea (B) dos animais em comparagdo com o grupo C,
enquanto o protocolo T1 ndo induziu qualquer mudanca significativa no nimero de CTH
nesses locais. Além disso, o aumento percentual de CTH no sangue foi maior do que a
porcentagem de aumento das CTH na medula 6ssea.

>
o
(9]

(% de 100.000 aquisices)

Células CD34+CD45dim no sangue

w

Células CD34+CD45dim na medula
0ssea (% de 100.000 aquisicoes)

C T1 T2

Figura - 6 Células CD34+CD45dim no sangue (A) e na medula 6ssea (B)
nos animais controle (C), nos que realizaram treinamento de 10 semanas
uma vez ao dia (T1) e nos que realizaram treinamento de 8 semanas uma
vez por dia, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e uma semana 3 vezes
ao dia (T2). Dados estdo mostrados como média + EPM. *p<0,05 vs. C.
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5.1.8 Proliferagdo de células tronco hematopoiéticas em meio de metilcelulose.

Os resultados do ensaio clonogénico do sangue estdo mostrados na Figura 7. Em
comparagdo com o grupo C, o grupo T2 mostrou um aumento de 4 vezes em BFU-E (A),
aumento de 3,5 vezes no UFC-E (B), aumento de 1,5 vezes no UFC-GM (C) e um aumento de
2,5 vezes no UFC-GEMM (D). Diferengas em UFC-G e UFC-M n&o alcangaram significancia
estatistica (dados ndo mostrados). O grupo T1 ndo apresentou diferenca nos ensaios
clonogénicos em comparacdao com C. Os resultados dos ensaios clonogénicos da medula 6ssea

foram semelhantes aos do sangue (dados ndo mostrados).
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Figura — 7 Unidades formadoras de coldnias de alta capacidade proliferativa-eritréide (BFU-
E, A), unidades formadoras de colbnias-eritrocitos (UFC-E, B) unidades formadoras de
colénias-granuldcitos, macréfagos (UFC-GM, C), e unidades formadoras de coldnias-
granuldcitos, eritrocitos, macréfagos e megacariécitos (UFC-GEMM, D) no sangue dos
animais controle (C), dos que realizaram treinamento de 10 semanas uma vez ao dia (T1) e
dos que realizaram treinamento de 8 semanas uma vez por dia, seguido de uma semana 2
vezes ao dia e uma semana 3 vezes ao dia (T2). Dados estdo mostrados como média + EPM.
*p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T1.
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5.1.9 Hematdcrito, hemoglobina, reticuldcitos e 2,3 DPG.

A Tabela 2 apresenta os resultados de hematdcrito, concentracdo de hemoglobina, nimero
de eritrdcitos, porcentagem de reticuldcitos e contetdo sangliineo de 2,3 DPG. N&o houve
diferenca entre os grupos no hematdcrito, apesar de uma tendéncia de redugdo ter sido
observada no grupo T2 em relacdo ao grupo C (p = 0,08). A concentracdo de hemoglobina e o
nimero de eritrocitos ndo diferiram entre os grupos. O percentual de reticuldcitos é o
parametro mais comumente usado para avaliar a estimulacdo da medula 6ssea e observamos
que o protocolo de treinamento T2 levou a maior porcentagem de reticuldcitos no sangue, em
comparacdo com o C, enquanto ndao houve diferenca entre os grupos C e T1. Eritrocitos
jovens, como reticuldcitos, tém um teor mais elevado de 2,3 DPG, e protocolos de treinamento
intenso parecem aumentar o contetido sanguineo de 2,3 DPG?. Os resultados mostram que 0
protocolo T2 foi capaz de aumentar os niveis de 2,3 DPG, em compara¢do com o C, e ndo foi
observada diferenca entre os grupos C e T1.

Tabela 2 — Hematocrito, concentracdo sangiiinea de hemoglobina, nimero de eritrdcitos,
percentual de reticuldcitos e contetdo sangiiineo de 2,3 DPG nos animais controle (C), nos
que realizaram treinamento de 10 semanas uma vez ao dia (T1) e nos que realizaram
treinamento de 8 semanas uma vez por dia, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e uma
semana 3 vezes ao dia (T2).

C T1 T2
Hematdcrito (%) 40+2 40+1 39+1
Hemoglobina (g/dL) 14+1 14 +2 15+2
Eritrécitos (10°/mm3) 7.3+0,4 7.0+0,3 6,9+0,4
Reticulécitos (%) 0,8+0,4 21+10 53+16*
2,3 DPG (mmol/L de sangue) 2,8+0,2 2,9+0,2 3,2+0,1*#

Valores mostrados como media + EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T1.
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5.1.10 Avaliacdo da meia vida das hemacias.
A meia vida das heméacias € mostrada na figura 8. Houve uma reducéo significativa no
tempo médio de vida dos eritrocitos no grupo T2 em relagcdo aos grupos C e T1, enquanto

nenhuma alteracédo foi observada no grupo T1 em comparagdo com C.
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Figura - 8 Meia vida das heméacias nos animais controle (C),
nos que realizaram treinamento de 10 semanas uma vez ao dia
(T1) e nos que realizaram treinamento de 8 semanas uma vez
por dia, seguido de uma semana 2 vezes ao dia e uma semana 3
vezes ao dia (T2). Dados estdo mostrados como média + EPM.
*p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T1.

Tomados em conjunto, os resultados mostraram que o protocolo de treinamento T2
promoveu adaptacdes no sistema eritropoiético nos animais daquele grupo. Observamos um
aumento na porcentagem de reticulécitos, conteudo sanglineo de 2,3 DPG, reducdo da meia
vida eritrécitos e aumento do nimero e da capacidade proliferativa de CTH. Além disso,
observamos um aumento na atividade no plasma e na medula éssea do sitio NH2-teminal da
ECA, juntamente com uma diminuicdo na concentracdo do Ac-SDKP no sangue e na medula
Ossea e aumento na concentracdo plasmatica de Ang Il e Epo. Dado que a Ang Il, Epo e Ac-
SDKP sdo peptideos hemorreguladores, ndo podemos excluir a possibilidade de que qualquer
um deles, ou uma combinacédo de suas acdes, seriam 0s responsaveis pelos efeitos observados
no sistema eritropoiético. As andlises de correlacdo revelaram uma relacdo inversa entre o
nimero de CTH e a concentracdo de Ac-SDKP no sangue (r = - 0,73, r* p = 0,53, p <0,05) e

na medula 6ssea (r = -0,68; r* = 0,47, p <0,05), mas nenhuma relacdo significativa foi
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observada entre o nimero de CTH e a concentragdo de Ang |1, seja no sangue (r = 0,33; r? =
0,11, p> 0,05) ou na medula 6ssea (r = 0,35, r* = 0,12, p> 0,05). Por outro lado, embora a Epo
também tenha sido aumentada no grupo T2, ndo houve correlacdo significante com o niumero
de CTH no sangue (r = 0,31; r* = 0,10), o que enfraquece a possibilidade de Epo ser o efetor
das adaptacOes eritropoiéticas induzidas pelo treinamento que estdo sendo demonstradas.
Embora s6 possamos especular sobre isso, acreditamos que a remocdo do efeito negativo
sobre 0 CTH causada pelo aumento da hidrdlise de Ac-SDKP resultante do aumento na
atividade do sitio NH2-terminal da ECA seja um importante nexo de causalidade entre o
treinamento e o0 aumento da eritropoiese. Dado que sitio NH2-terminal da ECA € responsavel
pela hidrolise do Ac-SDKP e este tetrapeptideo € um hemorregulator negativo, nos
especulamos que o aumento da atividade no sitio NH2-terminal da ECA induzido pelo
treinamento seria o responsavel pela redugdo dos niveis de Ac-SDKP, retirando a influéncia

deste tetrapeptideo sobre as CTH e, assim, estimulando o sistema eritropoiético.

