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RESUMO

SILVA JUNIOR, S. D. Efeitos sequénciais do treinamento aerébio sobre a
expresséo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em diferentes segmentos arteriais de
ratos SHR e WKY. 2011. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2011.

O desequilibrio entre os eixos biologicamente ativos do Sistema Renina
Angiotensina (SRA), o eixo vasoconstritor ECA - Ang Il - receptor AT; e 0 eixo
vasodilatador ECA2 - Ang (1-7) - receptor Mas, favorecendo a acdo vasoconstritora,
esta intimamente relacionado ao desenvolvimento/manutencdo da hipertensédo
arterial. Sabendo-se que o treinamento aerobio de baixa intensidade (T) tem
potencialidade para reduzir a atividade do SRA favorecendo a queda da presséo
arterial, avaliamos neste estudo os efeitos sequénciais do treinamento aerdbio sobre
a pressao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e a expressdo do SRA vascular em
ratos normotensos (WKY) e hipertensos espontaneos (SHR). WKY e SHR foram
submetidos a T em esteira (50-60% da capacidade maxima de exercicio, 1h/dia, 5
dias/semana) ou mantidos sedentarios por 12 semanas. Pressdo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) basais foram aferidas nas semanas zero (Sp), um (T1), dois
(T2), quatro (T4), oito (Tg) e doze (T2 e Si2), apds 0 que os animais foram
profundamente anestesiados para remoc¢do das artérias aorta, carétida, femoral e
renal. Angiotensinas foram extraidas dos tecidos vasculares e quantificadas pela
cromatografia liquida de alta performance. No inicio dos protocolos SHR vs. WKY
apresentaram elevada PAM (177+2 vs. 123+1 mmHg) e FC (379+12 vs. 320+8
b/min). O conteddo de Ang Il também foi superior em SHR vs. WKY nas artérias
renais (46,33+2,48 vs. 36,35+2,64 nmol/g), femorais (0,21+0,03 vs. 0,08+0,01
nmol/g) e carétidas (0,38+0,04 vs. 0,14+0,02 nmol/g) e semelhante na aorta toracica
(0,06+0,01 vs. 0,05+0,01 nmol/g). Por outro lado o contetdo de Ang (1-7) nos SHR
foi inferior nas renais (11,73+1,40 vs. 28,64+2,38 nmol/g), superior nas femorais
(0,21+0,11 vs. 0,11+0,02 nmol/g) e carotidas (0,13+0,02 vs. 0,09+0,00 nmol/g) e
semelhante na aorta (1,07+0,35 vs. 1,36+0,19 nmol/g). O T determinou em ambos
0S grupos aumento similar do ganho do desempenho em esteira e promoveu ja em
T1 reducdo da Ang Il nas artérias renais (-53% e -22%) e aorta (-50% e -60%) de
SHR e WKY, nas femorais (-38%) e carétidas (-61%) de SHR. T também determinou
em SHR e WKY reducéo da Ang (1-7) nas artérias renais (-42% e 40%), carétidas (-
62% e -33%) e aorta (-75% e -86%) e nas femorais dos SHR (-38%). O contetdo
minimo de Ang Il e Ang (1-7) nos diferentes segmentos vasculares de SHR e WKY
foi alcancado entre Tg e T1,. Interessante notar que o T aumentou parcialmente a
razdo Ang I/ Ang (1-7) na renal e femoral de WKY, na carétida de SHR e na aorta
de ambos os grupos; ndo determinou alteragdo da razdo na carétida de WKY e
femoral de SHR, determinando reducéo da razdo Ang ll/Ang (1-7) apenas nas renais
dos SHR. SHR e WKY mantidos sedentarios apresentaram ligeira redugédo ou
manutencdo do conteudo de Ang Il e Ang (1-7) vascular. Reducdo da PAM (-9£2
mmHg) foi observada apenas nos SHR a partir de Tg; por outro lado SHR e WKY
apresentaram bradicardia de repouso (-57+10 e -32+6 b/min, a partir de T, e Tg,
respectivamente. Em linhas gerais o treinamento promoveu imediata e progressiva
reducdo da Ang Il e Ang (1-7), mantendo nos diferentes segmentos vasculares o
balanco entre seus efeitos, mas favorecendo a reducéo da elevada proporgéo Ang
[I/Ang (1-7) nas artérias renais dos SHR, 0 que sugere a importancia deste territorio
na determinacdo dos niveis basais de PA. O fato da reducdo da hiperatividade do



SRA anteceder a queda da PAM nos SHR e a reducdo FC basal em ambos os

grupos, indica uma possivel relacdo causa-efeito entre conteudo de angiotensinas e
nivel de PA.

Palavras-chave: Sistema Renina Angiotensina Vascular. Hipertensdo Arterial.
Treinamento Aerdbio



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, S. D. Sequential effects of aerobic training on the expression of
Ang I, Ang Il and Ang (1-7) in different arterial segments of SHR and WKY.
2011. 96 p. Masters thesis (Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

The imbalance between the two biologically active axes of the Renin Angiotensin
System (RAS), the vasoconstrictor axis ECA-Ang II-AT1 receptor and the vasodilator
axis ACE2-Ang (1-7)-Mas receptor, favoring the vasoconstrictor effect, is closely
related to the development / maintenance of hypertension. Knowing that low intensity
aerobic training (T) is effective to reduce RAS hyperactivity and to cause pressure
fall, we evaluated in the present study the sequential effects of aerobic T on arterial
pressure (AP), heart rate (HR) and vascular angiotensin content in normotensive
(WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR). WKY and SHR were submitted
to treadmill T (50-60% of maximum exercise capacity, 1 h/day, 5 days/week) or
sedentary protocol for 12 weeks. Resting AP and HR were measured at weeks zero
(So), one (T,), two (T,), four (T,), eight (Tg) and 12 (T, and Si,). Rats were then
deeply anesthetized for harvesting of thoracic aorta, carotid, femoral and renal
arteries. Angiotensins were extracted from vascular tissues and measured by high
performance liquid chromatography. At the beginning of protocols SHR vs. WKY
showed elevated MAP (177+2 vs. 123+1 mmHg) and HR (37912 vs. 3208 b/min).
Ang 1l content was higher in the renal (46.33£2.48 vs. 36.35+2.64 nmol/g), femoral
(0.21+0.03 vs. 0.08+0, 01 nmol/g) and carotid arteries (0.38+0.04 vs. 0.14+0.02
nmol/g) of SHR vs. WKY and similar in the thoracic aorta (0.06£0.01 vs. 0.05£0.01
nmol/g). On the other hand Ang (1-7) content in SHR was lower in renal (11.73+1.40
vs. 28.64+2.38 nmol/g), higher in femoral (0.21+0.11 vs. 0.11+0.02 nmol/g) and
carotid arteries (0.13+0.02 vs. 0.09+0.00 nmol/g) and similar in the aorta (1.07+£0.35
vs. 1.36£0.19 nmol/g). T determined in both groups similar performance gain on
treadmill and caused at T; reduction of Ang Il levels in the renal artery (-53% and -
22%) and aorta (-50% and -60%) of SHR and WKY, in the femoral (-38%) and
carotid (-61%) arteries of SHR. T also determined in SHR and WKY reductions of
Ang (1-7) in the renal (-42% and 40%), carotid (-62% and -33%) arteries and aorta (-
75% to -86%), and in the femoral artery of SHR (-38%). The minimum content of Ang
I and Ang (1-7) in the different vascular segments of SHR and WKY was reached
between Tg and Ty,. It is important to note that T partially augmented the Ang IlI/Ang
(1-7) ratio in the renal and femoral of WKY, in the carotid of SHR and in the aorta of
both groups; it did not change the ratio in the carotid of WKY and femoral of SHR, but
reduced Ang IlI/Ang (1-7) ratio only in the renal artery of SHR. Sedentary SHR and
WKY exhibited a slight reduction or maintenance of vascular of Ang Il and Ang (1-7)
content. MAP fall (-9+2 mmHg) was only observed in SHR at Tg-T15; on the other
hand SHR and WKY exhibited resting bradycardia (-57£10 and -32+6 b/min, starting
at T, and Tg, respectively. In general, training caused prompt and progressive
reduction of vascular Ang Il and Ang (1-7) content, maintaining their balance in the
different vasculatures, but favoring the reduction of Ang ll/Ang (1-7) ratio in the renal
arteries of SHR, which highlights the importance of this territory in setting basal
pressure levels. The reduction of RAS hyperactivity preceding MAP fall in the SHR
and HR reduction in both groups, suggests a possible cause-effect between
angiotensins content and pressure levels.

Key words: Vascular Renin Angiotensin System. Hypertension. Aerobic Training
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A manutencéo da presséao arterial (PA) em niveis adequados e relativamente
constantes durante toda a vida de um individuo € de fundamental importancia para
garantir adequada perfusdo sanguinea aos diferentes tecidos do organismo nas
mais variadas condicbes que vao desde 0 repouso até o exercicio extremo
(COWLEY JR,1992; MONTEIRO e SOBRAL, 2004; PERSSON, 1996).

A PA é resultante da combinacdo instantdnea entre capacitancia venosa
(CV), débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular periférica (RVP) e qualquer
alteracdo em um e/ou outro desses componentes, interfere nos niveis pressoricos.
Nas ultimas décadas inumeras linhas de pesquisas tém buscado um melhor
entendimento dos diversos mecanismos que estao envolvidos no controle da PA. Os
mecanismos propostos para controle da PA sao didaticamente classificados em
mecanismos de controle a curto e médio prazo que sdo ainda classificados em
locais, neurais e hormonais. Completando temos também os mecanismos envolvidos
no controle a longo prazo da PA como os mecanismo de feedback rim/fluidos
corporais, além de fatores estruturais como a neoformacao e ou rarefacdo de vasos
(MICHELINI, 2008).

Dentre os mecanismos hormonais de controle da PA, o Sistema Renina
Angiotensina (SRA) é de extrema importancia, exercendo seus efeitos
principalmente através da atuagdo da angiotensina Il (Ang Il) e angiotensina (1-7)
(Ang (1-7)) (CROWLEY et al.,, 2006). Em razdo de algumas -caracteristicas
apresentadas pelo SRA podemos considera-lo também como um importante
mecanismo de controle local da PA (DZAU, 1989; LEE et al., 1993).

1.1 Sistema Renina Angiotensina

O SRA corresponde a um complexo sistema hormonal e tecidual, que
desempenha papel importante na manutengdo da homeostasia hidroeletrolitica do
organismo e no controle da PA. Originalmente, o SRA foi descrito como um sistema
hormonal circulante. O principal componente biologicamente ativo do SRA € a Ang

II. A formacédo de Ang Il e de outros componentes bioativos do sistema, como a Ang
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(1-7) envolve uma série de reacbes enziméticas a partir do precursor comum 0
angiotensinogénio (Aogen) (CROWLEY et al., 2006; DZAU et al., 1988).

O Aogen, uma alfa 2 globulina € produzido pelo figado, e liberado para a
circulacao, onde € encontrado em altas concentracdes. O Aogen humano é formado
por uma sequéncia de 452 aminoacidos. Diferentes hormonios, incluindo os
glicocorticéides, horménio tireoidiano e a propria Ang Il estimulam a sintese de
Aogen (BEM-ARI e GARRISON, 1988). Ao ser lancado na circulacdo, o Aogen sofre
acao da renina, uma enzima proteolitica de origem renal, produzida através de uma
série de reacfes enziméticas nas células justaglomerulares. O produto translacional
formado a partir do RNAm é a pré-pré-renina, um composto formado por uma
sequéncia de 406 aminoacidos. No interior do reticulo endoplasmatico rugoso a
sequéncia pré de 23 aminoacidos € clivada, dando origem a pro-renina. Em seguida
nos granulos secretoérios do complexo de Golgi a pré-renina resultante é convertida
em renina através da clivagem do pré-segmento N-terminal de 43 aminoacidos
(PEART, 1991).

ApoOs sintetizada, a renina € armazenada em granulos secretérios do
aparelho justaglomerular de onde é liberada para a circulacdo. Trés principais
estimulos sé@o responsaveis pela liberacdo de renina: hipoperfusdo da arteriola renal
aferente, estimulacdo simpatica e reducdo da carga filtrada de sédio que alcanca as
células da macula densa. Uma vez liberada na circulacdo a renina promove a
clivagem do segmento N-terminal do Aogen. Essa interacdo entre renina e Aogen
resulta na formacao da Ang I, um decapeptideo formado pela seguinte sequéncia de
aminoacidos: (Aspl-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8-His9-Leul0) (JAMES e
SIELECKI, 1985).

A préxima etapa enzimatica desta cascata é catalisada pela enzima
conversora de angiotensina (ECA). A ECA promove a remocao do dipeptideo (His9-
LeulQ), dando origem a Ang I, um octapeptideo formado pela seguinte sequéncia
de aminoacidos (Aspl-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8) (SKEGGS et al., 1956;
TUNER e HOOPER, 2002). Apos formada, a Ang Il pode se ligar aos receptores AT,
ou AT, os quais determinam suas acdes (TURNER, 2003).

Além da Ang Il, outros peptideos como a angiotensina Il (Ang ),

angiotensina IV (Ang IV) e Ang (1-7) sdo gerados por outras vias enzimaticas do
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SRA (FERRARIO et al., 1998). De patrticular interesse, destacamos a Ang (1-7), em
razdo de suas acbes opostas as da Ang Il.

A Ang (1-7) € um heptapeptideo (Aspl-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7), que
pode ser formado por pelo menos trés diferentes vias enzimaticas: 1. pela acédo das
endopeptidades teciduais prolil-endopeptidase (PEP) e endopeptidase neutra (NEP),
a Ang | é transformada diretamente em Ang (1-7); 2. uma outra via envolve a
participacdo da ECA 2, um homodlogo da ECA recentemente descrita (DONOGHUE
et al., 2000), que é responsavel pela conversdo da Ang | em Ang (1-9), a qual &
posteriormente convertida em Ang (1-7) por acao da ECA ou da NEP; 3. a Ang-(1-7)
pode também ser formada diretamente a partir da Ang Il, por agdo da ECA 2 ou das
prolilendopeptidades (PEP) ou prolilcarboxipeptidase (PCP) (FERRARIO et al.,
1998). A Ang (1-7) tem suas acdes bioldgicas mediadas pelo receptor Mas
(SANTOS et al., 2003).

Os receptores AT, e AT, foram clonados e farmacologicamente
caracterizados no inicio no anos 90 (KAMBAYASHI et al., 1993; MUKOYAMA et al.,
1993; MURPHY et al., 1991; SASAKI et al., 1991). Os receptores AT; sd0 0s
principais responsaveis pelas acdes da Ang ll, sendo encontrados em diversos
orgdos e altamente expressos durante toda a vida. Estes apresentam 7 dominios
transmembranas e sédo acoplados a proteinas G. Por outro lado os receptores AT,
sdo abundantemente expressos apenas em tecidos fetal, sendo sua expresséo
muito baixa em tecidos adultos. A identificacdo dos receptores Mas como receptores
para Ang (1-7) foi descrito recentemente em 2003 (SANTOS et al., 2003). Similar
aos receptores AT; e AT, 0 receptor Mas é uma proteina com 7 dominios
transmembranas acoplada ao sistema de proteinas G.