5.2 Série de experimentos 2.

Em uma segunda série de experimentos tivemos por objetivo investigar o papel
desempenhado pelo SRA, mais especificamente, o sitio NH2-terminal da ECA, sobre as
adaptac0es eritropoiéticas em resposta ao treinamento fisico. Com base nos resultados da série
de experimentos 1, escolnemos o protocolo de treinamento T2 como nosso protocolo de
treinamento, uma vez que as adaptacdes eritropoiéticas do referido protocolo foram mais
pronunciadas. O captopril mostra uma maior afinidade para o sitio NH2-terminal da ECA™ e
este sitio est4 preferencialmente envolvido na hidrélise de Ac-SDKP™. Portanto, o captopril
foi utilizado para inibir a atividade do sitio NH2- terminal sem afetar a atividade global do
SRA.O consumo de agua dos animais tratados e nao tratados com captopril foide 41 £5 mL e
42 + 3 mL por dia, respectivamente (p> 0,05). A dose de captopril média foi de 10,25 £ 1,25
mg.kg™.dia™. De fato, ja foi demonstrado que essa dose de captopril aumenta a concentragdo
de Ac-SDKP no plasma, urina, rins e pulméo de ratos, sem alterar a atividade do SRA*. Com
a finalidade de inibir especificamente o sitio NH2-terminal da ECA, tratamos 0s animais com

captopril em uma dose que mostrou-se especifica em inibir este sitio®.
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5.2.1 Parametros hemodinamicos.
As pressOes arteriais caudais sistolica, diastélica e média ndo foram influenciados pelo
treinamento ou pela inibigdo do sitio NH2-terminal da ECA (Tabela 3).

5.2.2 Parametros de treinamento.

A tabela 3 mostra os resultados dos parametros de treinamento analisados. O treinamento
aumentou o tempo total de exercicio e distancia total percorrida durante o teste maximo em
esteira e a inibigdo do sitio NH2-terminal da ECA ndo influenciou as respostas. O treinamento
também reduziu a freqliéncia cardiaca de pré para pos-treinamento em ambos 0s grupos, T2 e
T2-Cap, e nenhuma diferenca foi observada nos grupos C ou C-Cap. A atividade da citrato
sintase no soleo aumentou em ambos 0s grupos de treinamento e ndo foi influenciada pela
inibicdo do sitio NH2-terminal da ECA. A inibicdo do sitio NH2-terminal da ECA reduziu a
razdo peso VE/peso corporal em 11,2 £ 1,3% para o grupo C-Cap e em 13,2 £ 1,6% para o
grupo T2-Cap. O treinamento induziu hipertrofia do VE de 25,4 £ 2% no grupo T2 e de 22,5 +
1,9% no grupo T2-Cap (p <0,05 para todos).
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Tabela 3 — Peso corporal, pressdo arterial caudal sistélica, diastolica e média, freqiiéncia cardiaca, consumo méaximo de oxigénio, tempo
total de exercicio e distancia total percorrida no teste maximo em esteira, hipertrofia cardiaca e atividade da citrato sintase nos animais
controle (C), nos controles tratados com captopril (C-Cap), nos treinados (T2) e nos treinados tratados com captopril (T2-Cap).

C C-Cap T2 T2-Cap
Pré-treino Pd4s-treino Pré-treino Pds-treino Pré-treino  Pos-treino  Pré-treino  P@s- treino
Peso ‘(38; poral 2131+55  2529+64  2113+50  2493+56  2082+15  2548+24  2013+18  2538+37
Pressédo arterial caudal
Sistolica (mmig) 1377420  1378+35  1243+20  1254+11  1249+14  1242+21  1210+23  1251+47
Presséo arterial caudal
diastdlica (mmHg) 89,3+2,2 86,0425 83,8+12 82,0407 845+1,0 831+13 82,8+1.2 86,4 +38
Presséo arterial caudal
média (mmHg) 1055+21  1031+26  975+15 96,4+05 98,0407 96,7 + 1,4 953+1,0 952+0,8
Freq“e[‘gg)%c)ard'aca 406 +5 422 +5 416+8 431+ 4 411+3 368 + 3*€ 423+ 4 382 + 45€
Tempo tozfﬂ‘:]‘; EXEICICIo 399411 30,9+21  361+25 32,6429 352+17  443+23%  353+14 481+ 2,18€
Distancia “(’rtf:; percorrida a5 | 4y 653 + 84 833 + 96 724+ 115 793473 1218 +125%¢  782+62 1378+ 098 8§€
Hipertrofia cardiaca - 2.30+0,03 - 2,04+ 0,04* - 2.88+0,08* - 2,50 + 0,04#§
((mg/g) * 1000) 300, 04+0, 880, 500,
_ Alividade da citrato - 56,30 + 3,25 - 63,76 + 3,40 - 92,47 + 4 46* ; 84,53 + 4,668
sintase (umol.mg™.min™)

Valores mostrados como média EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T2; §p<0,05 vs. C-Cap; €p<0,05 vs. Pré-treino.
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5.2.3 Atividade da ECA.
A atividade da ECA plasmética foi aumentada em T2 e T2-Cap (Figura 9A), no entanto, a

atividade da ECA plasmatica foi menor no grupo T2-Cap em comparagdo com o grupo T2.
Essa menor atividade plasmatica da ECA plasmatica no grupo T2-Cap pode ser explicada pela
inibicdo completa da atividade do sitio NH2-terminal da ECA, enquanto no grupo T2, a
atividade do sitio NH2-terminal foi aumentada (9E). O tratamento com captopril isoladamente
também reduziu a atividade do sitio NH2-terminal da ECA plasmética em C-Cap. A atividade
plasmética do sitio COOH-terminal da ECA foi aumentada com o treinamento e ndo foi
observado efeito do tratamento com captopril (9C). Na fracdo extracelular da medula 0ssea
houve aumento na atividade do sitio NH2-terminal da ECA com o treinamento, e o tratamento
com captopril inibiu apenas parcialmente este aumento (9F). N&o foram encontradas
diferencas nas atividades da ECA (9B) e no sitio COOH-terminal da ECA (9D)
independentemente do estado de treinamento ou tratamento captopril na fracdo extracelular da
medula 6ssea. Esses resultados demonstram que a dose de captopril usada neste estudo inibiu
0 sitio NH2-terminal da ECA, e concorda com estudo anterior em ratos utilizando a mesma

dose®.
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Figura — 9 Atividade plasmatica e na fracdo extracelular da medulla 6ssea da ECA e dos
sitios COOH-terminal e NH2-terminal da ECA nos animais controle (C), nos controles
tratados com captopril (C-Cap), nos treinados (T2) e nos treinados tratados com captopril
(T2-Cap). Dados estdo mostrados como média = EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T2;
8§p<0,05 vs. C-Cap.
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5.2.4 Medida da concentracdo de Ac-SDKP

A Figura 10 mostra os resultados para a concentracdo de Ac-SDKP no plasma (A) e na
fracdo extracelular da medula éssea (B). No plasma, os niveis de Ac-SDKP foram aumentados
no grupo C-Cap e reduzidos no grupo T2 em relacdo ao C. A inibigcdo do sitio NH2-terminal
da ECA impediu completamente esta reducdo no grupo T2-Cap. Na fragcdo extracelular da
medula déssea, o treinamento reduziu a concentracdo de Ac-SDKP e a inibi¢do do sitio NH2-
terminal da ECA preveniu parcialmente esta reducao.

5.2.5 Medida da concentragéo de Ang II.

A concentragéo de Ang Il foi medida no plasma e na fragéo extracelular da medula 6ssea e
os resultados s&o mostrados na figura 10. No plasma (10C), a concentracdo de Ang Il foi
elevada nos grupos T2 e T2-Cap comparados aos respectivos controles, mas ndo houve
diferenca entre os grupos de treinamento. Na fracdo extracelular da medula 6ssea ndao houve

diferenca entre os grupos (10D).
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Figura - 10 Concentracéo plasmatlca e na fracdo extracelular da medula 6ssea de Ac-SDKP e
Ang Il nos animais controle (C), nos controles tratados com captopril (C-Cap), nos treinados
(T2) e nos treinados tratados com captopril (T2-Cap). Dados estdo mostrados como média +
EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T2; 8p<0,05 vs. C-Cap.
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5.2.6 Medida da concentragdo de Epo.
A concentracdo plasmatica de Epo foi aumentada em ambos 0s grupos de treinamento
(figura 11) e a inibigdo do sitio NH2-terminal da ECA ndo teve efeito sobre esta resposta.

50 ~
45 -
40 -
35 -

30 - T

25 -
20 -
15 4
10 -

Concentracéo plasmatica de Epo
(pg/mL)

C C-Cap T2 T2-Cap

Figura - 11 Concentracdo plasmatica de Epo nos animais controle (C),
nos controles tratados com captopril (C-Cap), nos treinados (T2) e nos
treinados tratados com captopril (T2-Cap). Dados estdo mostrados como
média + EPM. *p<0,05 vs. C; §p<0,05 vs. C-Cap.
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5.2.7 Enumeracdo de células tronco hematopoiéticas por citometria de fluxo.

A Figura 12 mostra os resultados para o nimero de CTH no sangue (A) e na medula dssea
(B). A inibi¢do do sitio NH2-terminal da ECA, isoladamente, reduziu o nimero de CTH na
medula 6ssea em 15% e no sangue em 25%, mas essas diferencas ndo atingiram significancia
estatistica. Os animais do grupo T2 apresentaram aumento de 2 e 3 vezes no nimero CTH na
medula 6ssea e no sangue, respectivamente, em comparacdo com C. Os animais do grupo T2-
Cap apresentaram aumento de 1,5 e 2 vezes no namero de CTH na medula éssea e no sangue,
respectivamente, em compara¢do com o grupo C-Cap. A inibicdo do sitio NH2-terminal da
ECA reduziu para cerca de 50% o nimero de CTH induzido pelo treinamento em ambos

medula 0ssea e sangue.
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Figura - 12 Células CD34+CD45dim no sangue (A) e medula 6ssea (B) nos animais controle
(©), nos controles tratados com captopril (C-Cap), nos treinados (T2) e nos treinados tratados
com captopril (T2-Cap). Dados estdo mostrados como média + EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05
vs. T2; 8p<0,05 vs. C-Cap.
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5.2.8 Proliferacdo de células tronco hematopoiéticas em meio de metilcelulose

Os resultados dos ensaios clonogénicos sdo mostrados na figura 13. A inibigdo do sitio
NH2-terminal da ECA teve pouca influéncia sobre a capacidade proliferativa das CTH do
sangue o treinamento aumentou o nimero de coldnias de BFU-E, de UFC-E, de UFC-GM e de
UFC-GEMM. O nimero de BFU-E e UFC-GEMM foram reduzidos no grupo T2-Cap em
comparagdo com o grupo T2, mas o grupo T2-Cap apresentou maior nimero dessas colénias
em comparacdo ao grupo C-Cap. Os resultados para os ensaios proliferativos de CTH da

medula éssea foram similares aos do sangue e ndo sdo mostrados.
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Figura - 13 Unidades formadoras de coldnias de alta capacidade proliferativa-eritréides (BFU-E,
A), unidades formadoras de coldnias-eritroides (UFC-E, B) unidades formadoras de col6nias-
granuldcitos, macrofagos (UFC -GM, C), e unidades formadoras de col6nias-granulécitos,
eritrocitos, macrofagos e megacariocitos (UFC -GEMM, D) no sangue dos animais controle (C),
dos controles tratados com captopril (C-Cap), dos treinados (T2) e dos treinados tratados com
captopril (T2-Cap). Dados estdo mostrados como média + EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T2;
8p<0,05 vs. C-Cap.
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5.2.9 Hematdcrito, reticulécitos, 2,3 DPG e meia vida das hemécias.

Os resultados para 0 hematdcrito, porcentagem de reticulécitos, o contetdo sangliineo de
2,3 DPG estéo apresentados na figura 14. O hematdcrito (14A) ndo foi diferente em nenhum
dos grupos. O percentual de reticul6citos (14B) foi aumentado no grupo T2 e a inibicdo do
sitio NH2-terminal da ECA preveniu parcialmente este aumento. Houve um aumento ligeiro,
mas significante no contetdo sanguineo de 2,3 DPG (14C) do grupo T2 que nao foi observado
no grupo T2-Cap. A meia vida das hemécias esta apresentada na figura 14D. O treinamento
reduziu o tempo médio de vida das hemacias em 50% dos valores do grupo C e a inibicdo do
sitio NH2-terminal da ECA parcialmente inibiu esta resposta. No grupo T2-Cap, os eritrocitos
tinham um tempo médio de vida de aproximadamente 75% do valor do grupo C-Cap. O
nimero total de eritrécitos (x 10°/mm?) néo foi diferente entre os grupos (C: 7,5 + 0,3; C-Cap:
7,0+0,3; T2: 6,8 + 0,1; T2-Cap: 7,1 + 0,2, p>0,05).
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Figura - 14 Hematdcrito (A), percentual de reticulécitos (B), conteddo sangiineo de 2,3 DPG
(C) e meia vida das hemécias (D) nos animais controle (C), nos controles tratados com
captopril (C-Cap), nos treinados (T2) e nos treinados tratados com captopril (T2-Cap). Dados
estdo mostrados como média £ EPM. *p<0,05 vs. C; #p<0,05 vs. T2; §p<0,05 vs. C-Cap.
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6. DISCUSSAO

6.1 Série de experimentos 1.

Na primeira série de experimentos tivemos por objetivo investigar o efeito de dois
protocolos de treinamento com diferentes freqliéncias diarias de treinamento, T1 e T2, sobre
as adaptacdes eritropoiéticas, e as alteraces sistémicas e locais da atividade da ECA, bem
como as concentracdes de Ang 11 e de Ac-SDKP.