Pelo exposto observa-se que o SRA apresenta grande complexidade no
processo de formacgao de seus principais componentes bioativos. Na Figura 1 estao
representados esquematicamente as principais vias enzimaticas do SRA,

contribuindo assim para um melhor entendimento do texto acima.
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Angiotensinogénio

l RENINA

Angiotensina |
(Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8-His9-Leu10).

lECA lECAZ

Angiotensina ll EE'; Angiotensina (1-9)
(Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7-Phe8). (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His).
ECA2 ECA
PEP NEP

PCP |

Angiotensina (1-7)
(Asp1-Arg2-Val3-Tyr4-lle5-His6-Pro7

|

Mas

ATl AT2

Figura 1: llustracdo simplificada da cascata proteolitica de formacéo e de degradacéo dos principais
peptideos angiotensinérgicos biologicamente ativos. ECA — enzima conversora de
angiotensina; ECA - 2 enzima conversora de angiotensina 2; PEP — prolilendopeptidades;
NEP- endopeptidase neutra; PCP — prolilcarboxipeptidase; AT, e AT, — receptores para
angiotensina Il; Mas — receptores para angiotensina (1-7).

1.2 Sistema Renina Angiotensina Local

Em adicdo ao classico SRA circulante, o desenvolvimento de métodos
bioquimicos aliados a técnicas modernas de biologia celular e molecular evidenciou
a existéncia de SRA completo e operacional em diferentes tecidos locais como os
vasos sanguineos, o coragdo, os rins e o cérebro (BADER, 2010; FERRARIO et al.,
1997; FERRARIO, 2006).

Em relacado ao territério vascular, estudos de diferentes autores tém indicado
a presenca de todos os componentes do SRA, com excecdo da renina. A expressao
do RNAm para Aogen bem como sua expressao protéica foi detectada no musculo
liso vascular e no endotélio (MULLER et al., 1995; NAFTILAN et al., 1991, 1994). A
ECA, enzima de grande importancia na formagéo de Ang Il encontra-se presente em
altas concentracdes na adventicia, bem como em cultura de células musculares lisas
e endoteliais (DZAU, 1989; EKKER; TRONIK; ROUGEON, 1989; NAFTILAN, 1994).
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Em relacdo a produgéo local de renina os estudos sdo ainda controversos; fato
conhecido € a presenca de receptores pro-renina nas células musculares lisas, as
quais intermedeiam a captacdo de renina a partir da circulacdo. A presenca destes
componentes do SRA permite a producdo local de Ang Il, a qual liga-se
preferencialmente a receptores AT; (HILGERS et al., 1989; MULLER et al., 1995). A
unido Ang I/ AT, desencadeia varios eventos como o aumento da concentracao
intracelular de Ca**, responsavel pela contracdo do musculo liso vascular,
promovendo assim um aumento do tbnus vascular e da pressédo arterial (ALLEN;
ZHUO; MENDELSOHN, 2000); além disso observa-se também a producdo de
espécies reativas de oxigénio que estao envolvidas nos processos de inflamagéo e
hipertrofia vascular (PARAVICINI e TOUYZ, 2008). A presenca de Ang (1-7) também
ja foi demonstrada no leito vascular, a qual agindo via receptores Mas facilita a
funcdo endotelial e reduz a PA por aumentar os niveis de NO e diminuir a produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ALENINA et al., 2008; RABELO et al., 2008;
SAMPAIO et al., 2007; XU et al., 2008). O processo de formacdo de Ang (1-7)
diretamente a partir da Ang Il por acdo da ECA 2, tem como importante
consequéncia a degradacao da Ang Il, de forma que além dos efeitos diretos da Ang
(1-7) em potencializar a vasodilatagdo, também promove indiretamente reducdo da
concentragéo de Ang Il (RENTZCH et al., 2011)

O coracdo € outro 6rgdo no qual a capacidade de produzir Ang Il é
conhecida ha mais de 20 anos (DZAU et al.,, 1987; LINDPAINTNER, 1988). Em
relacdo ao Aogen sua expressao foi demonstrada em todas as partes do coracao,
em cultura de miécitos e em fibroblastos cardiacos (CAMPBELL e HABENER, 1986).
A producédo local de renina, assim como em outros tecidos, também é bastante
guestionada (DZAU et al., 1987; ENDO-MOCHIZUKI et al., 1995; PAUL et al., 1988).
Acredita-se que a renina encontrada no coragédo seja de origem sistémica, captada
pelos receptores pro-renina. A producdo de ECA foi demonstrada em fibroblastos
cardiacos e também em células endoteliais das coronarias (KATWA et al., 1995). E
também produzida no coracdo uma segunda enzima, a quimase, que possui a
capacidade de transformar Ang | em Ang Il (URATA; STROBEL; GANTEN, 1994).
Similar a outros tecidos a acdo da Ang Il no coracdo é também mediada por
receptores AT, constituindo o eixo ECA — Ang Il — receptor AT;. Componentes do

eixo ECA 2 - Ang (1-7) - receptor Mas sdo também encontrados no coragédo. Dentre
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as acOes da Ang (1-7) no coracdo, destacam-se o controle da fung¢éo contratil além
da protecao contra a hipertrofia cardiaca (SANTOS et al., 2006; YAMAMOTO et al.,
2006)

A circulacao cerebral apresenta a barreira hematoencefalica, a qual atua
evitando 0 acesso ao sistema nervoso central de substancias quimicas presentes no
sangue. A barreira hematoencefélica € impermeével a todos os componentes do
SRA presentes na circulacdo sitémica; ndo obstante todos os componentes do SRA
sao encontrados no cérebro (BADER, 2010), com excesséao da renina cuja producéo
local ainda permanece a controvérsa. Diversas sdo as evidéncias que suportam a
existéncia de um SRA cerebral operante, o qual esta envolvido na modulacdo da
homeostase cardiovascular por influenciar a atividade do sistema nervoso
autbnomo, o eixo hipotalamo-pituitaria, e a sensibilidade barorreflexa (AGUILERA e
KISS, 1996; AVERILL e DIZ, 2000; DIBONA, 1999; FINK, 1997). Foi demonstrado
gue o angiotensinogénio, o precursor inicial de toda a casacata do SRA pode ter
origem em células astrogliais (CAMPBELL et al., 1984; SERNIA e MOWCHANUK,
1983) e que grandes quantidades deste precursor sdo encontradas no fluido
cerebroespinhal (SCHELLING et al., 1980). Apesar da geracao local de renina ser
controversa (BADER e GANTEN, 2002), duas outras enzimas produzidas no
cérebro, a catepsina (KLICKSTEIN; KAEMPFER; WINTROUB, 1982) e a tonina
(LOMEZ et al., 2002) sao capazes de clivar o angiotensinogénio em Ang |. A
conversdo de Ang | a Ang Il é realizada pela ECA, a qual esta presente em todo o
cérebro (ALLEN, 2000; ZHUO et al., 1998). Uma vez formada a Ang Il atua via
receptores AT; e AT, que sdo expressos abundantemente no sistema nervoso
central (ZHUO et al., 1998). Além destes componentes classicos do SRA, a ECA2
(XIA e LAZARTIGUES, 2008), o receptor Mas (METZGER et al., 1995) e a Ang (1-7)
(SANTOS et al., 2000) também sdo encontrados no cérebro. Este eixo do SRA
propicia aumento da sensibilidade baroreflexa e diminuicdo do tdnus simpatico.

O rim é o principal local de producdo de renina, a enzima limitante da
cascata do SRA (BADER e GANTEN, 2000). A renina é secretada a partir das
células justaglomerulares para o intersticio renal e para a circulacdo. RNAm para
renina foi também encontrado em células do tdbulo proximal (MOE et al., 1993).
Identificou-se a producdo de angiotensinogénio nas células do tubulo proximal
(DARBY e SERNIA, 1995; GOMEZ et al., 1988; INGELFINGER et al., 1990) e a
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ECA, necesséria a clivagem da Ang | em Ang Il, esta presente em células
endoteliais da vasculatura renal e na membrana basolateral do tubulo proximal
(SCHULZ et al., 1988). Receptores AT; e AT, também encontram-se amplamente
distribuidos por todo o rim, podendo ser encontrados nas membranas tubulares
luminal e basolateral, células mesangiais, fibroblastos e células musculares lisas dos
vasos renais (ALLEN; ZHUO; MENDELSOHN, 2000; MIYATA et al., 1999). Nos rins
também observamos a presenca de todos os componentes eixo ECA 2 - Ang (1-7) -
receptores Mas. A acdo deste eixo na manutencdo da homeostasia renal é de
grande importancia uma vez que camundongos knockouts para receptor Mas
exibem hiperfiltracdo e microalbuminudria (PINHEIRO et al., 2009) e camundongos
knockouts para ACE 2 desenvolvem glomerulosclerose e albumindria jA com ano de
idade e acelerada nefropatia no diabetes (OUDIT et al., 2006; TIKELLIS et al., 2008;
WONG et al., 2007). Outro importante papel da ECA I, j& citado anteriormente € a
reducao local de Ang Il paralelo ao aumento da Ang (1-7), cujas acbes favorecem a
mudanca na hemodinamica renal (REN; GARVIN; CARRETERO, 2002).

1.3 Sistema Renina Angiotensina no Controle da Presséo Arterial

Dentre os mecanismos hormonais de controle da PA o SRA é de extrema
importancia, exercendo seus efeitos principalmente através da Ang Il e da Ang (1-7).
Os estudos demonstram que a Ang |l promove respostas vasoconstritoras,
proliferativas e tréficas. Por outro lado as respostas evocadas pela Ang (1-7)
parecem antagonizar os efeitos da Ang Il, uma vez que suas acdes estao
relacionadas a vasodilatacédo e a efeitos antiproliferativos e antitréficos (MACHADO,;
SANTOS; ANDRADE, 2000). Estas consideracdes acerca das acdes antagbnicas de
Ang Il vs Ang (1-7) levaram a proposicdo de que o SRA atua através de 2 eixos: 0
eixo ECA — Ang Il — receptor AT; e o eixo ECA 2 — Ang (1-7) — receptor Mas (IWAI e
HORIUCHI, 2009). A ocorréncia de um desequilibrio entre Ang 1lI/Ang(1-7), levando
ao predominio do eixo ECA — Ang Il — AT e/ou a reducéo do eixo ECA 2 — Ang (1-7)
— Mas, esta intimamente relacionada ao aparecimento e progressao das doencas
cardiovasculares bem como a aceleracdo do processo de lesdo de oOrgaos-alvo
(SAMPAIO; PINHEIRO; SANTOS, 2009). Sendo assim, uma perfeita sincronia entre

esses dois eixos € de fundamental importancia para um adequado balango entre
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Ang II/Ang (1-7), de forma a garantir a manutengéo da PA dentro dos valores basais,
além de evitar o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

As acodes da Ang Il apresentam caracteristica multifasica, uma vez que, elas
podem ocorrer imediatamente apos a ligacdo ao receptor, minutos, horas ou até
mesmo dias apds essa ligacdo (TOUYZ e SCHIFFRIN, 2000). Uma vez ligada ao
seu receptor, a Ang Il pode ativar diferentes vias intracelulares que resultam em
diferentes respostas. Uma das principais acbes vasculares da Ang Il é a
vasoconstricdo arterial. Este € um dos mecanismos de rapida duracdo mais bem
estudados e ocorre da seguinte maneira: a ligagdo da Ang Il com o receptor AT, leva
a ativacdo da proteina G; esta por sua vez promove a ativacdo da fosfolipase-C, a
qual cliva o fosfolipidio de membrana, fosfatidilinositol, dando origem ao IP3 e ao
DAG. O IP3 atua sobre receptores de IP3 localizados no reticulo endoplasméatico
promovendo a ativacdo de canais de Ca®" de modo a permitir um aumento na
concentracdo intracelular de Ca**, essencial para a contracdo do musculo liso
vascular. O DAG por sua vez ativa a PKC, a qual promove ativacdo da bomba de
Na*-H*, também contribuindo para o aumento do Ca?" livre (TOUYZ e SCHIFFRIN,
2000).

As crescentes evidéncias de que a Ang (1-7) apresenta acdes opostas a Ang
II, despertaram um grande interesse nos pesquisadores em melhor entender as
funcdes desse peptideo. Os estudos tém demonstrado que a Ang (1-7) promove
natriurese, diurese, vasodilatacdo e inibicdo da angiogénese e crescimento celular.
Sugere-se, portanto, que a Ang (1-7) é um importante peptideo com propriedades
anti-hipertensivas. (GIRONACCI et al., 2004). Importante papel vasodepressor da
Ang (1-7) foi demonstrado em diferentes tipos de modelos experimentais de
hipertensdo e também em humanos hipertensos. Através de mensuracao direta da
PA, foi observado em ratos SHR que a infusdo de Ang (1-7) através de minibombas
osmoticas por um periodo de duas semanas provocou uma diminui¢cado nos niveis da
PA sistolica quando comparado a controles normotensos Wistar Kyoto e Sprague-
Dawley (BENTER et al., 1995).

Dados na literatura sugerem ainda que essa capacidade vasodilatadora é
promovida pela interacdo entre Ang (1-7) e bradicinina e/ou receptores para
bradicinina, apesar de alguns estudos demonstrarem falta de correlagéo entre eles
(GORELIK; CARBINI; SCICLI, 1998; WIDDOP; SAMPEY; JARROT, 1999). Nesta
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linha de raciocinio foi demonstrado em anéis pré-contraidos de artérias coronérias
de porco que a adicdo de Ang (1-7) sozinha foi incapaz de promover vasodilatacao.
Por outro lado a adicdo de bradicinina promoveu um relaxamento transiente, mesmo
com a permanéncia da bradicinina no banho. Nova adi¢cao de bradicinina ao banho,
nao promoveu resposta vasodilatadora, mas a adicdo subsequente de Ang (1-7)
mais uma vez induziu vasodilatagéo, que foi bloqueada por antagonista do receptor
B2 da bradicinina. Esta sequéncia de experimentos demonstra uma efetiva interacéao
entre Ang (1-7) e bradicinina (GORELIK; CARBINI; SCICLI, 1998).

Quando infundida, tanto em normotensos como em hipertensos, a
bradicinina € capaz de promover uma diminuicdo na PA dose-dependente em
ambos os grupos. No entanto a infusdo de Ang (1-7) durante 2 horas nao foi capaz
de potencializar o efeito da bradicinina no sentido provocar uma maior queda da PA
(WIDDOP; SAMPEY; JARROTT, 1999). Apesar da falta de interagéo entre Ang (1-7)
e bradicinina neste estudo, foi demonstrado que 7 dias de infusdo continua de Ang
(1-7) foi capaz de promover uma queda gradativa nos valores basais de PA
(WIDDOP; SAMPEY; JARROTT, 1999).

1.4 Sistema Renina Angiotensina e o Desenvolvimento da Hipertenséo

Arterial

A hipertensdo arterial, uma sindrome crbénica multicausal e multifatorial, &
caracterizada pela elevacdo da PA para valores acima de 140/90 mmHg,
considerados como os indices superiores de normalidade da PA sistélica e diastélica
respectivamente (CHOBANIAN et al., 2003; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010). No quadro 1, estao representados valores de PA sistélica e
PA diastolica seguida da classificacdo, de acordo com a Sociedade Brasileira De
Cardiologia (2010).
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Quadro 1: Classificacédo diagnéstica da Hipertensao Arterial.

Classificacao da Hipertensao Arterial

Nivel da Presséo Arterial Classificacao
< 120 sistolica e < 80 diastolica Ideal
< 130 sistolica e < 85 diastélica Normal

130~139 sistolica ou 86~89 diastoélica

140~159 sistolica ou 90~99 diastdlica Hipertensdo Estagio 1

160~179 sistélica ou 100~109 diastolica Hipertenséo Estagio 2

> 110 diastodlica ou > 180 sistdlica Hipertenséo Estagio 3
Diastoélica normal com sistdlica > 140 Hipertenséo Sistdlica Isolada

Fonte: Sociedade Brasileira De Cardiologia Arterial (2010).