Os resultados mostraram que o protocolo de treinamento T2, com maior frequéncia diaria
de treinamento, aumenta o nimero e a capacidade proliferativa das CTH, a concentracdo de
reticulocitos no sangue e diminui a meia-vida das hemacias. Este efeito do protocolo de
treinamento T2 parece ser devido a maior atividade do sitio ativo NH2-terminal da ECA, que
foi encontrado tanto na fracdo extracelular da medula 6ssea quanto no plasma dos animais
treinados. E importante salientar que o tetrapeptideo Ac-SDKP, inibidor da proliferacdo de
CTH, é um dos substratos do sitio NH2-terminal da ECA. Levando em consideracdo que a
atividade do sitio NH2-terminal estava aumentada e que a concentracdo de Ac-SDKP estava
diminuida, portanto é razoavel propor que o protocolo de treinamento fisico T2 induziu
adaptacOes no sistema eritropoiético por meio do aumento na atividade do sitio NH2-terminal
da ECA, que reduziu as concentracfes de Ac-SDKP plasmatica e na fracdo extracelular da
medula d6ssea.

No presente estudo confirmaram-se resultados anteriores do nosso grupo? em relacdo as
adaptacOes induzidas pelos protocolos de treinamento T1 e T2. A hipertrofia cardiaca € uma
caracteristica comum de adaptacdo induzida pelo treinamento e nés mostramos que o
protocolo T2 induziu maior hipertrofia do VE em comparacdo ao protocolo T1. As pressdes
sistdlica, diastolica e média ndo foram alteradas em nenhum dos grupos e sabe-se que 0
treinamento ndo altera a pressdo arterial em humanos e animais normotensos'®t 0% 103: 104
Além disso, a atividade da citrato sintase do s6leo aumentou no grupo T1 e em maior
proporcao no grupo T2. A reducdo da freqliéncia cardiaca de repouso é considerada o padréo-

ouro das adaptagdes ao treinamento fisico'® *®

e esta foi observada em ambos 0s grupos
treinados. O teste maximo em esteira mostrou que 0s animais treinados apresentaram maiores
adaptacOes cardiorrespiratorias e funcionais. Embora o consumo méximo de oxigénio nédo
tenha sido diferente entre 0s grupos T1 e T2, no grupo T2 correu uma distancia maior e por

mais minutos do que o T1 durante o teste maximo. Em conjunto, estes resultados mostram que
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ambos os protocolos de treinamento foram eficazes na indugdo de adaptagdes fisioldgicas e
funcionais, e que algumas adaptagfes induzidas pelo protocolo T2 foram de maior
significativas que as induzidas pelo protocolo T1.

Nossos dados mostram que o protocolo de treinamento T2, com maior freqliéncia diaria de
treino, aumentou o ndmero de células CD34+CD45dim, consideradas como células
tronco/progenitoras hematopoiéticas. Poucos estudos tém investigado os efeitos do
treinamento fisico aerébio sobre CTH, sendo estes estudos realizados em seres humanos®” *.
N&o foi encontrado nenhum estudo que com ratos e estudos que utilizaram camundongos
tiveram como foco dos trabalhos células progenitoras endoteliais’®. Bonsignore et al.*
relataram que em repouso, corredores amadores tinha de 3 a 4 vezes mais celulas CD34 +
circulantes em relacéo aos controles e Ikeda et al.>’ observaram que trés meses de treinamento
aumentou o numero circulante de células progenitoras hematopoiéticas. No presente estudo,
observamos aumento de 3 vezes nas células CD34+CD45dim circulantes e aumento de 2
vezes dessas células na medula 6ssea. Portanto, nossos resultados apontam na mesma direcao
dos estudos realizados em humanos, indo mais além ao mostrar que esses efeitos ocorrem
também em nivel da medula 0ssea.

Além disso, também mostramos que a capacidade proliferativa das CTH, principalmente
as BFU-E e UFC-GEMM, foi aumentada no grupo T2. E importante salientar que este é o
primeiro estudo até o momento que avaliou os efeitos do treinamento fisico sobre a
capacidade proliferativa de precursores eritrocitarios e, juntamente com os resultados de
aumento na porcentagem de reticulécitos no sangue periférico, sugerimos que o protocolo de
treinamento T2 foi efetivo em estimular a medula 6ssea e aumentar a producéo de hemacias.
Por outro lado, aumento da producdo de hemécias causaria um aumento do hematdcrito, no
entanto, o hematocrito ndo foi alterado. Na verdade, houve uma tendéncia a reducdo do
hematocrito no grupo T2 (p = 0,08) e a reducdo do hematdcrito € uma resposta comum ao
treinamento aerébico intenso?’. Portanto, nds especulamos que o turn-over eritrocitario seria
maior e, consequentemente, a meia vida das hemécias seria reduzida. Observamos também
que o tempo de vida médio dos eritrocitos era quase 50% menor no grupo T2, em comparacao

13; 24; 106

com C, e este resultado corrobora estudos anteriores em atletas humanos e ratos

submetidos a treinamento fisico?®.

Acredita-se que o treinamento fisico atue sobre o sistema eritropoiético de duas maneiras:

31; 107

1) pela remocéo de eritrocitos velhos da circulagao e 2) pela estimulacdo da eritropoiese
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na medula 6ssea®. Essas aces combinadas levariam & reducdo no tempo médio de vida dos
eritrocitos e um aumento nas hemécias jovens na circulacdo periférica®, o que ocorreu
somente nos animais submetidos ao protocolo de treinamento T2. A redugdo da meia vida das
hemécias tem efeitos benéficos, por um lado, porque eritrécitos velhos tém capacidade
enzimatica e metabdlica reduzidas, e apresentam alteracfes na capacidade de deformacdo da
membrana celular, 0 que aumenta a viscosidade da membrana celular e do citoplasma,
aumento da fragilidade e reduco na resisténcia osmotica e mecanica™®® *®. As razées por que
0 exercicio leva a destruicdo selectiva dos eritrocitos velhos ainda é assunto de discussdo, mas
as possiveis razdes sdo: trauma mecanico provocado pela compressao e impactos relacionados
com danos mecanicos aos eritrocitos nos capilares dos pés durante a corrida em superficies
firmes, destruicdo intramuscular, estresse osmotico e peroxidacdo de membrana lipidica
causada pelos radicais livres liberados pelos leucocitos ativados®’. Por outro lado, os
eritrocitos mais jovens também tém uma maior concentracio de hemoglobina intacta® e maior
teor de 2,3 DPG, que desloca a curva de dissociacdo da oxi-hemoglobina para a direita. Juntas,
essas adaptacdes levam a diminuicdo da idade média dos eritrécitos na circulacdo e maior
fluidez da membrana dos eritrocitos, que é importante para o transporte de ions e de
oxigénio™™°.