Apenas uma pequena porcentagem de hipertensos desenvolvem
hipertensdo de etiologia conhecida (a chamada hipertensdo secundaria); para a
grande maioria dos hipertensos (entre 90-95%) nao existe uma etiologia conhecida,
sendo a hipertensédo classificada como primaria ou essencial (CARRETERO e
OPARIL, 2000; HARRAP et al., 1988; WILLIAMS et al., 1994).

A hipertensao arterial € um dos problemas de saude publica de maior
prevaléncia na populacdo mundial, atingindo um em cada cinco individuos com
idade superior a 18 anos como verificado por estudos epidemiol6gicos mundiais
(CHOBANIAN et al., 2003). No Brasil, lamentavelmente, a situacédo ndo é diferente.
Estudos de base populacional realizados em algumas cidades brasileiras mostram
uma prevaléncia de hipertensao variando entre 22% a 44% (FREITAS et al., 2001,
GUS et al.,, 2004; MATOS e LADEIA, 2003). Ainda de acordo com Sociedade
Brasileira De Cardiologia (2010), a hipertensdo atinge aproximadamente 20% dos
adultos e 50% dos individuos idosos.

A elevacdo da PA pode ocasionar ao longo do tempo lesdes em vasos e
orgaos alvos, muitas vezes assintomaticos, mas que, representam fatores de risco
independentes, lineares e continuos para doenca cardiovascular. Dentre as varias
doencas associadas a hipertensdo decorrentes de leses em 6rgédos alvos podemos
citar: a arteriosclerose, a doencga coronariana cronica, o infarto agudo do miocéardio,
a doenca arterial periférica, o acidente vascular cerebral, a insuficiéncia renal, etc.

Diferentes "trials” internacionais, assim como dados do Ministério da Saude no Brasil
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tem indicado serem as doencgas cardiovasculares a causa de morte mais frequente
da populacdo (LOUTZENHISER; BIDANI; CHILTON, 2002; MANCIA e GRASSI,
1998; MUNTNER, ROCCELLA; WHELTON, 2002). Cerca de 40% das mortes dos
pacientes hipertensos ocorrem por acidente vascular cerebral e cerca de 25% por
doenca arterial coronéria (CHOBANIAN et al., 2003).

Os SRA plasmatico e tecidual desempenham papéis fundamentais na
regulacédo cardiovascular, protegendo o organismo contra quedas da PA e reducéo
da volemia; no entanto, pequenos desajustes para mais de sua atividade podem
conduzir & instalagdo da hipertensdo arterial. Tém-se atribuido papel relevante a
hiperatividade do SRA na fisiopatologia da hipertensao arterial, bem como em outras
patologias cardiovasculares (RIBEIRO e FLORENCIO, 2000).

O envolvimento do SRA na génese e manutencdo da hipertensdo pode
ocorrer por diferentes mecanismos. Trabalhos anteriores de nosso laboratério
utiizando o modelo de hipertensdo por coarctacdo subdiafragmética da aorta
demonstraram que a elevacdo da PA foi acompanhada de ativacdo da Ang Il
plasmatica e tecidual, com intensa depressdo do controle reflexo da frequéncia
cardiaca (MICHELINI; OLIVEIRA; SANTOS, 1992; SANTOS et al.,, 1995). Esta
depressao estava também acompanhada por déficit do controle reflexo do simpético
periférico (BEZERRA et al., 2001), causado por prejuizo da sinalizacdo aferente
pelos barorreceptores, aumento da variabilidade e reducdo do ganho do nervo
depressor adrtico (SANTOS et al., 1998) e prejuizo da integracéo central ao nivel do
nacleo do trato solitario (NTS), causando diminuicdo da sensibilidade baroreflexa
(MICHELINI e BONAGAMBA, 1990). Em conjunto estes efeitos determinavam
intensa hipertonia simpética a periferia e predominio simpético sobre a atividade
vagal do coracdo (BEZERRA et al., 2001). Experimentos do nosso laboratoério
puderam ainda demonstrar que todos estes efeitos observados nos hipertensos
eram mediados pela maior disponibilidade de Ang Il plasmatica e tecidual (e ndo
pela elevacdo da PA per se) porque foram completamente revertidos quando a
hipertensdo por coarctacdo se desenvolveu em presenca de blogueio crénico dos
receptores AT, com o losartan (BEZERRA et al., 2001; SANTOS et al., 1995, 1998)

Além disto, estudos do nosso laboratério confirmaram também que as
alteragcbes cardiovasculares observados na hipertensdo por coarctacao

encontravam-se correlacionados com o aumento da expressao de RNAm de Aogen
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e do receptor AT, em &reas bulbares e suprabulbares de controle cardiovascular
(SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004) uma vez que tanto os efeitos
funcionais quanto o aumento da expressdo de RNAmM do AT; induzidos pela
hipertenséao foram completamente bloqueados pelo tratamento crénico com losartan
(BEZERRA et al., 2001; SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004; SANTOS et
al., 1995, 1998). Outra observacdo importante do laboratério foi a de que a
expressdo de RNAmM para o Aogen cerebral foi significativamente reduzida pelo
tratamento crénico com losartan, resultando em hipoatividade de todo o SRA
cerebral (SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004).

1.5 Utilizacdo do Exercicio Fisico no Tratamento da Hipertensao Arterial.

Uma vez estabelecida, a hipertensédo arterial ndo tem cura, o que determina
que o tratamento anti-hipertensivo deve ser uma prética continua. A reducdo da PA
de individuos hipertensos incide na diminuicdo da morbidade e mortalidade e na
melhora substancial da qualidade de vida. O tratamento da hipertensdo inclui
diversas terapias farmacolégicas como o uso de diuréticos, vasodilatadores,
atenuadores do sistema simpatico, bloqueadores de canais de célcio e os inibidores
do SRA, como os inibidores da prépria renina e da ECA, além de bloqueadores dos
receptores de Ang Il (CHOBANIAN et al., 2003). Observacdes mais recentes tém
indicado que além das medidas farmacoldgicas, o tratamento da hipertensdo deve
incluir modificagdes no estilo de vida, dentre as quais podemos destacar a restricao
da ingestao de sal e alcool, a perda de peso corporal, e principalmente a realizacédo
de atividade fisica regular (CLEROUX; FEIDMAN; PETREILA, 1999; CHOBANIAN et
al., 2003; PESCATELLO et al., 2004).

Dentre a medidas ndo farmacoldgicas para o controle da PA, profissionais
da saude vém cada vez mais recomendando a pratica regular de exercicio fisico
como uma importante conduta no tratamento da hipertensdo. Evidéncias clinicas e
experimentais e consensos da literatura tém consistentemente demonstrado a
potencialidade do exercicio fisico aerébio regular em reduzir 0s niveis pressoricos
(CHOBANIAN et al., 2003; PESCATELLO et al., 2004; WHELTON et al., 2002). Em
recente revisdo, Cassonato e Polito (2008) levantaram 53 artigos, 0s quais em sua

maioria demonstravam que uma Unica sessao de exercicio aerébio com duracdo de
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15 a 60 minutos e intensidade em torno de 60% do VO, de pico foi capaz de
promover reducdo da PA.

A busca por uma melhor compreensao dos efeitos do exercicio fisico sobre
0os niveis de PA vem sendo realizada ha varias décadas. Reducbes na PA de
repouso foram constatadas em sujeitos hipertensos submetidos a treinamento
aerdbico durante o periodo de 6 meses (SEALS e REILING, 1991). Levantamentos
epidemioldgicos realizados no final da década de 1980 e inicio década 1990
demonstraram a existéncia de uma relacdo inversa entre os niveis de atividade fisica
com a incidéncia e o grau da hipertensdo. Neste sentido, Paffenbarger (1988), ao
acompanhar por 6 a 10 anos alunos de Harvard constatou que individuos
sedentarios tinham um risco 35% maior de desenvolver hipertensdo quando
comparados aos sujeitos que praticavam algum tipo de atividade esportiva.
Corroborando estas observacgfes, Blair et al. (1991), demonstraram que individuos
de baixa aptidao fisica apresentavam risco relativo de 1,5 maior para incidéncia de
hipertensdo, quando comparados a sujeitos com maior aptiddo. Em meta analise
realizada por Whelton (2002), ficou bem evidenciada a capacidade do exercicio
fisico em promover ajustes benéficos no controle da PA.

No entanto, a magnitude da reducdo da PA parece ser dependente da
intensidade do exercicio. Demonstrou-se que o treinamento de baixa intensidade (50
a 60% VO, max) tem grande eficiéncia em reduzir os niveis de PA, enquanto os
exercicios de alta intensidade (>85% VO, max) ndo se mostram eficientes em
promover reducdo significativa dos niveis pressoricos (GAVA et al.,, 1995;
PESCATELLO et al., 2004; VERAS-SILVA et al., 1997).

Trabalhos experimentais e clinicos utilizando o treinamento aerébio de baixa
intensidade tém demonstrado a eficiéncia desta terapéutica ndo farmacolégica em
ndo sO reduzir os niveis tensionais, mas também em reverter/minorar muitos dos
déficits cardiovasculares induzidos pela hipertensdo (AMARAL et al., 2000, 2001;
CHOBANIAN et al., 2003; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003; PESCATELLO et
al., 2004; VERAS-SILVA et al., 1997).

Embora ndo sejam conhecidos todos os mecanismos que modulam os
efeitos benéficos do treinamento fisico em individuos hipertensos submetidos a
programas de treinamento aerdbio, muitos grupos de pesquisa passaram a estudar

0S mecanismos envolvidos na resposta adaptativa decorrente do exercicio. Neste
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sentido, a reducdo da PA em hipertensos tem sido atribuida a: 1) reducdo de
frequéncia e débito cardiacos (TIPTON et al., 1999; VERAS-SILVA et al., 1997); 2)
normalizacdo da resisténcia muscular esquelética, a qual contribui para a reducao
da resisténcia periférica total (AMARAL et al., 2000, 2001; MELO; MARTINHO;
MICHELINI, 2003); 3) reducdo do tbnus simpético vascular e da resisténcia a
insulina (MEREDITH et al., 1990; MIKINES et al., 1989; NEGRAO et al., 1993;
PETERSEN et al., 1980); 4) correcdo do desequilibrio entre fatores relaxantes e
contrateis derivados do endotélio, com predominio dos primeiros (VANHOUTTE,
1996); 5) o aumento da capacidade fisica da circulacdo de territérios exercitados,
por angiogénese capilar e/ou neoformacgéo de vénulas (AMARAL et al., 2000, 2001 ;
COIMBRA et al., 2008; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003).

E bastante provavel que a reducdo dos niveis pressoricos subsequente ao
treinamento fisico seja também devida a reducdo da atividade do SRA plasmético e
tecidual dos hipertensos. Nesta linha de raciocinio nosso laboratério demonstrou
(FELIX e MICHELINI, 2007) que o treinamento aer6bio de baixa intensidade
determinava reducao significativa da expressdo do RNAmM de Aogen em éareas de
controle cardiovascular (NTS e area postrema), indicando importante reducdo da
hiperatividade do SRA cerebral apos treinamento. Interessantemente observou-se
gue este efeito foi em tudo similar ao observado na expressédo do Aogen cerebral de
hipertensos tratados com losartan (SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004)
sugerindo que o treinamento aerébio (FELIX e MICHELINI, 2007) e o tratamento
farmacolégico (SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004) foram igualmente
eficazes em reduzir a expressao e consequentemente a atividade do SRA cerebral,
contribuindo desta forma para a queda da PA observada. Klett et al. (2004) também
relataram queda de PA associada a reducdo do Aogen plasmatico de SHR apos
bloqueio do SRA.

Além de nosso laboratorio, outros grupos de pesquisa também tem se
empenhando em melhor entender a relagcdo entre SRA e exercicio fisico. Neste
sentido, Gomes-Filho et al. (2008) demonstraram em SHR que o treinamento de
natacdo induziu a um seletivo e substancial incremento nos niveis de Ang (1-7), o
qual estava associado com aumento no RNAmM e expresséo protéica de receptores
Mas no ventriculo esquerdo. Foi também demonstrado em coelhos com insuficiéncia

cardiaca induzida por aumento mantido da FC (marcapasso), que o treinamento
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fisico foi capaz de corrigir o desequilibrio entre ECA e ECA2 promovido pela
insuficiéncia cardiaca (KAR; GAO; ZUCKER, 2010).

Pelo exposto depreende-se que o treinamento aerdbio de baixa intensidade
é bastante efetivo em reverter/minorar varios dos mecanismos condicionantes da
hipertensdo e dentre eles a hiperatividade do SRA. E portanto nossa hipétese de
trabalho que o treinamento aerdébio possa alterar a expresséo/atividade do SRA
tecidual. No entanto com excecdo de nosso trabalho relativo aos efeitos do
treinamento aerébio de baixa intensidade sobre reducdo da atividade do SRA
cerebral (FELIX e MICHELINI, 2007) e de alguns poucos outros disponiveis na
literatura (GOMES-FILHO et al., 2008; KAR; GAO; ZUCKER, 2010), os possiveis
efeitos benéficos do treinamento sobre o SRA tecidual em 6rgéos importantes para o
controle cardiovascular como as artérias, 0s rins e 0 cora¢do ainda necessitam de

maiores esclarecimentos.
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2 OBJETIVOS

Sao objetivos deste projeto avaliar em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) e seus controles normotensos (WKY), a sequéncia temporal de alteracdo dos
componentes do SRA em vasos sanguineos de ratos durante o desenvolvimento
dos protocolos de treinamento aerdbio de baixa intensidade ou sedentarismo. Para
atingir os objetivos propostos, utilizamos as seguintes abordagens:

1) Avaliar os efeitos sequenciais do treinamento (semanas 0, 1, 2, 4, 8 e
12) e sedentarismo sobre os valores basais de PA e FC (estudos funcionais);

2) Quantificar através da Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) os niveis de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em diferentes leitos arteriais que
respondem de forma diferencial ao exercicio, como as artérias aorta toracica, renal,

femoral e carétida.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) machos, com aproximadamente
dois meses de idade pesando entre 200-250 g, provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). Metade
dos animais de nosso grupo experimental foi composta por ratos normotensos da
linhagem Wistar-Kyoto (WKY) e a outra metade por animais hipertensos da linhagem
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR). Durante todo o periodo experimental os
animais foram alojados em caixas plexigas (cinco por caixa) no Biotério de
Manutencdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica e mantidos em ambiente com
temperatura controlada (22 e 23 °C), ciclo claro-escuro (12 horas) e com livre acesso
a agua e alimentacdo. Todos os procedimentos cirargicos e protocolos foram
realizados de acordo com o Manual Institucional para Experimentagdo Animal e
foram aprovados pela comisséo de ética em experimentagdo animal (CEEA) do ICB
registrado sob o numero 36 nas folhas 68 do livro 2 para uso em animais de

experimentacao.