Embora no presente estudo ndo tenha sido investigada as razdes para a destruicdo seletiva
dos eritrocitos velhos, nds estudamos se os protocolos de treinamento utilizado seriam efetivos
para induzir a eritropoese. A contagem de reticulocitos € o principal indice utilizado para
avaliacdo da estimulagdo da medula 6ssea® e pode ser alterado pelo estado de treinamento®®
31 N6s mostramos que os animais do grupo T2 tiveram maior porcentagem de reticulécitos no
sangue periférico, o que significa que este tipo de treinamento é capaz de estimular a medula
Ossea e nos animais do grupo T1, embora tenhamos observado adaptacbes cardiacas,
funcionais e bioquimicas, ndo houve alteracdo significativa no sistema eritropoiético. Nos
seres humanos, adaptacGes eritropoiéticas sdo mais comumente observadas em atletas
altamente treinados?’.

Nossos resultados mostram que as atividades plasmaticas da ECA e de seus dois sitios
ativos estavam aumentadas e que a atividade do sitio NH2-terminal estava aumentada na
fracdo extracelular da medula 6ssea com o protocolo de treinamento T2. Poucos dados na
literatura foram encontrados acerca do efeito do treinamento fisico sobre a atividade da ECA.

111
l.

Recentemente, Costa et a mostraram que treinamento fisico de 75 dias aumentou a
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atividade da ECA plasmética em cavalos. Nesse estudo, mostrou-se que 0 aumento da carga
de trabalho correlacionava-se com o aumento na atividade da ECA, embora ndo fosse possivel
diferenciar a influéncia dos fatores intensidade e duracdo do exercicio sobre a atividade da
enzima, uma vez que ambos foram aumentados ao longo do periodo de treinamento. N0ssos

dados corroboram de certa forma os dados de Costa et al.}**

, pois também encontramos uma
relagdo entre a freqliéncia de treino e a atividade da ECA. Esses autores ainda observaram que
a interrupcdo de 8 semanas do treinamento acarretava reducdo gradual da atividade da ECA
em direcdo aos valores pré-treino, resultado que sugere ser o treinamento empregado o
principal fator para o0 aumento observado na atividade da enzima. N&o encontramos estudos
que tenham avaliado a influéncia do treinamento fisico sobre os sitios terminais da ECA.
Embora possamos somente especular, é possivel que qualquer treinamento que cause aumento
na atividade do sitio catalitico NH2-terminal seja capaz de induzir adaptagdes no sistema
eritropoiético como 0s observados no presente estudo.

No presente estudo mostramos que o efeito do treinamento fisico sobre a atividade da
ECA apresenta duas caracteristicas interesantes: 1) as atividades medular e sistémica podem
ser reguladas de forma independente e 2) que em um determinado tecido, as atividades dos
sitios ativos da ECA, o NH2-terminal e o COOH-terminal, também podem ser reguladas de
forma independente. Demonstramos que na circulacdo dos animais submetidos ao protocolo
de treinamento T2 houve aumento das atividades da ECA plasmaética, e dos sitios NH2-
terminal e COOH-terminal e a concentracdo plasmatica de Ang Il foi aumentada, enquanto a
concentracdo de Ac-SDKP diminuiu. Na fracao extracelular da medula 6ssea, nem a atividade
da ECA ou do sitio COOH-terminal, nem a concentracdo de Ang Il foram alterados no grupo
T1, porém o grupo T2 aumentou a atividade do sitio NH2-terminal, e diminuir a concentragédo
de Ac-SDKP na medula éssea. T1 ndo mostrou qualquer diferenca nas atividades locais ou nos
niveis de peptideos na circulacdo ou na medula 6ssea. Estes resultados corroboram dados da
literatura que mostram que os niveis de Ang Il estdo mais relacionados com a atividade do
sitio COOH-terminal e que, por outro lado, os niveis de Ac-SDKP estdo relacionados com a
atividade do sitio NH2-terminal. Embora ambos os sitios cataliticos clivem Ang 12, o Ac-

1’ Além disso, foi

SDKP ¢ hidrolisado quase que exclusivamente pelo sitio NH2-termina
relatado que o sitio COOH-terminal é o principal sitio de clivagem de Ang | in vivo®. Poderia
ser especulado se os sitios cataliticos da ECA teriam sua atividade regulada para suprir as

necessidades teciduais locais. No entanto, essa hipétese ainda precisa de apoio experimental.
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Foi demonstrado que hormdnios sexuais exercem efeitos sobre CTH!3: 114 115: 116: 117 118

e
que existe dimorfismo sexual na eritropoiese'*® 2% 12! Em funcéo da flutuacdo hormonal que
ocorre na fémea decorrente do ciclo estral, podem-se esperar variacbes no nimero e funcdo
das CTH, uma vez que foi observado que o estrogeno teria efeitos sobre as células
provenientes da medula dssea 2% 2% 24 Entretanto, ndo parece haver consenso se de fato as
flutuagdes hormonais na fémea tém influéncia sobre as CTH. Em um dos primeiros estudos a
investigar essa questdo foi observado que a formacdo de coldnias hematopoiéticas a partir de
células da medula dssea ndo foi diferente entre as fases do ciclo estral em camundongos

fémeas'®® | 122

. Mais recentemente, Thurmond et a mostraram que o receptor alfa de estrégeno
ndo parece ter funcdo importante na geracdo e manutencdo de CTH e Lemieux et al.'?®
mostraram que o numero de células CD34+ e CD133+ circulantes ndo foi afetado pela fase do
ciclo menstrual em mulheres pré-menopausa saudaveis. Por outro lado, dados dos estudos de
Masuda et al.*** Foresta et al.'*** mostram que o nimero circulante dessas células varia ao
longo da fase do ciclo menstrual em mulheres.

N&o encontramos dados na literatura sobre os efeitos da fase do ciclo estral sobre o
namero ou proliferacdo de CTH em ratas. No entanto, acreditamos que caso haja um efeito das
flutuacGes hormonais devido ao ciclo estral das ratas sobre as CTH, é improvavel que esse
efeito tenha sido importante nos resultados do presente estudo, uma vez que ja analisamos a
fase do ciclo menstrual nas ratas submetidas aos protocolos de treinamento realizados e nao
encontramos alteracGes hormonais em comparagdo ao grupo controle e todas as ratas estavam
na mesma fase do ciclo estral (dados ndo mostrados). Além disso, é comumente observado
gue ratas que vivem juntas na mesma gaiola ou que dividem um mesmo ambiente, como é o
caso do biotério, sincronizam as fases do ciclo estral'®. Portanto, caso tenha havido efeitos do
ciclo estral nas ratas do presente estudo, é bastante provavel que este tenha sido semelhante
em todas elas. Além disso, as variaces hormonais durante o ciclo ovariano parecem

influenciar mais outros tipos de células tronco, como as células tronco endoteliais*?® %,

em
comparacdo com as CTH. Portanto, no presente estudo, as variaces hormonais devido ao
ciclo estral ndo parecem ter exercido efeito importante sobre as respostas no ndmero e
proliferacdo de CTH.

Nesta primeira série de experimentos mostramos que o protocolo de treinamento T2, mas
ndo o protocolo T1, é capaz de induzir adaptagdes eritropoiéticas nos animais, dentre elas

reticulocitose, aumento no nimero de capacidade proliferativa de CTH, maior conteddo
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sanguineo de 2,3 DPG, aumento dos niveis de Epo circulante e reducdo na meia vida das
hemécias. Além disso, também mostramos que o protocolo de treinamento T2 aumentou a
atividade do sitio NH2-terminal da ECA no plasma e na fracdo medular da medula 6ssea,
reduziu as concentragdes plasmaticas e da medula déssea de Ac-SDKP e aumentou a
concentragdo circulante de Ang Il. Como Ac-SDKP, Ang Il e Epo sdo todos
hemorregulatérios, ndo podemos excluir a possivel participacdo destes nas adaptacdes

eritropoiéticas induzidas pelo treinamento.

6.2 Série de experimentos 2.

Na série de experimentos 2 tivemos como objetivo investigar o papel desempenhado pelo
sitio NH2-terminal da ECA nas adaptacfes eritropoiéticas induzidas pelo protocolo de
treinamento T2.

Nossos resultados demonstraram que as adaptacfes induzidas pelo treinamento sobre o
sistema eritropoiéetico sdo pelo menos parcialmente relacionadas com o aumento da atividade
no sitio NH2-terminal da ECA. O seu blogueio com captopril levou ao aumento dos niveis de
Ac-SDKP no plasma e na fracdo extracelular da medula 0ssea, diminuindo o nimero e a
proliferacdo das CTH, a porcentagem de reticuldcitos circulantes e aumentando a meia-vida
das hemécias.

Na série de experimentos 2 medimos varios marcadores de treinamento fisico e mostramos
que a inibicdo do sitio NH2-terminal da ECA por meio do tratamento com captopril ndo afetou
as adaptacOes induzidas pelos treinamento fisico, com exce¢do da razdo VE/peso corporal,
reduzindo-a em ~ 12% em ambos 0s grupos tratados. Este resultado corrobora estudo anterior
do nosso grupo que mostrou que o enalapril, outro inibidor da ECA, também reduziu a
hipertrofia cardiaca em ratos treinados sob o protocolo T22. Nenhum dos outros marcadores de
treinamento fisico foi influenciado pela inibi¢do do sitio NH2-terminal da ECA.

NOs mostramos na série de experimentos 1 que o protocolo de treinamento T2 a
capacidade proliferativa de CTH, tendo sido observado aumento no numero de BFU-E, UFC-
E, UFC-GM e UFC-GEMM e estes resultados foram repetidos na série de experimentos 2.
Quando o sitio NH2-terminal da ECA foi inibido, os animais do grupo T2-Cap mostraram
valores de UFC-GM e UFC-E ndo estatisticamente diferentes em comparagdo com 0s animais
do grupo T2. No entanto, BFU-E e UFC-GEMM foram reduzidos nos animais do grupo T2-

Cap em comparacdo aos animais do grupo T2. Estes tipos de coldnias sdo considerados as
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mais imaturas™® **’. E possivel, portanto, que no grupo T2-Cap, 0 Ac-SDKP tenha inibido
preferencialmente a proliferacdo desses progenitores mais imaturos, enquanto a proliferagédo
de unidades formadoras de coldnias mais maduras e comprometidas ndo foi afetada.

O numero de células CD34+CD45dim foi aumentado com o protocolo de treinamento T2 e
a inibicdo do sitio NH2-terminal atenuou essa resposta. Outros estudos demonstraram que o0
treinamento fisico aumenta o nimero de CTH** * porém nenhum mecanismo para este
aumento foi proposto. Foi mostrado anteriormente que a incubacgdo de captopril com células
da medula ssea reduz o nimero destas células na fase S do ciclo celular” e que a infusdo de
captopril em camundongos previamente irradiados com raios y também inibe a entrada de
CTH na fase S do ciclo celular. Tem sido sugerido que a inibi¢do sobre as CTH induzida pelo
captopril seja mediada por Ac-SDKP. No presente estudo, damos suporte a esta suposicéo
uma vez que o numero e proliferacdo de CTH foram reduzidos nos animais treinados e
tratados com captopril e neste grupo a concentracdo de Ac-SDKP nédo foi reduzida. Assim,
com base em nossos resultados e em resultados anteriores, sugerimos que a reducdo do
namero e proliferacdo de CTH observadas no presente estudo seja devido ao efeito inibitorio
do Ac-SDKP sobre essas células.

Embora se saiba que o uso cronico de inibidores da ECA possa causar leucopenia® 887,
no presente estudo ndo observamos variagdo na contagem total ou diferencial de leucocitos
entre os grupos estudados (dados ndo mostrados).

O aumento no percentual de reticulécitos induzido pelo treinamento fisico foi atenuado
pela inibicdo do sitio NH2-terminal no grupo T2-Cap, provavelmente como resultado da
diminuicdo na estimulacdo da medula 0ssea neste grupo. A contagem de reticulécitos é o
principal indice utilizado para avaliar a estimulacdo da medula 6ssea®. Portanto, nossos dados
mostram que o captopril, provavelmente por meio do efeito inibitério do Ac-SDKP sobre
CTH, inibiu a proliferacdo destas células e reduziu a liberacdo de reticuldcitos para circulacao
periférica. Como consequéncia da reducdo na porcentagem de reticulocitos na circulagédo
periférica, o contetdo sanguineo de 2,3 DPG também foi reduzido nos animais do grupo T2-
Cap.

Observamos que o0s animais do grupo T2 apresentaram reducdo na meia vida das
hemécias, corroborando os dados anteriores. Os animais do grupo T2-Cap apresentaram

maiores valores de meia vida das hemécias em comparagdo com o0s animais do grupo T2, mas
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apresentaram valores inferiores quando comparados com os animais do grupo C-Cap. A idade
média dos eritrocitos na circulagdo periférica depende por um lado do aumento da eritropoiese
e, por outro, da eliminacdo aumentada de células sangiiineas velhas®’. No presente estudo,
observamos atenuacdo na eritropoiese causada pelo treinamento fisico por meio da inibi¢éo do
sitio NH2-terminal da ECA, porém, talvez a taxa de eliminacdo de células do sangue nao
tenha sido alterada. Portanto, é possivel que nos animais do grupo T2-Cap, embora a
eritropoiese tenha sido inibida, a eliminacdo de células velhas do sangue tenha sido mantida
constante e, como consequéncia, a meia vida das hemacias tenha sido reduzida em
comparagdo aos animais do grupo C-Cap, mas tenha sido maior quando comparados com 0s
animais do grupo T2, nas quais tanto a eritropoiese aumentada quanto a eliminacgdo das células
velhas do sangue ocorreram.

Com base nos dados do presente estudo, sugerimos que os efeitos do protocolo de
treinamento T2 sobre a eritropoiese seja resultado do aumento na atividade do sitio NH2-
terminal da ECA induzido pelo treinamento. Com base neste modelo, o treinamento
aumentaria as atividades plasmatica e da medula 6ssea do sitio NH2-terminal da ECA e,
conseqlientemente, reduziria a concentracdo de Ac-SDKP nesses locais. A reducdo do Ac-
SDKP na circulacdo periférica e na medula éssea, reduz a regulacdo negativa que este
tetrapeptideo exerce sobre as CTH, resultando em maior nimero e capacidade proliferativa
destas células. Como consequéncia, ocorre reticulocitose como resultado de aumento na
atividade da medula 6ssea. Mais reticuldcitos na circulacdo levam a maior concentragédo de 2,3
DPG, e como observado por outros, a meia vida das hemaécias é reduzida. O treinamento fisico
com concomitante inibicdo do sitio NH2-terminal da ECA inibe as adaptacdes eritropoiéticas
observadas.