3.2 Protocolo de Treinamento Fisico.

O protocolo de treinamento fisico (corrida) foi realizado em esteira
ergométrica (Inbramed, Mellennium) adaptada para ratos Figura 2. A esteira é
constituida de 10 (dez) raias de aluminio com tampas de acrilico transparente,
pintadas em sua extremidade dianteira de preto, criando um ambiente escuro para o
qual os ratos sdo atraidos durante as sessdes de treinamento. Estas modificacdes

facilitam o treinamento dos ratos evitando o uso de choques elétricos.
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Figura 2. Esteira destinada ao treinamento dos ratos WKY e SHR.

a) Periodo de adaptacao

N

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

b) Teste de esforco maximo

A capacidade aerdbia maxima dos animais foi avaliada individualmente e de
forma indireta através de protocolo de teste esforco maximo escalonado em esteira
ergométrica. O teste constitui-se na avaliacdo do desempenho aerébio do rato em
esteira ergométrica quantitificando-se a velocidade e tempo méaximo que cada
animal consegue correr até atingir a exaustéo. O teste de esforco maximo conforme
ilustrado na Figura 3 consistiu em estagios escalonados com duracdo de 3 minutos
cada, com o primeiro estagio iniciando-se a velocidade de 0,3km/h, seguido de
incrementos sucessivos de 0,3 km/h a cada 3 minutos. Os estagios prolongavam-se
atée o ponto de exaustdo do animal quando o teste era suspenso. O
tempo/velocidade maxima atingidos eram considerados para o célculo da

capacidade aerébia maxima de exercicio.
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Protocolo Teste de Esfor¢co Escalonado

Velocidade
OO0 O RrE
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Tempo (min)

Figura 3: Representacdo do protocolo do teste de esforco maximo escalonado em esteira,
demonstrando o padrdo de incremento da velocidade em raz&o do tempo

O teste de esforco maximo foi realizado quatro vezes para cada animal
durante o protocolo experimental: no inicio (semana zero) e nas semanas 4, 8 e 12
do treinamento ou sedentarismo. O primeiro teste prestou-se a alocacao dos animais
aos grupos treinados ou sedentarios de maneira que ambos partissem de um
mesmo nivel de desempenho fisico; serviu também para se determinar a intensidade
de treinamento. O segundo e terceiro testes tiveram por objetivo identificar a nova
capacidade maxima e readequar a intensidade de treinamento; o quarto teste
prestou-se a avaliagdo comparativa dos efeitos do treinamento entre 0s grupos.

c) Formacgao dos grupos experimentais:

Com base nos testes de esforco maximo, WKY e SHR foram divididos em
dois grupos: sedentarios (S) e treinados (T), de modo que ambos 0s grupos
partissem de um mesmo nivel de desempenho fisico. O grupo S foi acompanhado
semanalmente e submetidos aos protocolos experimentais nas semanas 0 (Sp) e 12
(S12), prestando ao controle temporal das variaveis experimentais. Por sua vez o
grupo T foi submetido aos protocolos experimentais nas seguintes semanas: To —
animais na semana 0; T; — animais apdés 1 semana de treinamento; T, — animais
apos 2 semanas de treinamento; T4 — animais apds 4 semanas de treinamento; Tg —
animais ap0s 8 semanas de treinamento; Ti, — animais apos 12 semanas de
treinamento. Considerando-se os grupos WKY e SHR, foram formados, portanto, 14
subgrupos experimentais (Figura 4).
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Animais Treinados
I
5 B0 B

Animais Sedentadrios

Figura 4: Divisdo dos grupos experimentais (SHR e WKY) nos grupos treinados ou sedentérios de
diferentes tempos (semanas: 0, 1, 2, 4, 8 e 12) ao longo do protocolo experimental

d) Protocolo de treinamento ou sedentarismo:

O protocolo de treinamento fisico consistiu em sessdes de exercicio aerébio,
de baixa intensidade (50 — 60% da intensidade maxima alcancada no teste de
esforco) (Figura 5). A intensidade de treinamento foi determinada por uma
combinacao da velocidade e tempo de exercicio, sem inclinagédo da esteira, de forma
a atingir a intensidade estabelecida. A velocidade de treinamento correspondente a
50 — 60% da intensidade méaxima, foi corrigida nas semanas 4 e 8 de acordo os
testes maximos. Cada sessédo teve a duracdo de uma hora, sendo realizada uma
vez por dia, 5 vezes na semana durante o periodo maximo de 12 semanas. Os
animais do protocolo de sedentarismo foram mantidos sedentarios por igual periodo

de tempo, ou seja 12 semanas.
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12 SEMANAS

5 sessoes Duragdo:
por semana 60 min./sessdo

Intensidade: 50 a 60% da max. vel.
alcangcada no teste de esforgo

Figura 5: Representagdo esquematica do protocolo de treinamento

3.3 Registro direto de PA e FC

a) Confeccao das Canulas

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

b) Implantagdo da Canula Arterial

Para o processo cirdrgico de implantacdo da canula, os ratos foram
anestesiados com 100 mg/Kg de Cloridrato de Ketamina e 20 mg/Kg de Cloridrato
de Xylasina. Uma incisdo foi realizada na regido ventral na altura da articulagéo
coxo-femoral, para localizagdo do tronco vasculo-nervoso e isolamento da artéria
femoral onde foi introduzida e fixada a parte mais fina da canula de Tygon, a qual foi
preenchida com solucédo fisiolégica heparinizada (20 Ul/ml). A extremidade mais
grossa foi exteriorizada através do espaco subcutaneo na regido cervical dorsal e
fixada com fio de algodao. Apds a cirurgia os ratos receberam uma dose profilatica
de antibiético (24.000 UI/Kg Pentabidtico Veterinario — Fort Dodge, s.c.) e analgésico
(2mg/Kg ketoprofeno — Merial, s.c.) sendo em seguida alocados em caixas
individuais, em sala com temperatura, umidade e luminosidade controladas com

agua e racdo ad-libitum, até a realizagdo dos experimentos no dia seguinte.
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c) Registro Simultaneo da PA e FC

Todos os registros dos parametros funcionais foram realizados com o0s
animais acordados, com livre movimentacdo e obtidos no minimo 24 horas apos a
canulacdo arterial. A PA (pulsatii e média) foi registrada diretamente na artéria
femoral, via canula implantada na femoral direita, conectada a um transdutor de
pressao (Gould P23 XL), acoplado ao pré-amplificador e ao poligrafo (Gould 5900, 8
canais, Cleveland, OH, USA). O sinal analdgico do pulso de pressao arterial foi
convertido para digital através de uma placa de conversao analégico-digital de 10
bits (Stemtech, Inc., USA), sendo registrado batimento-a-batimento com uma
frequéncia de amostragem de 2000 hertz por canal, através do programa de
aquisicao de sinais bioldgicos (WINDAQ™ Waseform Browser, verséo 2.19, DataQ
Instruments, Inc., Akron, Ohio, USA). A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida a partir
da contagem dos pulsos de PA, determinada através do tacdgrafo (Biotach, Gould).
Para obtencédo desses valores, aguardamos o tempo necessario (15-30 min) para o
desaparecimento da atividade exploratéria do animal. Os registros basais
propriamente ditos (£30minutos) s6 foram iniciados apds a estabilizacdo dos niveis
de PA e FC.

3.4 Coleta dos Tecidos

ApGs os registros funcionais os animais foram profundamente anestesiados
(300 mg/Kg de Cloridrato de Ketamina e 60 mg/Kg de Cloridrato de Xylasina) para a
coleta dos tecidos. Imediatamente apds a parada respiratoria, o torax foi aberto e o
coracdo exposto para realizacdo de perfusdo transcardiaca. Os animais foram
perfundidos, via ventriculo esquerdo, com solucao salina estéril e tamponada (~ 5
minutos). A perfusédo foi realizada sob pressdo semelhante a registrada nos animais
conscientes. Ap6s a perfusdao foram extraidos as seguintes artérias: renais,
femorais, carotidas e aorta toracica. Os tecidos foram acondicionados em papel
aluminio devidamente identificados e mantidos em gelo seco. ApGs a coleta, as

amostras foram armazenadas em freezer a —80 °C até sua utilizacao.
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3.5 Quantificagdo das Angiotensinas

Foram quantificadas Ang I, Ang Il e Ang (1-7) nas artérias renais, femorais,
carétidas e toracicas de SHR e WKY treinados e sedentarios. A quantificacdo das
angiotensinas foi realizada a partir de homogenatos destes tecidos utilizando-se da
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC).

Preparacdo dos Homogenatos:

As amostras foram retiradas do freezer -80 °C onde estavam armazenadas
desde a coleta e mantidas em recipiente com gelo seco para se evitar a degradacao
de proteinas. Em seguida cada amostra foi colocada em um recipiente de ceramica
(cadinho) preenchido com nitrogénio liquido. Com o auxilio de um pistilo com
extremidade também feita de cerdmica, as amostras foram manualmente maceradas
até se transformarem em po, o qual foi entdo recolhido e armazenado em eppendorf
devidamente identificado.

A este macerado foi entdo adicionado um tampdo contendo Fosfato de
Sadio (0,1 M), Sacarose (0,34 M), Cloreto de Sédio (0,3 M) e inibidores de proteases
(Complete Mini, Roche) como recomendado pelo fabricante, de forma a garantir a
integridade das proteinas. Na sequéncia as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a uma velocidade de 10.000 rotacdes por minuto em centrifuga refrigerada
a 4°C. O sobrenadante foi aspirado e transferido para outro eppendorf
correspondente. Para garantir a pureza de nossas amostras, este procedimento de
centrifugacéo e aspiracdo do sobrenadante foi ainda realizado uma segunda vez.
Apos realizad a esta etapa as amostras foram entdo acondicionadas em gelo para a
realizacdo da extracao.

a) Extracdo das Angiotensinas:

A extracdo das angiotensinas foi realizada em colunas Oasis Cig
previamente ativadas com metanol (5 mL), tetrahidrofurano (5 mL), hexano (5 mL),
metanol (5 mL) e agua (10 mL). ApOs a ativacdo, as amostras foram aplicadas nas
colunas, lavadas com agua e eluidas na mistura etanol/acido acético/agua na
proporcao 90%/4%/6%. Os eluatos foram entéo liofilizados, redissolvidos em 500 uL
de fase movel A (5% de acetonitrila em 0,1% de acido ortofosférico) e filtrados com

membrana 0,22 ym para serem analisados por HPLC.
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b) Cromatrografia Liquida de Alta Performance:

Os peptideos foram separados em uma coluna de fase reversa Aquapore
ODS 300 (250 x 4,6 mm), 7 W, utilizando 5 min de gradiente isocratico seguido por
20 minutos de gradiente linear de 5% a 35% de fase movel B (95% Acetonitrila em
acido trifluoroacético 0,1%), sob um fluxo de 1,5 mL/min por 40 minutos por HPLC.

As angiotensinas de cada amostra foram identificadas, comparando-as com
o tempo de retencdo das angiotensinas padrao no HPLC e quantificadas com a
utilizacdo das respectivas areas. Na Figura 6 observamos um cromatograma real

referente a aorta toracica.
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Figura 6: Cromatograma representativo do contetdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em aorta toracica
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Foi realizada a quantificagdo protéica dos homogenatos utilizando o método
descrito por Bradford (1976) (Bio-Rad Protein Assay) sendo usada a albumina sérica
bovina como padréao protéico. Os resultados das angiotensinas foram expressos em

nmol/g de proteina.

3.6 Andlise dos resultados

Os resultados sdo apresentados como médiat EPM. O desempenho em
esteira foi analisado pela ANOVA de 2 fatores (grupo e condicdo) para medidas
repetidas. Os efeitos do treinamento e do sedentarismo sobre os valores de PA e
FC, e sobre o conteudo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) nas artérias renais, caroétidas,
femorais e aorta toracica de WKY e SHR foram avaliadas pela ANOVA fatorial
(fatores grupo e tempo) para as analises sequenciais. O teste post hoc foi o de
Fisher LSD. Para estas andlises foi utilizado o sofware SATATISTIC 7.0 (Stat Soft
Inc.). O nivel de significancia foi fixado em p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da Capacidade Fisica de WKY e SHR

O nivel de capacidade fisica dos animais foi mensurado nos diferentes
periodos dos protocolos experimentais através de testes de esforco maximos em
esteira ergométrica, possibilitando a identificacdo das velocidades méaximas
atingidas, as quais correspondiam ao desempenho dos SHR e WKY nos diferentes
tempos experimentais.

Na Tabela 1 apresentamos o desempenho dos animais nos 4 testes de
esforco maximo realizados nas semanas 0, 4, 8 e 12. O primeiro teste de esforco ja
mostrava que o grupo SHR apresentava um nivel de desempenho fisico superior ao
grupo WKY (P<0,05), o que se estendeu até o final dos protocolos. E importante
ressaltar que os grupos SHR sedentarios e treinados partem de um mesmo nivel
inicial de capacidade fisica (SHR treinado: 1,63 + 0,03 Km/h, SHR sedentério: 1,59 +
0,05 Km/h), mesma situacdo observada para os grupos de WKY (WKY treinado:
1,11 £ 0,03 Km/h; WKY sedentério: 1,11 + 0,04 Km/h). Ao longo do treinamento
tanto os SHR como os WKY apresentaram aumentos da velocidade maxima
atingida, significativas a partir da 42 semana, alcancando na 122 semana as
seguintes velocidades: (SHR treinado: 2,44 + 0,18 Km/h; WKY treinado: 2,30 = 0,11
Km/h). No grupo WKY sedentario ndo houve alteracdo significativa da capacidade
maxima entre as semanas 0 e 12 (Tabela 1), mas no grupo SHR sedentério
observou-se ligeira reducdo de desempenho, ja aparente na semana 4, que se

manteve até a 122 semana (Tabela 1).

Tabela 1 - Velocidade méxima (em km/h) atingida nos testes de esforco méximo, realizados nas
semanas 0, 4, 8 e 12 dos animais SHR e WKY treinados e sedentarios.

WKY SHR
Teste de esforco . . . ,
Sedentario Treinado Sedentario Treinado
Semana 0 1,11 + 0,04 1,11 + 0,03 1,59 + 0,05* 1,63 + 0,03+
Semana 4 1,08+0,05 1,47+004" | 1,25+007" 2,07 +0,07+"
Semana 8 1,01+0,07 1,85+007" | 1,09+0,08"  234+009+
Semana 12 1,01+0,01 2,30 +0,11" 1,26 £ 0,10" 2,44+ 0,18+

Valores sdo médias + EPM. Significancias (P < 0,05): * vs WKY correspondente; # vs semana 0; 1
sedentério
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Na Figura 7 esta ilustrada a evolugdo do desempenho em esteira ao longo
dos protocolos nos grupos WKY e SHR. Observa-se que ambos os treinados tiveram
desempenho progressivo e paralelo ao longo do treinamento. Por outro lado, o
sedentarismo foi acompanhado de inalteracdo (WKY) ou ligeira redugcdo do
desempenho (SHR) observavel a partir da quarta semana.

3 1
st -0 WKYs
#T
ot * & WKYt
5 - -0 SHRs
-~ SHRt

Desempenho na esteira (km/h)

Semanas

Figura 7: Alteracdo sequéncial do desempenho em esteira, avaliada através de testes de esforgo
maximo realizados no inicio, na 42, 82 e 122 semanas dos protocolos de treinamento ou
sedentarismo em ratos SHR e WKY. Significancias (P < 0,05): # vs semana 0, T vs
controles sedentarios, * vs respectivo WKY.