No presente estudo procurou-se inibir a diminuicdo na concentracdo de Ac-SDKP induzida
pelo protocolo de treinamento T2 no sangue e medula déssea, a fim de investigar o papel
desempenhado por este tetrapeptideo nas adaptacdes eritropoiéticas induzidas pelo
treinamento. Para tanto, utilizamos uma dose de captopril cujos estudos anteriores mostraram
inibir preferencialmente a atividade NH2-terminal da ECA® e afetar a concentracdo de Ac-
SDKP tanto no sangue quanto em outros tecidos®™ em ratos. N6s mostramos que as atividades
circulantes da ECA plasmatica e do sitio NH2-terminal da ECA foram reduzidas pelo
tratamento com captopril, enquanto a atividade do sitio COOH-terminal ndo foi afetada.

Juntos, esses resultados mostram que o tratamento com captopril empregado no presente
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estudo foi eficaz em inibir especificamente o sitio NH2-terminal da ECA sem afetar o sitio
COOH-terminal. Ndo observamos mudanca nas atividades da ECA plasmatica ou do sitio
COOH-terminal na medula éssea, porém, a atividade do sitio NH2-terminal na fracdo
extracelular da medula 6ssea foi aumentada no gruipo T2, e parcialmente inibida pelo
tratamento com captopril.

Os sitios cataliticos da ECA apresentam afinidades diferentes para diferentes substratos. O
sitio NH2-terminal esté4 preferencialmente envolvido na clivagem de Ac-SDKP’®, enquanto o
sitio COOH-terminal é o principal local de formac&o de Ang I1®. Nossos resultados parecem
confirmar essas hipéteses, uma vez que a concentracdo de Ang Il foi aumentada apenas na
circulacédo periferica dos animais dos grupos T2 e T2-Cap, onde a atividade do sitio COOH-
terminal foi aumentada, e a concentragdo de Ac-SDKP foi diminuida na circulagdo periférica e
na medula 6ssea somente nos animais submetidos ao protocolo de treinamento T2, onde a
atividade do sitio NH2-terminal foi aumentada. O tratamento com captopril ndo afetou a
atividade do sitio COOH-terminal nem a concentracdo de Ang Il circulante, enquanto inibiu o
aumento na atividade do sitio NH2-terminal na circulacdo e na medula déssea induzida pelo
treinamento, e nesses dois locais, a concentracdo de Ac-SDKP foi diminuida. Esses dados
reforcam a hipotese de que os sitios da ECA podem ser regulados de forma independente e
podem ter diferentes fungdes teciduais.

Independentemente do fato do captopril apresentar seletividade parcial sobre o sitio NH2-
terminal da ECA, no presente estudo, tinhamos como finalidade inibir a reducdo na
concentracdo de Ac-SDKP. Para isso, utilizamos o captopril numa dose ja previamente
demonstrada ser capaz de alterar a concentracdo desse tetrapeptideo®™ sem alterar
sobremaneira 0 SRA%. Portanto, embora o captopril possa néo ser a droga ideal para fins de

bloqueio especifico do sitio NH2-terminal**® '

, para os fins do presente estudo, o uso desta
droga foi satisfatdrio, pois conseguimos inibir o0 aumento na atividade do sitio NH2-terminal,
sem alterar a atividade do sitio COOH-terminal e inibir a reducdo na concentracdo de Ac-
SDKP sem alterar a concentracdo de Ang 1.

A inibicdo do sitio NH2-terminal da ECA por meio do tratamento com captopril ndo
alterou a concentracdo de Epo, embora tenhamos mostrado que o protocolo de treinamento T2
induziu aumento na concentragdo plasmatica de Epo. Ja foi demonstrado que o tratamento
com captopril em humanos saudaveis ndo madifica a producdo de Epo™°. Portanto, é

improvavel que a Epo seja o principal responsavel pelas adaptac6es eritropoiéticas induzidas
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pelo protocolo de treinamento T2, pois em ambos os grupos, T2 e T2-Cap, a Epo estava
elevada.

Além dos efeitos que o tetrapeptideo Ac-SDKP exerce sobre as células tronco
hematopoiéticas, diversos estudos descreveram que o Ac-SDKP tem papel importante sobre a
proliferacdo de outros tipos celulares'®! 13% 133134135136 "3 Ac_SDKP inibiu 0 aumento na
proliferacdo de fibroblastos cardiacos in vitro induzido por incubagdo com soro bovino fetal™*2
e a incorporacdo de 3 hidroxi-prolina e sintese de colageno em resposta a estimulagcdo com
endotelina-1'**. Outros estudos mostraram efeito do Ac-SDKP sobre a angiogénese™® .
ConcentracGes nanomolares de Ac-SDKP foram capazes de estimular a migracdo de células
endoteliais e a diferenciacdo dessas células em estruturas similares a tubos in vitro. Ainda, in
vivo, 0 Ac-SDKP promoveu resposta angiogénica no embrido de frango e no musculo de rato,
alem de ter induzido a formacdo de vasos sanguineos em matrigel implantada
subcutaneamente em ratos™°. Posteriormente, Wang et al. observaram que a administracdo
crénica de Ac-SDKP promovia neovascularizacdo na cornea e aumentava a densidade capilar
no miocardio ap6s infarto em ratos'*®. Pelo fato dos inibidores da ECA aumentarem a
concentracdo plasmatica de Ac-SDKP, foi sugerido que os efeitos descritos acima seriam parte
do efeito cardioprotetor dos inibidores da ECA, como a reducdo no depdsito de colageno
cardiaco e aumento na vascularizagdo do miocardio.

E amplamente sabido que o treinamento fisico induz aumento na vascularizacdo do
miocardio e aumento na massa cardiaca, processo que resulta em uma hipertrofia cardiaca
fisioldgica, na qual o coracdo apresenta melhora nas funcdes sistélica e diastélica®®’. No
presente estudo, observamos reducdo no tamanho do ventriculo esquerdo nos animais tratados
com captopril em comparacdo aos ndo-tratados, embora ndo tenhamos observado alteracdao
nos parametros funcionais analisados, como no tempo total de exercicio e na distancia total
percorrida durante o teste maximo em esteira. Portanto, é possivel que o tratamento com
captopril tenha exercido efeito em outros tipos celulares, por meio do aumento na
concentracdo de Ac-SDKP, como, por exemplo, sobre fibroblastos cardiacos, o que levaria a
menor deposicdo de colageno cardiaco e sobre células endoteliais, o que pode ter resultado em
aumento na vascularizacdo do miocardio. Em conjunto, esses possiveis efeitos do captopril
resultariam em um coragdo mais leve e mais vascularizado, o que seria traduzido em uma
manutengdo na funcdo cardiaca nos animais tratados com captopril quando comparados aos

nao-tratados.
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A descoberta da presenca de mRNA do SRA em regides do cérebro*® incitou a discussdo
sobre a funcdo desse sistema centralmente. Estudos recentes vém sugerindo que o SRA

139 termorregulatérios™ e na eficiéncia

cerebral estaria envolvido com ajustes metabdlicos
mecanica e custo metabdlico™* durante o exercicio em ratos.