A partir da diferenca entre as velocidades alcangcadas na 122 vs semana
zero calculamos o ganho de capacidade fisica para cada grupo. Observa-se na
Figura 8 que houve aumento significativo do desempenho em ambos os grupos
treinados (SHR: +1,00 = 0,20 Km/h e WKY: +1,10 £+ 0,40 Km/h) demonstrando a
eficiéncia do treinamento fisico. Os WKY sedentarios ndo apresentaram alteracédo
significativa, (-0,10 + 0,06 Km/h) enquanto que os SHR sedentarios apresentaram
uma peqguena perda de performance: (-0,30 + 0,12 Km/h). Importante notar que o

ganho de desempenho apds o treinamento foi similar nos grupos SHR e WKY.
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Figura 8: Efeito do treinamento (T) ou sedentarismo(S) sobre a capacidade fisica dos animais,
aferida como a diferenca de desempenho entre as semanas 12 e 0. SignificaAncias (P <

0,05): # indica ganho significativo, T vs sedentério correspondente.

4.2 Efeitos Sequénciais do Treinamento Aerdbio Sobre a PA e FC Basais em
WKY e SHR

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores absolutos referentes aos niveis de
PAM e FC nos grupos SHR e WKY, treinados e sedentarios obtidos durante os
diferentes tempos experimentais. Durante todo o periodo analisado os valores de
PAM dos SHR foram superiores ao dos WKY. O efeito sequéncial de 12 semanas de
treinamento aerébio bem como a consequéncia de 12 semanas de sedentarismo
sobre os niveis de PAM, sdo representados na Figura 9 (painéis A e B). O
treinamento promoveu queda na PAM dos ratos SHR apds 8 semanas, a qual se
manteve até a 122 semana de treinamento (169 = 3 e 170 + 2 mmHg
respectivamente vs 177 £+ 2 mm Hg na semana 0. Figura 9A, Tabela 2). WKY
treinados, SHR e WKY sedentarios ndo apresentaram alteracdo nos niveis de PAM
em nenhum dos periodos analisados (Tabela 2).

Apos 12 semanas de sedentarismo néo foi observado nenhuma alteragéo nos
valores de PAM de WKY e SHR mantidos sedentarios (Tabela 2, Figura 9B). Na
Figura 10 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou sedentarismo
sobre os valores de PAM em ratos SHR e WKY. Ao final dos protocolos os SHR
treinados apresentaram niveis de PAM inferiores aos SHR sedentarios; nenhuma

alteracdo de PAM foi observada no grupo WKY.
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A FC basal também se mostrava mais elevada em SHR vs WKY durante

todos os periodos analisados (Tabela 2). O treinamento promoveu bradicardia de

repouso em SHR e WKY a partir da T, e Tg respectivamente. Animais mantidos

sedentarios ndo apresentaram alteracdes nos valores de FC

Tabela 2 - PAM e FC basais de ratos WKY e SHR treinados e sedentarios ao longo de 12 semanas.

Grupos PAM (mmHg) FC basal (bpm)
WKY SHR WKY SHR
T 123+1 177 £ 2% 320+8 379 £ 13*
T, 122 +3 179 + 3* 323+10 360 £ 7*
T, 121+1 175+ 2* 309+8 347 + 13
T, 122 £ 2 177 £2* 308+9 346+ 7+
T, 122+1 169 + 3+ 287+ 9* 344 + 13+
T 127 +1 170 £ 2 %4 288 +5"4 319+ 18*4
S, 1231 177 £ 2* 320+8 379 + 13*
Sy, 125+ 1 180 + 2* 313.0+5 373£7*

To, T1, Ty, T4 Tg € Ty, representam o0s animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12
respectivamente; Sy e Si, representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 12. Os valores estédo
apresentados como média £ EPM. Significancias (P < 0.05): * vs WKY correspondente; # vs TO; a

T12 vs S12.
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Figura 9: Representagcdo gréfica da evolucdo temporal da PAM em ratos SHR e WKY. Painel A:
efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo. SignificAncias (P<0.05): # vs
semana 0; * vs WKY correspondente.
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Figura 10: Efeito de 12 semanas de treinamento ou sedentarismo sobre a PAM de SHR WKY.
Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; 1 vs S.

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia de 12 semanas de sedentarismo sobre os valores de FC, estédo
apresentados na Figura 11 (painéis A e B). O treinamento determinou a instalacao
progressiva da bradicardia de repouso em ambos 0S grupos, com quedas
significativas a partir da 22 semana nos SHR (- 8% em Ty, - 9% em T, e Tg e - 16%
em T12). Nos WKY , quedas significativas da FC (-10%) foram observadas a partir de
Tg, mantendo-se neste patamar até T, (Tabela 2). Ratos SHR e WKY mantidos

sedentérios ndo apresentaram alteracdes nos niveis de FC (Figura 11B).
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Figura 11: Representagéo grafica da evolucdo temporal da FC em ratos SHR e WKY. Painel A: efeito
do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo. SignificAncias (P<0.05): # vs semana O;
*vs WKY correspondente.
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Na Figura 12 comparamos os efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre
os valores de FC em ratos SHR e WKY. Ao final dos protocolos WKY e SHR
treinados apresentaram valores de FC inferiores aos dos respectivos controles
mantidos sedentarios por igual periodo de tempo. A FC basal de SHR sedentarios e
treinados manteve-se elevada em relacdo aos WKY sedentarios e treinados,

respectivamente.
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Figura 12: Efeito de 12 semanas de treinamento ou sedentarismo sobre a FC de SHR e WKY.
Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; 1 vs S.

4.3 O Sistema Renina Angiotensina Vascular

4.3.1 Valores Basais de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em WKY e SHR

Na Tabela 3 e Figura 13 estdo expressos e comparados os valores relativos a
concentracdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em SHR e WKY no inicio dos protocolos.
De um modo geral observa-se nas renais, femorais e carétidas que os niveis de Ang
Il e Ang | sdo mais elevados nos SHR enquanto que os de Ang (1-7) sdo mais
reduzidos que os dos WKY. Observa-se também que as concentracdes de todos 0s
peptideos, tanto nos SHR quanto nos WKY sdo mais elevados nas artérias renais
gue nos demais segmentos arteriais estudados e que a concentragcao de Ang Il e
Ang | nas cardtidas de SHR e WKY superam as observadas nas femorais e aorta
toracica (Figura 13). Por outro lado ha na aorta toracica dos SHR e WKY, maior

concentracéo de Ang (1-7) que as de Ang Il e Ang | (Tabela 3, Figura 13).
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Tabela 3 - Concentracédo de Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em artérias renais, femorais, carétidas e aorta
toracica de SHR e WKY na semana 0.

- Ang | nmol/g Ang Il nmol/g Ang (1-7) nmol/g
Arteria WKY SHR WKY SHR WKY SHR
Renal 9,06+1,60t  3,05:0,22* | 36,352,641  46,33+2,48* | 28,64+2,38t  11,73+140%
Femoral 0,05:0,01  0,22+0,03*a | 0,08£0,01  0,21+0,03*a | 0,110,024  0,21%0,02*a
Carétida | 0,24+0,03as  0,28+0,03a | 0,14:0,02a  0,38£0,04*as | 0,09+0,004a  0,13+0,02a
Tordcica |  0,070,02 0,09+0,02 0,05£0,01 0,06£0,01 1,36+0,19 1,07+0,35

Os valores estdo apresentados como média + EPM de 5 amostras por grupo. Significancias (P <
0.05): * SHR vs WKY correspondente; t renal vs femoral, carétida e toracica; A vs toracica; e vs
femoral.
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Figura 13: Contetdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) nas artérias renais, femorais, carétidas e toracica
de ratos WKY e SHR ao inicio dos protocolos. Significancias (P < 0.05): * SHR vs WKY

correspondente; T renal vs femoral, carotida e toracica; A vs toracica; e vs femoral.

O calculo da proporcdo de Ang Il em relacdo a proporcdo de Ang (1-7) em
cada um dos segmentos arteriais (Tabela 4) indicado pela razdo entre suas
concentracdes, mostra haver predominio da Ang Il nas artérias renais e carétidas e
gue esta proporcao era respectivamente 3,1 e 1,9 vezes mais elevada nos SHR que
seus controles normotensos. Nas femorais e toracicas embora n&o houvesse
predominio da Ang Il, as razdes Ang IlI/Ang (1-7) foram também 1,4 e 1,5 vezes mais

elevadas nos SHR (Tabela 4).
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Tabela 4 - Razéo entre conteddo de Ang II/Ang (1-7) em artérias renais, femorais, carétidas e aorta
toracica de WKY e SHR na semana 0.

L. WKY SHR
Artéria _ ~
Razé&o Ang Il/Ang (1-7 Raz&o Ang lI/Ang
Renal 1,27 3,95
Femoral 0,72 1,00
Carotida 1,56 2,92
Aorta 0,03 0,05

Valores absolutos na Tabela 3

4.3.2 Artérias Renais

Na Tabela 5 sdo apresentados o0s valores absolutos referentes a
concentracdo de Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em artérias renais de ratos SHR e WKY,
treinados e sedentéarios obtidos durante os diferentes tempos experimentais. Com
excecdo de Ang | em SHR, o treinamento promoveu reducdo na concentracdo de
Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em todos os demais grupos treinados ja no final da 12
semana. Os niveis de Ang | e Ang (1-7) em WKY e Ang Il em WKY e SHR foram
reduzidos ao longo das 12 semanas de sedentarismo. No entanto, as reducdes de
Ang | e Ang (1-7) em WKY e Ang Il em SHR treinados foram superiores as quedas
observada nos ratos sedentarios.

Tabela 5 - Concentragdo de Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em artérias renais de WKY e SHR treinados e
sedentarios ao longo de 12 semanas.

Ang | nmol/g Ang Il nmol/g Ang (1-7) nmol/g
Grupos WKY SHR WKY SHR WKY SHR
To 9,06+1,60 3,050,22* 36,35£2,64 46,33+2,48* 28,64+ 2,38 11,73+1,40*
T, 5,81+0,98# 1,50+0,13* 28,31+3,54# 22,01+1,544 17,29+ 1,26# 6,82+0,89*#
T, 5,410,894 1,3520,34* 24,53+1,41# 20,69+1,004 13,22+ 1,544 5,85+1,30%#
T4 4,80+1,16# 0,96+0,04* 21,47+2,09# 16,86+0,68# 8,83+ 1,42# 4,84+0,32%
Tsg 3,02+0,50# 0,91+0,13 15,03+2,16# 14,471,504 5,37+ 0,71# 5,06+1,08#
Tio 0,95+0,18#a 0,88+0,24 12,31+1,68# 17,36+4,14#a 6,40+ 1,04#4 5,662,05#
So 9,0621,60 3,050,22* 36,35£2,64 46,33£2,48 28,64+ 2,38 11,73+1,40
S12 5,23+0,99t 1,18+0,35* 21,68+4,01t 32,78+2,67*t 19,73+ 1,98t 6,801,27*

To, Ty, Ty, T4, Tg € T1, representam os animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12
respectivamente; Sy e S;, representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 12. Os valores sao
apresentados como média + EPM de 5 amostras/tempo por grupo perfazendo um n de 40 WKY e 40
SHR. SignificAncias (P < 0.05): * vs WKY correspondente, # vs To, AVS Sy,.
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4.3.2.1 Angiotensina |

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerébio bem como a
consequéncia de 12 semanas de sedentarismo sobre a concentracdo de Ang | em
artérias renais de WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 14 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang | em artérias renais no inicio dos experimentos
(Figura 14 A) encontrava-se reduzida em SHR vs WKY (3.05 + 0.22 vs 9.06 + 1.60
nmol/g), uma reducdo de aproximadamente 66%. O treinamento determinou nos
WKY reducdes progressivas no conteudo de Ang I: -38% em T;1-T,, -47% em Ty, -
67% em Tg e -90% em T3, (valores na Tabela 5). Por outro lado, o treinamento nao
se mostrou eficaz em promover reducdes significativas na concentracdo de Ang |
nas artérias renais de ratos SHR. Houve diferencas da concentracao de Ang | entre
SHR e WKY da semana 0 a semana 4, sem diferencas entre os grupos da 82 a 122
semanas (Figura 14).

O sedentarismo determinou redugdo na concentracdo de Ang | nas artérias
renais apenas em WKY (de 9.06 + 1.60 nmol/g na semana 0 para 5.23 + 0.99 nmol/g

na semana 12), sem diferencas nos grupos SHR (Figura 14 B).
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Figura 14: Representacao grafica da evolugdo temporal do contelido de Ang | em artéria renal de
WKY e SHR. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
SignificAncias (P<0.05) # vs semana 0: * vs WKY correspondente, semana 12 vs semana
0; e vs semana 1.

Na Figura 15 comparamos o efeito do treinamento ou sedentarismo sobre a

concentragédo de Ang | em artérias renais de ratos SHR e WKY. A concentracao de
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Ang | ao final dos protocolos era 72% inferior em WKY treinado vs sedentérios (0.95
+ 0.18 vs 5.23 + 0.99 nmol/g). Nao foram observadas diferencas entre SHR
treinados vs sedentéarios (0.88 + 0.21 vs 1.18 + 0.35 nmol/g respectivamente). Por
outro lado a diferenca de concentracdo de Ang | nas renais de SHR e WKY

sedentérios estava ausente nos animais apos o treinamento.
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Figura 15: Comparacéo dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o conteudo de Ang | em
artérias renais de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; 1 vs S.

4.3.2.2 Angiotensina Il

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em artérias renais de
WKY e SHR, estdo representados na Figura 16 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang Il em artérias renais no inicio dos experimentos
(Figura 16 A) era 28% mais elevada em SHR vs WKY (46.36 + 2.48 vs 36.35 = 2.64
nmol/g). Ap6s uma semana de treinamento SHR e WKY ja apresentavam reducdes
significativas na concentracdo de Ang Il: 22.01 + 1.54 nmol/g e 28.31 + 3.54 nmol/g
correspondendo a quedas de 52% e 22%, respectivamente. Em ambos os grupos as
guedas foram progressivas ao longo do treinamento atingindo em T3, reducbes de
63% e 66% respectivamente (Tabela 5 e Figura 16A). A diferenca no conteudo de
Ang Il nas artérias renais de SHR e WKY desapareceu ap0s uma semana de
treinamento mantendo-se assim até o final do protocolo.

O sedentarismo determinou em ambos o0s grupos reducdo do conteudo de
Ang II: de 46,33 + 2,48 para 32,78 + 2,67 nmol/g e de 36,35 + 2,64 para 21,68 + 4,01
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nmol/g entre as semanas 0 e 12, correspondendo a quedas de 29% e 40%
respectivamente para SHR e WKY (Figura 16 B).
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Figura 16: Representacao grafica da evolucao temporal do conteddo de Ang Il nas artérias renais de
SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.

Significancias (P<0.05): # vs semana 0; * vs WKY correspondente, T semana 12 vs
semana 0; e vs semana 1; a vs semana 2.

Na Figura 17 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em artérias renais de ratos SHR e
WKY. Ao final dos protocolos os niveis de Ang Il encontravam-se reduzidos em 47%
nos SHR treinados quando comparados aos SHR mantidos sedentarios (17.36 +
3.74 vs 32.78 + 2.67 nmol/g respectivamente). Nos WKY treinados vs WKY
sedentarios houve tendéncia a reducao (-43%) na concentracdo de Ang Il (12.31 +
1.68 vs 21.68 + 4.01 nmol/g), mas a diferenca ndo atingiu niveis de significancia. A
diferengca na concentracdo de Ang Il entre SHR e WKY sedentarios ndo foi
observada ap6s o treinamento (Figura 17).
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Figura 17: Comparacdo dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o contetdo de Ang Il em
artérias renais de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; T vs
S.

4.3.2.3 Angiotensina (1-7)

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia de 12 semanas de sedentarismo sobre a concentragdo de Ang (1-7)
nas artérias renais de ratos WKY e SHR, estéo representados na Figura 18 (painéis
A e B).

A concentracdo de Ang (1-7) em artérias renais no inicio dos experimentos
(Figura 18 A) era inferior nos SHR vs WKY em aproximadamente 59% (11.73 + 1.40
vs 28.64 + 2.38 nmol/g). SHR e WKY apresentaram ja em T, reducdes significativas
de 42% e 40% na concentracdo de Ang (1-7) em artérias renais. Nos WKY treinados
houve reduc&o adicional, atingindo quedas de -80% entre Tg e Ti2, enquanto nos
SHR treinados a reducdo de Ang (1-7) estabilizou-se em — 55% entre Tg e Ti»
(valores na Tabela 5). A diferenca entre grupos observada na semana 0 manteve-se
até a quarta semana; partir da 8% semana a concentracdo de Ang (1-7) foi similar em
ambos os grupos treinados (Figura 18 A).

Apenas WKY apresentaram reducéo (31%) na concentracdo de Ang (1-7)
nas artérias renais ao final de 12 semanas de sedentarismo. Nos SHR o
sedentarismo ndo determinou alteracdes no conteddo de Ang (1-7) das artérias

renais (Figura 18 B).
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Figura 18: Representacao grafica da evolugdo temporal do contetido de Ang (1-7) em artérias renais
de SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.

Significancias (P<0.05): # vs semana 0; * vs WKY correspondente, T semana 12 vs
semana 0; e vs semana 1; a vs semana 2.

Na Figura 19 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) em artérias renais de ratos SHR e
WKY.

Ao final dos protocolos os niveis de Ang (1-7) foram 68% inferiores nos WKY
treinados vs WKY sedentarios (6.40 + 1.04 vs 19.73 £ 1.98 nmol/g). O conteudo de
Ang (1-7) em SHR treinados ndo se mostrou alterado em relacdo aos SHR
sedentarios (5.66 + 1.78 vs 6.80 = 1.27 nmol/g). Desta forma a diferenca de
concentracdo de Ang (1-7) em artérias renais observada entre SHR e WKY

sedentarios estava ausente entre 0s grupos treinados (Figura 19).
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Figura 19: Comparacao dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o contetdo de Ang (1-7)
em artérias renais de WKY e SHR. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; 1
vs S.

4.3.3 Artérias Femorais

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores absolutos referentes a
concentracdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em artérias femorais de ratos SHR e WKY,
treinados e sedentéarios obtidos nos diferentes tempos experimentais. O treinamento
promoveu ja a partir de T, e T, reducéo na concentracéo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7)
nos grupos SHR. Em WKY o treinamento promoveu redu¢do na concentracdo de
Ang (1-7) apenas entre Tg e T1,. Observa-se ainda que ratos mantidos sedentarios
por 12 semanas ndo apresentaram alteracdo em nenhum dos 3 peptideos do SRA
analisados.
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Tabela 6 - Concentracéo de Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em artérias femorais de WKY e SHR treinados e

sedentérios ao longo de 12 semanas

Ang | nmol/g Ang Il nmol/g Ang (1-7) nmol/g
Grupos WKY SHR WKY SHR WKY SHR
To 0,054+0,007 0,219+0,026* 0,085+0,009 0,208+0,035* 0,111+0,023 0,205+0,024*
T, 0,052+0,010 0,165+0,048* 0,081+0,010 0,157+0,013* | 0,094+0,006 0,129+0,013#
T, 0,039+0,004 0,109+0,018*# 0,083+0,011 0,148+0,013* | 0,084+0,012 0,095+0,008#
Ta 0,036+0,008 0,073+0,011# 0,073+0,008 0,1110,012*%# | 0,091+0,013 0,087+0,006#
Tg 0,031%0,003 0,058+0,012# 0,066+0,006 0,063+0,015# | 0,060+0,007# 0,084+0,008#
Tz 0,038+0,0024  0,071+0,024#a 0,050+0,009 0,061+0,010#a | 0,048+0,006#a  0,061+0,0094a
So 0,054+0,007 0,219+0,026* 0,085+0,009 0,208+0,035* 0,111+0,023 0,205+0,024*
S, 0,06920,012 0,222+0,018* 0,0880,006 0,199+0,024* 0,107+0,009 0,1950,017*

To, Ty, To, T4, Tg € T1, representam os animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12
respectivamente; Sy e S;, representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 12. Os valores estao
apresentados como média + EPM de 5 amostras/tempo por grupo perfazendo um n de 40 WKY e 40
SHR. Significancias (P < 0.05): * vs WKY correspondente, # vs Tg, AVs Sy,.

4.3.3.1 Angiotensina |

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia de 12 semanas de sedentarismo sobre a concentragdo de Ang | em
artérias femorais de ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 20 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang | em artérias femorais (Figura 20 A) no inicio dos
experimentos era aproximadamente 4,4 vezes superior em SHR vs WKY (0.22 +
0.03 e 0.05 + 0.01 nmol/g respectivamente). Em T, houve reducdo de 50% na
concentracdo de Ang | em SHR com estabilizacdo da reducédo entre 68% e 73%
entre T, e Ty, (valores na Tabela 6). Por outro lado, o treinamento ndo se mostrou
eficiente em promover redugcéo na concentracdo de Ang | nos ratos WKY. A maior
concentragcdo de Ang | observada nos SHR vs WKY na semana 0 se manteve até a
22 semana de treinamento; a partir de T4 ndo houve diferencas entre os grupos, fato
que se manteve até a 122 semana (Figura 20 A).

O sedentarismo néo alterou o conteudo de Ang | de SHR (0.22 + 0.03
nmol/g) e WKY (0.05 + 0.01 nmol/g) que apresentaram valores similares ao final de
12 semanas. Desta forma a maior concentracdo de Ang | em SHR vs WKY

observados na semana 0 se manteve inalterada na semana 12 (Figura 20 B).
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Figura 20: Representagéo gréafica da evolugéo temporal do contetido de Ang | em artéria femoral de
SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
Significancias (P<0.05): # vs semana 0; * vs WKY correspondente; e vs semana 1.

Na Figura 21 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) em artérias femorais de ratos SHR
e WKY. Ao final dos protocolos a concentracdo de Ang | era 68% inferior em SHR
treinados (0.07 + 0.02 nmol/g) comparado ao SHR sedentérios (0.22 £ 0.02 nmol/qg).
Reducdo de 43% nos niveis de Ang | também foi observada nos WKY treinados
(0.04 £ 0.00 nmol/g) vs sedentarios (0.07 £ 0.01 nmol/g). Apés 12 semanas de

treinamento o contetdo de Ang | era similar entre SHR e WKY.
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Figura 21: Comparacgédo dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre a expresséo de Ang | em

artéria femoral de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; t vs
S.
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4.3.3.2 Angiotensina Il

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerébio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em artérias femorais
de ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 22 (painéis A e B).

Os niveis de Ang Il em artérias femorais (Figura 22A) no inicio dos
experimentos (semana 0) era 2,6 vezes superior em SHR vs WKY (0.21 + 0.03 e
0.08 = 0.01 nmol/g). Em T; ja se observa reducao de 24% na concentracdo de Ang Il
dos SHR, a qual continuou caindo até Tg quando entdo se estabilizou em 0.06 + 0.02
nmol/g, correspondendo a reducéo de 71% (Tabela 6). Por outro lado, o treinamento
nao se mostrou eficaz em promover reducdo na concentracdo de Ang Il nos ratos
WKY. A maior concentragdo de Ang Il observada nas femorais de SHR vs WKY na
semana 0 se manteve até a 4% semana de treinamento. Entre Tg € T1> ndo houve
diferencas entre os grupos (Figura 22 A).

O sedentarismo ndo alterou o conteudo de Ang Il em SHR e WKY (0.21 +
0.03 e 0.08 + 0.01 nmol/g) observados na semana 0, cujos valores foram similares
ao final das 12 semanas de sedentarismo. Desta forma a maior concentracdo de
Ang | em SHR vs WKY observada na semana 0 permanecia até a semana 12
(Figura 22 B).
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Figura 22: Representacao grafica da evolugao temporal do contetido de Ang Il em artérias femorais
de SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
SignificAncias (P<0.05): # vs semana 0O; * vs WKY correspondente; e vs semana 1; a
semana 2.
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Na Figura 23 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em artérias femorais de ratos SHR e
WKY. Ao final dos protocolos os niveis de Ang Il eram 70% inferiores nos SHR
treinados (0.06 + 0.01 nmol/g) quando comparados aos SHR mantidos sedentarios
(0.20 £ 0.02 nmol/g). Nenhuma diferenca significativa foi observada na concentragao
de Ang Il entre WKY treinados e sedentarios (valores na Tabela 6 e Figura 23).
Desta forma a diferenca na concentracdo de Ang Il nas femorais de SHR e WKY

sedentarios nao foi mais observada apds o treinamento.
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Figura 23: Comparacéo dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o conteddo de Ang Il em

artérias femorais de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; T vs
S.

4.3.3.3 Angiotensina (1-7)

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerébio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) em artérias
femorais de ratos WKY e SHR, s&o mostrados na Figura 24 (painéis A e B).

O conteudo de Ang (1-7) em artérias femorais (Figura 24 A) no inicio dos
experimentos era 1,9 vezes superior em SHR vs WKY (0.21 + 0.02 vs 0.11 + 0.02
nmol/g). Ja em T; os SHR exibiam reducéo de 38% na concentracdo de Ang Il com
guedas adicionais em T, (-57%) e T12 (-71%) (valores na Tabela 6). Por sua vez
WKY mostraram reducdo média de 50% no conteudo de Ang (1-7) entre Tg e T1»

(Figura 24 A). Observou-se também que a maior concentracdo de Ang (1-7) exibidas
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pelos SHR vs WKY na semana 0 foi abolida ja a partir de T,, mantendo-se assim até
a 12% semana de treinamento.

O sedentarismo nao alterou o conteudo de Ang (1-7) de SHR (0.21 = 0.02
nmol/g) e WKY (0.11 % 0.02 nmol/g) que apresentaram valores similares ao final das
12 semanas. Sendo assim a maior concentracdo de Ang (1-7) em SHR vs WKY

observados na semana 0 manteve-se inalteradas na semana 12 (Figura 24 B).
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Figura 24: Representacdo gréafica da evolu¢do temporal do conteddo de Ang (1-7) em artérias
femorais de SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do
sedentarismo. SignificAncias (P<0.05): # vs semana 0; * vs WKY correspondente; e vs
semana 1.

Na Figura 25 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) em artérias femorais de ratos SHR
e WKY. A concentracdo de Ang (1-7) ao final de 12 semanas estava 70% inferior em
SHR treinado (0.06 + 0.01 nmol/g) comparado ao SHR sedentéario (0.20 £ 0.02
nmol/g). Reducdo nos niveis de Ang (1-7) (55%) também foram observados nos
WKY treinados (0.11 + 0.02 nmol/g) vs sedentarios (0.05 = 0.01 nmol/g). Desta
forma a diferenca de concentracdo de Ang (1-7) nas femorais de SHR e WKY

sedentarios, nao foi mais observada apés o treinamento (Figura 25).
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Figura 25: Comparacao dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o contetdo de Ang (1-7)
em artérias femorais de SHR e WKY. SignificAncias (P<0.05): * vs WKY correspondente;

tvsS.

4.3.4 Artérias Caroétidas

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores absolutos referentes a
concentracdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em artérias carétidas de ratos SHR e
WKY, treinados e sedentarios obtidos nos diferentes tempos experimentais. O
treinamento promoveu reducdo na concentracdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em
todos os ratos ja a partir de T, e T,. Por outro lado, ratos mantidos sedentarios por
12 semanas ndo apresentaram alteracdo em nenhum dos 3 peptideos do SRA
analisados. Com excec¢do da Ang Il em WKY, os demais ratos apés 12 semanas de
treinamento apresentaram niveis de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) inferiores aos

respectivos controles mantidos sedentarios (T12XS12).
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Tabela 7 - Concentracédo de Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em artérias car6tidas de SHR e WKY treinados

e sedentarios ao longo de 12 semanas.

Ang | nmol/g Ang Il nmol/g Ang (1-7) nmol/g

Grpos WKY SHR WKY SHR WKY SHR
To 0,243+0,025 0,275+0,033 0,139+0,018 0,379+0,036* 0,090+0,004 0,127+0,017*
T, 0,191+0,022 0,213+0,025 0,1030,009 0,283+0,016* | 0,058+0,004# 0,055+0,006#
T, 0,154+0,013#  0,1620,031# | 0,091+0,0094# 0,240£0,018* | 0,0730,017 0,050+0,008#
T, 0,156+0,019%#  0,1480,027# | 0,080+0,009# 0,210£0,015* | 0,047+0,004# 0,044+0,004#
Ts 0,131#0,010#  0,172+0,019# | 0,066+0,008# 0,183+0,007* | 0,039+0,005# 0,036+0,002#
T 0,111+0,018#a 0,141+0,015#a | 0,062+0,006#  0,138+0,017*#a | 0,039+0,004#a  0,037+0,003#a
So 0,243+0,025 0,275+0,033 0,139+0,018 0,379+0,036* 0,090+0,004 0,127+0,017*
Si, 0,186+0,015 0,271+0,016* 0,120+0,012 0,331+0,041* 0,089+0,005* 0,107+0,008

To, T1, Ty, T4 Tg € Ty, representam o0s animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12
respectivamente; Sy e Si, representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 12. Os valores estao
apresentados como média £+ EPM de 5 amostras/tempo por grupo perfazendo um n de 40 WKY e 40
SHR. SignificAncias (P < 0.05): * vs WKY correspondente, # vs Tg, AvS Sy,.

4.3.4.1 Angiotensina |

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang | em artérias cardtidas
de ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 26 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang | em artérias carétidas (Figura 26 A) ndo apresentou
diferencas entre os grupos WKY e SHR treinados em nenhum dos periodos
analisados. No inicio dos protocolos (semana 0) a concentracao de Ang | em SHR
era de 0.28 + 0.03 nmol/g e em WKY 0.24 + 0.03 nmol/g. Apés uma semana de
treinamento ambos 0s grupos ja apresentavam uma forte tendéncia de reducdo na
concentracdo de Ang I. A partir de T, os niveis de Ang | eram significativamente
inferiores a TO tanto em SHR como em WKY. Entre T, e T1, ndo houve mudancas
significativas na concentracdo de Ang |I. Em T, as reduc¢des nos niveis de Ang | em
SHR e WKY foram de 50% e 55% respectivamente.

O sedentarismo n&o determinou em SHR e WKY altera¢gbes na concentragao
de Ang | em artérias carétidas. No entanto ao final de 12 semanas os SHR tinham

concentragdo mais elevada que os WKY (Figura 26 B).
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Figura 26: Representacdo grafica da evolugdo temporal da expressdo de Ang | em artérias carotidas
de ratos SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
SignificAncias (P<0.05): # vs semana 0, * vs WKY correspondente; e vs semana 1.