Esses estudos mostraram que a infuséo intracerobroventricular de losartan, um bloqueador
dos receptores AT1, induziu um aumento significativo na taxa de aumento da temperatura
corporal e um aumento na temperatura limiar para o inicio da vasodilatacdo caudal durante o
exercicio'®, induziu aumento significativo no consumo de oxigénio, o que produziu um
aumento de 19% no custo metabdlico durante o exercicio comparado ao controle, com uma

reducdo significativa na eficiéncia mecanica*

e produziu aumento na hiperglicemia e
aumento a mobilizacdo de 4cidos graxos livres do tecido adiposo™®. Todos esses fatores em
conjunto levaram a precipitacdo da fadiga e a reducao do desempenho fisico dos animais.

Os autores sugeriram que a transmissdo angiotensinérgica central desempenharia papel
importante sobre a termorregulacdo durante o exercicio pelo aumento na dissipacdo de calor
por meio da vasodilatacdo periférica, prevenindo niveis altos de armazenamento de calor,
alem de papel importante nos ajustes metabdlicos durante o exercicio por meio da modulacdo
da producéo de calor e melhorando a eficiéncia mecénica e também participaria na modulagédo
da ativacdo precoce do sistema simpatico durante o exercicio, pois houve maior mobilizacao
de acidos graxos livres, hiperglicemia e hiperlactemia para uma mesma intensidade absoluta
de exercicio com a infusdo intracerebroventricular de losartan.

Independente da duracdo e intensidade do exercicio ocorre um aumento abrupto inicial na
atividade simpatica necessario para adaptar o organismo para o0 novo quadro de demanda
metabdlica'*?. Ap6s esse primeiro aumento abrupto na atividade simpatica, 0s aumentos
subseqientes sdo proporcionais a intensidade do exercicio'*?. Os dados dos estudos de Leite et
al.1¥% 1014 qugerem que o bloqueio central dos receptores AT1 induz um aumento mais
rapido da atividade simpatica em intensidades mais baixas de exercicio.

Diversos estudos observaram a expressdo de receptores adrenérgicos em CTH 3 14 ¢
sugerem que a ativacdo simpatica na medula 6ssea causa proliferacdo e mobilizacdo de CTH
para a circulagao 44 145 1461 147 148: 199 "Emhora ndo tenhamos medido nenhum parametro de
ativacdo simpatica durante o exercicio, é improvavel que o tratamento com captopril tenha

exercido efeitos centrais importantes nos animais do presente estudo.
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Primeiramente, no nosso estudo, o captopril foi dado na agua de beber e ndo esté claro se o
captopril atravessa a barreira hematoencefalica. A barreira hematoencefalica é formada por
tight junctions endoteliais que previne todas as substancias hidrosolluveis de entrar no
intersticio cerebral a partir do sangue'®®. Foi sugerido que o captopril ndo atravessaria a

barreira hematoencefalica em condicdes normais™? °% 123

, Mas outros grupos reportaram que
o tratamento crénico com captopril leva a inibicdo da ECA cerebral™* **°, Segundo, caso o
captopril tenha atravessado a barreira hematoencefalica, a dose de captopril utilizada parece
influenciar na capacidade da droga de atravessar a barreira hematoencefélica?, e foi mostrado
que doses menores do que 25 mg/kg por dia infundidas intravenosamente nao sdo capazes de
bloquear a ECA cerebral. No presente estudo o captopril foi dado na dose de 10 mg/kg por
dia. Terceiro, embora ndo tenhamos conhecimento de estudos que tenham analisado a ativagao
central ou a transmissdo angiotensinérgica central durante o exercicio com o tratamento oral
de captopril em ratos, é pouco provavel que o captopril tenha exercido efeitos centrais
relevantes e que esses efeitos, mesmo se existiram, foram pouco importantes e parecem nédo
ter influenciado nas respostas observadas no presente estudo. Além do fato de aparentemente
o captopril ndo cruzar a barreira hematoencefalica em condigdes normais, a dose utilizada no
presente estudo ndo afetou sequer a concentracdo plasmatica de Ang Il. Além disso, 0s
resultados do presente estudo mostraram que as adaptacbes morfologicas, bioguimicas e
funcionais dos animais submetidos ao treinamento fisico ndo sofreram influéncia do

tratamento com captopril. Mais especificamente, nos trabalhos de Leite et al.*3% 140 14

, além
da droga utilizada ter sido o losartan, e ndo o captopril como no presente estudo, esta foi
infundida intracerebroventricularmente, enquanto no presente estudo o captopril foi dado na
4gua de beber. Além disso, nos estudos de Leite et al.*** 2% 1! g tempo até a fadiga durante o

exercicio foi reduzido, seja ele realizado de forma graduada’® ou com intensidade

constante!#® 4

, enguanto no presente estudo o tempo até a fadiga durante o exercicio
graduado dos animais tratados com captopril ndo diferiu do tempo até a fadiga dos seus
respectivos controles. Nem tampouco o desempenho dos animais nas sessdes de treinamento
diferiu, sejam eles tratados com captopril ou ndo. Finalmente, a ativacdo simpatica aumenta a

proliferacdo e mobilizacdo de CTH da medula 6ssea **> 4% 149

e o0s resultados do presente
mostraram que o tratamento com captopril inibiu o aumento nas CTH induzido pelo
treinamento fisico. Se de fato ocorreu acdo central do captopril nos animais tratados no

presente estudo e esta agdo central tivesse sido capaz de causar efeitos similares aos
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observados por Leite et al. **% %% ! com o uso de losartan, deveriamos esperar maior ativacao
simpatica e, com isso, maior proliferacdo e mobilizacdo de CTH, resultados contrarios aos
encontrados no presente estudo.

Todas essas evidéncias sugerem que o tratamento com captopril utilizado no presente
estudo ndo influenciou nos ajustes metabdlicos ou na fadiga durante o exercicio e que se
houve passagem da droga pela barreira hematoencefalica, a dose utilizada néo foi suficiente
para influenciar a transmisséo angiotensinérgica central.

Em resumo, na série de experimentos 2, mostramos que o treinamento fisico leva a
adaptacBes no sistema eritropoiético e que quando ocorre inibicdo do sitio NH2-terminal da
ECA durante o treinamento fisico ocorre inibi¢do ou atenuacéo das adaptacdes eritropoiéticas
observadas. A manutencdo de Ac-SDKP em niveis elevados durante o treinamento é

responsavel pelos efeitos observados (figura 15).
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TREINAMENTO FiSICO AEROBIO

t VO, max
Hipertrofia Cardiaca
f Desempenho Fisico

Atividade
N-terminal
ECA

f Degradagéo
AcSDKP

f Proliferacdo
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1 Eritropoiese

1 RETICULOCITOS

> HEMATOCRITO

Meia-vida da
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Figura — 15 O aumento da atividade do sitio NH2-terminal da ECA como resposta ao
treinamento fisico reduz a concentracdo do tetrapeptideo Ac-SDKP e aumenta a
eritropoiese e causa reducdo na meia-vida das hemacias.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados, concluimos que o treinamento fisico de alta
freqiiéncia diaria estimula a hematopoiese por meio do aumento na atividade do sitio NH2-
terminal da enzima conversora de angiotensina I, 0 que aumenta a hidrélise do tetrapeptideo

hemorregulador negativo, Ac-SDKP.
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