Na Figura 27 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang | em artérias carétidas de ratos SHR e
WKY. Ao final dos protocolos o conteudo de Ang | em WKY treinado (0.11 + 0.02
nmol/g) era 42% inferior comparado ao WKY sedentéario (0.19 £ 0.02 nmol/g). Da
mesma forma os niveis de Ang | nos SHR treinados (0.14 + 0.02 nmol/g) estavam
reduzidos em 48% quando comparados aos SHR sedentarios (0.27 + 0.02 nmol/g).
Além disso a diferenca na concentracédo de Ang | entre SHR e WKY sedentarios ao

final das 12 semanas estava ausente nos grupos submetidos ao treinamento.
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Figura 27: Comparacao dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o contetdo de Ang | em

artérias carétidas de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; T
vs S.
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4.3.4.2 Angiotensina Il

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em artérias carotidas
de ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 28 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang Il em artérias carétidas (Figura 28 A) no inicio dos
experimentos era 2.7 vezes mais elevada em SHR (0.38 £ 0.04 nmol/g) vs WKY
(0.14 £ 0.02 nmol/g). Em T, os SHR ja apresentavam pronunciada reducéo (26%) na
concentracdo de Ang Il, perfil este que persistiu nas semanas 2,4,8 e 12. Ao final da
122 semana de treinamento a reducdo no conteudo total de Ang Il foi de 63%,
quando os niveis de Ang Il em SHR treinados eram de 0.14 + 0.02 nmol/g. WKY
também apresentaram reducdo significativa na concentracdo de Ang Il (-36%) a
partir de T, com quedas adicionais (-57%) observadas nas semanas 8 e 12, quando
a concentracdo de Ang Il atingiu 0.06 + 0.01 nmol/g (Tabela 7 e Figura 28 A).

A concentragdo de Ang Il em SHR e WKY nédo apresentou alteragcdo
decorrente do sedentarismo (Figura 27B), ou seja, houve manutencédo dos valores

observados no inicio dos protocolos (Tabela 7, Figura 28 B).
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Figura 28: Representagdo gréafica da evolugdo temporal do contetdo de Ang Il em artérias carétidas
de SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
Significancias (P<0.05): # vs semana 0; * vs WKY correspondente; ® vs semana 1; a vs
semana 2.

Na Figura 29 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou

sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em artérias carétidas de ratos SHR e

66



WKY. Ao final dos protocolos os niveis de Ang Il estavam 58% inferiores nos SHR
treinados (0.14+ 0.02 nmol/g) quando comparados aos SHR mantidos sedentarios
(0.33 = 0.04 nmol/g). A concentracdo de Ang Il em WKY treinado (0.06 £ 0.01
nmol/g) foi 50% menor comparado ao WKY sedentario (0.12 + 0.01 nmol/g). A
diferenga na concentracdo de Ang Il entre SHR e WKY sedentarios ndo foi mais
observada entre 0s grupos treinados.
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Figura 29: Efeito de 12 semanas de treinamento ou sedentarismo sobre o contetdo de Ang Il em
artérias carétidas de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; 1
vs S.

4.3.4.3 Angiotensina (1-7)

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerébio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) em artérias
cardtidas de ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 30 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang (1-7) em artérias carotidas (Figura 30 A) no inicio do
periodo de treinamento era superior em SHR vs WKY (0.13 + 0.01 vs 0.09 + 0.00
nmol/g). Ap0s uma semana de treinamento SHR e WKY ja apresentavam redugdes
na concentragdo de Ang (1-7) de 62% e 33% respectivamente. Enquanto a
concentracéo de Ang (1-7) dos SHR se manteve relativamente estavel entre T; e Tio
(Tabela 7), os niveis de Ang (1-7) em WKY apresentaram reducédo adicional
atingindo queda média de 62% entre as semanas 8 e 12 (Figura 30 A). Portanto a

diferenca entre grupos observada na semana 0 desaparecia ap0s uma semana de
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treinamento e as concentracdes de Ang (1-7) permaneceram similares entre grupos
até o final do periodo experimental.

Ratos SHR e WKY mantidos sedentarios ndo apresentaram reducoes
significativas nos niveis de Ang (1-7) ap6s 12 semanas (Figura 30 B); no entanto a
pequena reducao na Ang (1-7) em SHR ao final das 12 semanas de sedentarismo (-
15%, p <0,05) aboliu a diferenca observada entre SHR vs WKY na semana O.
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Figura 30: Representagcdo gréfica da evolugcdo temporal do conteddo de Ang (1-7) em artérias
carétidas de WKY e SHR. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do
sedentarismo. SignificAncias (P<0.05): # vs semana 0, * vs WKY; e vs semana 1.

Na Figura 31 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracao de Ang (1-7) em artérias carétidas de ratos SHR
e WKY. A concentracdo de Ang (1-7) ao final dos protocolos (Figura 31) foi 56%
inferior em WKY treinados (0.04 + 0.00 nmol/g) comparado aos WKY sedentarios
(0.04 £ 0.00 nmol/g). Niveis de Ang (1-7) nos SHR treinados (0.04 + 0.00 nmol/g)
estavam reduzidos em 64% quando comparados aos SHR sedentéarios (0.11 + 0.01
nmol/g) ao fim de 12 semanas. Além disso a diferenca na concentragéo de Ang (1-7)
entre SHR e WKY sedentarios ao final dos protocolos estava ausente nos animais

submetidos ao treinamento.
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Figura 31: Efeito de 12 semanas de treinamento ou sedentarismo sobre o contelido de Ang (1-7) em
artéria carétida de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente; T vs
S.

4.3.5 Aorta Toréacica

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores absolutos referentes a
concentracdo de Ang |, Ang Il e Ang (1-7) em aorta toracica de ratos SHR e WKY,
treinados e sedentarios obtidos nos diferentes tempos experimentais. Em nenhum
periodo analisado foram encontradas diferengas na concentracdo de Ang I, Ang Il e
Ang (1-7) entre WKY e SHR, com excecdo de Ang (1-7) entre WKY e SHR
sedentarios apds 12 semanas. O efeito do treinamento em reduzir as concentracao
dos 3 peptideos do SRA analisados foi visivel em todos os grupos ja nas primeiras

semanas.
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Tabela 8 - Concentracdo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) em aorta toracica de SHR e WKY treinados e
sedentdrios ao longo de 12 semanas.

Ang | nmol/g Ang Il nmol/g Ang (1-7) nmol/g
s WKY SHR WKY SHR WKY SHR

To 0,067+0,015 0,093+0,018 0,048+0,010 0,056+0,009 1,364+0,186 1,0730,351
T, 0,055+0,004 0,035+0,009# 0,022+0,007# 0,028+0,006# | 0,185%0,016# 0,260+0,029#
T, 0,041+0,006 0,041+0,013# 0,017+0,003# 0,026+0,005# | 0,130%0,030# 0,317+0,073#
Ty 0,032+0,004#  0,036x0,002# 0,015+0,002# 0,021+0,002# | 0,057+0,003# 0,436+0,052#
Tsg 0,029+0,006#  0,0330,005# 0.016+0,002# 0,020£0,003# | 0,075%0,016#

T 0,030£0,003#a  0,037+0,013#a | 0,014+0,002#a  0,020+0,007#a | 0,123%0,024#a  0,135+0,047#
So 0,067+0,015 0,093+0,018 0,048+0,010 0,056+0,009 1,364+0,186 1,0730,351
Sz 0,071+0,007 0,009:+0,009 0,066:+0,004 0,051+0,005 0,641+0,128% 0,331£0,110**

To, Ty, To, T4, Tg € T1, representam os animais treinados nas semanas 0, 1, 2, 4, 8 e 12
respectivamente; Sy e S;, representam os animais sedentarios nas semanas 0 e 12. Os valores estao
apresentados como média + EPM de 5 amostras/tempo por grupo perfazendo um n de 40 WKY e 40
SHR. Significancias (P < 0.05): * vs WKY correspondente, # vs T, AVs Sy,.

4.3.5.1 Angiotensina |

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerébio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang | em aorta toracica de
ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 32 (painéis A e B).

Os niveis de Ang | em aorta toracica no inicio dos protocolos experimentais,
(Figura 32 A) néo diferia entre SHR vs WKY (0.09 + 0.02 vs 0.07 £ 0.02 nmol/g). J&
em T, observou-se reducédo de 56% na concentracédo de Ang | nos SHR, (0.04 +
0.01 nmol/g), a qual se manteve inalterada até a 122 semana de treinamento (Tabela
7). Por outro lado os WKY s6 exibiram quedas dos niveis de Ang | apés 4 semanas
de treinamento (0.03 = 0.00 nmol/g, correspondendo a uma reducdo de 57%), a
qual permaneceu inalterada até T, (Tabela 8, Figura 31A). Ao longo das 12
semanas de treinamento ndo houve diferencas na concentracdo de Ang | entre os
grupos.

N&o houve diferenca no contetdo de Ang | nas semanas 0 e 12 entre SHR e
WKY (valores na Tabela 8 e Figura 32B).
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Figura 32: Representacdo gréfica da evolugdo temporal do conteido de Ang | em aorta toracica de
SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
SignificAncia (P<0.05): # vs semana O.

Na Figura 33 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou

sedentarismo sobre a concentracdo de Ang | na aorta toracica de ratos SHR e WKY.

Ao final dos protocolos os niveis de Ang | na aorta toracica eram 50% inferiores nos

SHR treinados vs sedentarios (0.04 + 0.01 vs 0.08 = 0.01 nmol/g). A concentracéo

de Ang | na aorta de WKY treinado vs sedentario (0.03 £ 0.00 vs 0.07 + 0.01 nmol/qg)

também estava reduzida em 58%. Ao compararmos SHR treinado ou sedentario

com WKY treinado ou sedentario nenhuma diferenca foi observada.
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Figura 33: Comparacéo dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre a expressédo de Ang | na
aorta toracica de SHR e WKY. Significancia (P<0.05): t vs S.
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4.3.5.2 Angiotensina Il

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerdbio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang Il em aorta toracica de
ratos WKY e SHR, estao representados na Figura 34 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang Il na aorta toracica no inicio dos protocolos
experimentais (Figura 34 A) nao diferia entre SHR (0.06 = 0.01 nmol/g) e WKY (0.05
+ 0.01 nmol/g). Em ambos os grupos houve ja a partir de T, quedas de 50% em
SHR e de 60% em WKY (valores na Tabela 8). Ao longo das 12 semanas de
treinamento ndo houve diferenca na concentracdo de Ang Il entre os grupos SHR e
WKY.

O conteudo de Ang Il em aortas de SHR (0.06 + 0.01 nmol/g) e WKY na
semana 0 (0.05 £ 0.01 nmol/g), ndo apresentou alteracdo decorrente do

sedentarismo com inalteracéo dos valores até o final das 12 semanas. (Figura 34 B).
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Figura 34: Representacdo gréfica da evolu¢éo temporal do contetdo de Ang Il na aorta toracica de
SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.
SignificAncia (P<0.05): # vs semana 0.

Na Figura 35 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentragdo de Ang Il em aorta toracica de ratos SHR e
WKY. Os niveis de Ang Il na aorta toracica mostraram-se 60% reduzidos nos SHR
treinados vs sedentarios (0.02 £ 0.01 vs 0.05 + 0.00 nmol/g). Também nos WKY

treinados houve reducao de 86% quando comparados aos sedentarios (0.01 + 0.00
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vs 0.07 £ 0.01 nmol/g). Ao compararmos SHR treinado ou sedentario com WKY

treinado ou sedentario nenhuma diferencga foi observada.
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Figura 35: Comparacao dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o conteldo de Ang Il na
aorta toracica de SHR e WKY. Significancias (P<0.05) t vs S.

4.3.5.3 Angiotensina (1-7)

O efeito sequéncial de 12 semanas de treinamento aerébio bem como a
consequéncia do sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) na aorta toracica
de ratos WKY e SHR, sdo mostrados na Figura 36 (painéis A e B).

A concentracdo de Ang (1-7) em aorta toracica no inicio dos experimentos
(Figura 36 A) nao diferia entre SHR (1.36 + 0.19 nmol/g) e WKY (1.07 + 0.35
nmol/g). J4 ao término da 12 semana de treinamento SHR e WKY apresentaram
reducdes no contetdo de Ang (1-7): -76% nos SHR e -86% nos WKY. Houve em T,
e T, ligeira flutuacdo no contetdo de Ang (1-7) dos SHR (reducbes de 70 e 59%),
com reducao expressiva de 87% em Tj, (valores na Tabela 8). Nos WKY a queda do
contetdo de Ang (1-7) foi progressiva atingindo reducdes de 91% em Ti, (Tabela 8,
Figura 36 A). Ao longo das 12 semanas de treinamento analisadas n&o houve
diferenca na concentracdo de Ang Il na aorta toracica entre os grupos WKY e SHR.

Em oposicao a Ang | e Ang Il e aos demais vasos, o sedentarismo reduziu a
concentracdo de Ang (1-7) tanto nos SHR quanto nos WKY. Nos SHR houve

reducdo de 1.07 £ 0.35 nmol/g na semana 0 para 0.33 £ 0.11 nmol/g na semana 12
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e nos WKY houve reducdo de 1.36 = 0.19 nmol/g na semana 0 para 0.64 = 0.13

nmol/g na semana 12 (Figura 36 B).
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Figura 36: Representacao grafica da evolugdo temporal do contetido de Ang (1-7) na aorta toracica
de SHR e WKY. Painel A: efeito do treinamento. Painel B: efeito do sedentarismo.

Significancias (P<0.05): # vs semana 0, t semana 12 vs semana 0.

Na Figura 37 comparamos o efeito de 12 semanas de treinamento ou
sedentarismo sobre a concentracdo de Ang (1-7) em aorta toracica de ratos SHR e
WKY. O treinamento determinou reducao de 81% no contetdo de Ang (1-7) na aorta
toracica WKY treinados (0.12 + 0.02 nmol/g) quando comparados aos WKY
mantidos sedentérios (0.64 + 0.13 nmol/g). A concentracdo de Ang Il na aorta dos
SHR treinados também estava reduzida quando comparada aos SHR sedentarios
(0.33 + 0.11 vs 0.14 + 0.05 nmol/g) mas a diferenca foi menor e os valores nao

atingiram niveis de significancia.
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Figura 37: Comparacao dos efeitos do treinamento ou sedentarismo sobre o contetdo de Ang (1-7)
em aorta toracica de SHR e WKY. Significancias (P<0.05): * vs WKY correspondente, T
vs S.

4.3.6 Razdo Ang Il/Ang (1-7) ao Inicio e Fim do Treinamento

Na Tabela 9 estdo apresentadas as razdes de Ang II/Ang (1-7) nos tempos
To e Ty, para 0s 4 segmentos arteriais analisados nos grupos WKY e SHR. Observa-
se haver apos o treinamento, aumento da proporcdo Ang II/Ang (1-7) (aorta toracica
de SHR e WKY, na renal e femoral de WKY, e na carétida de SHR), mas reducéo da
proporcao Ang I/ Ang (1-7) apenas na artéria renal dos SHR. A razdo Ang II/Ang(1-

7) nao foi alterada na car6tida de WKY e femoral de SHR.

Tabela 9 - Razéo Ang ll/Ang (1-7) nas artérias renais, femorais carétidas e toracicas referentes a To e
T, em WKY e SHR.

) Raz&o Ang II/Ang (1-7) WKY Raz&o Ang Il/Ang (1-7) SHR
Artéria Alteracdo % Alteracdo %
To Tio To Tio
Renal 1,27 1,92 +51 3,95 3,07 -22
Femoral 0,72 1,00 +39 1,00 1,00 0
Caroétida 1,56 1,50 0 2,92 3,50 +20
Aorta 0,03 0,08 +166 0,05 0,14 +150

Valores absolutos das concentracdes de Ang Il e de Ang (1-7) nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.
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5 DISCUSSAO

A realizacdo de testes de esforco ao longo dos nossos protocolos
experimentais nos permitiu demonstrar a capacidade do treinamento em aumentar
similarmente o desempenho fisico de WKY e SHR treinados, bem como a
manutencdo do desempenho nos WKY e sua reducdo nos SHR mantidos
sedentarios. Nossos resultados em relacdo ao desempenho fisico dos animais
treinados e sedentéarios reproduzem e confirmam dados de trabalhos anteriores do
laboratorio (FELIX e MICHELINI, 2007; HIGA-TANAGUCHI; FELIX; MICHELINI,
2009; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003). O primeiro teste também demonstrou
gue os SHR partem de um nivel superior de desempenho quando comparados aos
controles normotensos. Esta diferenca de desempenho pode ser atribuida a fatores
comportamentais como a ansiedade (KULIKOV et al., 1997), e/ou locomocéao e fuga
a estimulos aversivos (RAMOS et al., 1997) caracteristicas dos SHR. Importante
ressaltar que apesar da maior capacidade fisica dos SHR em relacdo aos WKY, o
ganho observado apdés 12 semanas de treinamento foi exatamente o mesmo em
ambos os grupos, demonstrando a similaridade do estimulo aplicado. Em relagao
aos animais sedentarios, SHR apresentaram pequeno declinio de desempenho ndo
observado nos WKY, indicando que o sedentarismo para individuos hipertensos
pode ser mais prejudicial do que para 0s nhormotensos.

Também analisamos em SHR e WKY treinados e sedentarios, os efeitos do
treinamento e sedentarismo sobre os parametros hemodinamicos (PAM e FC).
Semelhante a trabalhos anteriores, os valores de PAM obtidos em WKY né&o
apresentaram alteracbes decorrentes do treinamento ou sedentarismo,
permanecendo em torno de 123 + 2 mmHg, durante todo o periodo experimental.
Por outro lado observou-se que animais SHR quando submetidos ao treinamento
aerébio de baixa intensidade apresentaram redugfes dos niveis pressoricos,
também reproduzindo observacbes anteriores (CERONI et al., 2009; FELIX e
MICHELINI, 2007; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003). Neste sentido SHR
treinados apresentaram apos 8 semanas de treinamento niveis inferiores de PAM

guando comparados aos SHR sedentarios.
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Os SHR treinados também apresentaram pronunciada bradicardia de
repouso, de instalagdo progressiva, e significativa a partir da 22 semana de
treinamento. Instalacdo da bradicardia também foi observada nos WKY treinados,
apesar de diferenca significativa ter sido observado mais tardiamente, a partir da 8°
semana de treinamento. A ocorréncia da bradicardia de repouso induzida pelo
treinamento fisico € um importante indice indicativo da eficacia do treinamento, e ja
fora observada em estudos anteriores de nosso (AMARAL et al., 2000, 2001,
CERONI et al., 2009; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003; HIGA-TANAGUCHI;
FELIX; MICHELINI, 2009; FELIX e MICHELINI, 2007) e outros laboratérios
(CORNELISSEN et al., 2010; VERAS e SILVA, 1997). A novidade do presente
estudo é que enquanto todos os demais trabalhos quantificaram a bradicardia de
repouso ao final do treinamento, nossa analise ao longo do protocolo nos permitiu
identificar o momento de sua instalagcdo (mais precoce nos SHR) o padréao
progressivo, bem como comparar sua magnitude em ambos os grupos durante o
treinamento.

A bradicardia de repouso decorrente do treinamento aerdébio tem sido
atribuida a diversos fatores: alteracdo na atividade intrinseca do nddulo sinoatrial
(SA), fatores hemodinamicos, e neurais. A relacdo entre redugcdo da frequéncia
cardiaca de repouso e atividade do ndédulo sinoatrial foi sugerida como um dos
mecanismos envolvidos na bradicardia de repouso, ao se observar reducdo da
frequéncia intrinseca de marcapasso apos 13 semanas de treinamento aerébio de
baixa intensidade (BOYETT, 2009; NEGRAO et al., 1992). Bradicardia de repouso
observada com o treinamento aerdébio também pode ser atribuida a melhora da
eficiéncia contratil do coracdo caracterizada pelo aumento do volume sistélico de
ejecao, garantindo assim a manutencéo do debito cardiaco com FC menor, como ja
demonstrado por Clausen (1977). Outro importante mecanismo a explicar a
bradicardia de repouso sédo as adaptacdes neurais autonémicas relacionadas ao
treinamento. Estudos de nosso laboratério demonstraram a capacidade do
treinamento aerobio de baixa intensidade em facilitar a modulagéo ocitocinérgica no
complexo solitario-vagal dos individuos treinados, favorecendo a reducgdo da FC
basal, a qual relaciona-se com alteracdo do balanco simpato-vagal decorrente do
aumento do tbnus parassimpatico ao coracdo (HIGA et al., 2002; HIGA-
TANAGUCHI; FELIX; MICHELINI, 2009; MICHELINI, 2007). Esta adaptacido é
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decorrente de redugdo do tdnus simpéatico ao coracdo (GAVA et al., 1995) e o
simultaneo aumento da atividade vagal (HIGA-TANAGUCHI; FELIX; MICHELINI,
2009).

Nossos dados demonstraram que o contetudo de Ang I, Ang Il e Ang (1-7) na
semana 0 em ratos WKY e SHR é bastante heterogéneo entre os 4 segmentos do
leito arterial analisados: ha predominancia da Ang Il nas artérias renais e carétidas,
balanco equilibrado entre Ang Il e Ang (1-7) nas femorais e predominio da Ang (1-7)
na aorta toracica. A comparacao entre SHR e WKY também mostrou concentracdes
elevadas nos SHR, com razbes de 1,5 a 3,1 vezes mais elevadas nos SHR vs
respectivos controles. Apesar de estudos anteriores terem demonstrado a expressao
intracelular de componentes do SRA em vasos, além de outros 6érgdos como rins,
cérebro e coracdo (BADER, 2010; FERREIRA et al., 2008; IGASE et al., 2005; RE,
2004; SANGALETI; CRESCENZI; MICHELINI, 2004; VARAGIC et al., 2008), ndo ha
na literatura nenhum estudo que tenha feito a comparagédo do contetdo de Ang I,
Ang Il e Ang (1-7) entre os diferentes segmentos arteriais.

Uma vez que a Ang | ndo apresenta acdes bioldgicas conhecidas, servindo
principalmente como substrato para a formacédo de Ang Il e Ang (1-7) ndo nos
estenderemos na discussao sobre as alteracBes observadas no conteddo deste
peptideo. Vale ressaltar que ao inicio dos protocolos, nas artérias renais o contetdo
de Ang | era menor em SHR vs WKY indicando uma alta atividade catalitica nos
SHR. O fato da concentracdo de Ang Il ser mais elevada e de Ang (1-7) ser mais
reduzida nas renais de SHR vs WKY sugere maior atividade catalitica da ECA e
predominéncia do eixo ECA - Ang Il — receptor AT;, neste segmento arterial. Por
outro lado nas artérias femorais a concentracdo de Ang | era superior em SHR vs
WKY, sugerindo uma menor metabolizacdo nos SHR o que pode ser decorrente de
uma maior formacdo de Aogen nos SHR (FELIX e MICHELINI, 2007). No entanto
ambas Ang Il e Ang (1-7) apresentavam-se em maior concentracdo nos SHR. Nas
artérias carotidas e na aorta toracica ndo houve diferengas nos niveis de Ang | entre
WKY vs SHR, mas a formagéo de Ang Il foi maior na carétida dos SHR, sugerindo
maior atividade da ECA neste segmento vascular. Por outro lado houve uma maior
formacédo de Ang (1-7) na aorta toracica de SHR e WKY sugerindo maior atividade

do eixo ECA 2 — Ang (1-7) — receptor Mas neste vaso de condutancia.
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Dentre os segmentos arteriais analisados os maiores niveis de Ang Il e Ang
(1-7) foram encontrados nas artérias renais sugerindo o grande envolvimento do
SRA no ajuste do fluxo sanguineo renal, importante para que 0S rins possam
desempenhar suas func¢des na regulacao da excrecdo de sodio e agua, no balanco
hidroeletrolitico do organismo, bem como no controle da PA (KOBORI et al., 2007,
NAVAR et al., 2011; YANG; SMOLDERS; DUPONT, 2011). O elevado conteudo de
Ang Il nas carotidas (vs femorais e aorta toracica) também sugere que o SRA possa
participar de forma importante no controle do fluxo sanguineo cerebral. Por outro
lado, menor concentragdo de angiotensinas foi encontrada na aorta toracica, o que
acreditamos ser decorrente de suas caracteristicas estruturais e funcionais uma vez
gue ha predominio de tecido elastico além de se tratar de um vaso de condutancia
nao necessitando de ajustes de fluxo mais refinados como o observado em outros
territorios.

O elevado conteudo de Ang Il nos SHR vs WKY (aumentos de 1,4 a 3,1
vezes na razdo Ang Il / Ang (1-7) confirmam a estreita relacdo entre o eixo ECA —
Ang Il — receptor AT, e a hipertensdo arterial, uma vez que, ja estd amplamente
difundido na literatura que individuos hipertensos com hiperatividade do SRA
apresentam uma elevada concentracdo de Ang Il quando comparados aos seus
controles normotensos (CROWLEY et al.,, 2006; YANG; SMOLDERS; DUPONT,
2011). Ha uma estreita correlacdo entre o conteudo de Ang Il e os efeitos
vasoconstritores, tréficos e proliferativos que sdo mediados por receptores AT;. Por
outro lado a elevada expressao de AT, e ou a predominancia do eixo ECA 2 — Ang
(1-7) — receptor Mas favorece o0s efeitos vasodilatadores, antiproliferativos e
antitréficos (FERRARIO, 2011). O alto conteudo de Ang Il, associado ao menor
conteudo de Ang (1-7) nas artérias renais e carétidas de SHR vs WKY ja ao inicio
dos protocolos refletem a predominancia do eixo ECA — Ang Il — receptor AT; e da
acao vasoconstritora na vasculatura de hipertensos (CROWLEY et al., 2006; YANG,;
SMOLDERS; DUPONT, 2011). Nas femorais 0 maior contetado de Ang Il nos SHR vs
WKY, parece ser compensado pelo elevado conteudo de Ang (1-7). Se as femorais
favorecem a vasoconstricdo na hipertensdo, com certeza o fazem em menor
proporcao que as renais. Por outro lado na aorta toracica os niveis de Ang Il eram
similares entre WKY e SHR, e menores que os de Ang (1-7) sugerindo a

predominéancia do eixo ECA 2 — Ang (1-7) — receptor Mas neste segmento vascular e
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reforcando o ndo envolvimento da aorta com o desenvolvimento/manutengédo da
hipertensao.

Em conjunto estas observacdes evidenciam que as artérias renais sao entre
0S segmentos  vasculares estudados, as mais importantes no
desenvolvimento/manutencdo da hipertensdo ndo s6 por predominancia do eixo
ECA — Ang Il — receptor AT,, predispondo a vasoconstricdo mas também por
controlarem o fluxo sanguineo renal, a excrecdo de agua e sodio e
consequentemente a volemia (NAVAR et al., 2011; KOBORI et al., 2007).

Dado o envolvimento do SRA na hipertensdo, inUmeros pesquisadores
utiizando-se de abordagens farmacologicas (SANGALETI; CRESCENZI,
MICHELINI, 2004) e nio farmacolégicas (FELIX e MICHELINI, 2007; GOMES-
FILHO et al., 2008) tém se empenhado na busca de medidas capazes de reduzir a
atividade do SRA plasmatico e tecidual, trazendo-a de volta para os niveis normais,
na expectativa de uma concomitante redugcdo nos niveis de PA. Neste sentido o
treinamento aerdbio de baixa intensidade comprovou ser uma estratégia nao
farmacoldgica capaz de promover importante reducdo no contetudo de angiotensinas
no tecido vascular paralelamente a reducédo da PA e FC. Trabalhos anteriores ja
haviam mostrado a potencialidade do treinamento em reduzir a atividade/expressao
do SRA cerebral (FELIX e MICHELINI, 2007) e cardiaco (GOMES-FILHO et al.,
2008). No entanto nenhum dos trabalhos anteriores havia comparado a alteracdo
induzida pelo treinamento no SRA em diferentes vasos e nem estudado as
alteracdes sequenciais durante o mesmo. Esta foi a originalidade do presente
trabalho.

Com excecdo da artéria femoral de WKY, a concentracdo de Ang Il foi
significativamente reduzida ja ao final da 1* semana de treinamento tanto nos WKY
como nos SHR. Com a continuidade do treinamento houve manutencédo (aorta
toracica de SHR e WKY, demais vasos dos WKY) ou reducbes adicionais (renais,
carétidas e femorais dos SHR) do contetddo de Ang Il vascular. A queda nos niveis
de Ang Il pode ser determinada por reducdo na atividade enzimética da ECA, passo
limitante para a formacdo de Ang Il a partir da Ang | (NUSSBERGER, 2002;
PEREIRA et al., 2009). Outra hipdtese para a reducdo do conteudo de Ang I
vascular seria sua metabolizagéo pela ECA 2 para formar Ang (1-7) (VARAGIC et

al., 2008), mas em nenhum dos vasos durante o treinamento houve aumento do
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contetdo de Ang (1-7). Ao contrério e similar ao observado para a Ang I, o contetdo
vascular de Ang (1-7) de WKY e SHR foi reduzido pelo treinamento. Esta reducgéo
também ocorria precocemente em todos os vasos, a partir da 12 semana de
treinamento, com excecéo das artérias femorais de WKY, em que a reducdo ocorreu
somente apds 8 semanas. Uma vez que Ang (1-7) pode ser formada a partir de Ang
| ou Ang Il (VARAGIC et al., 2008), é possivel que a reducdo na concentracdo de
Ang (1-7) esteja relacionada com a reducdo destes precursores, seja devida a
reducao da atividade da ECA 2 ou a ambos os fatores.

Em conjunto estas observagdes nos levam a supor que um dos principais
efeitos do treinamento aerdbio sobre o SRA vascular seja a reducéo da atividade de
todo o sistema, causado talvez pela reducdo do precursor — 0 angiotensinogénio.
Em estudo anterior do laboratério observamos que o treinamento aerdbio causava
reducdo significativa da expressdo de RNAm de angiotensinogénio em areas
cerebrais envolvidas com o controle autondmico da circulacdo (sem alterar a
expressdo do receptor AT;) e que esta reducdo correlacionava-se positivamente
com a queda da PA induzida pelo treinamento (FELIX e MICHELINI, 2007).
Também no modelo de hipertensdo por coarctacdo subdifragmética da aorta
observamos que a redugcdo da pressdo induzida pelo tratamento crénico com
losartan era determinada basicamente pela reducdo da expressdo de RNAm de
angiotensinogénio especificamente em areas cerebrais de controle cardiovascular
como o NTS e o DMV, e que esta reducdo também se encontrava positivamente
correlacionada com a queda da pressao arterial induzida pelo losartan (SANGALETI,
CRESCENZI; MICHELINI, 2004). A proposicdo de que o treinamento aerébio de
baixa intensidade reduziria a atividade do SRA vascular por reduzir a
expressao/sintese de seu precursor devera ser confirmada experimentalmente.

Apesar da reducdo de Ang Il e Ang (1-7) terem ocorrido nas 4 artérias
analisadas tanto dos WKY como dos SHR, observamos que nas artérias renais dos
SHR a reducéo de Ang (1-7) foi de menor magnitude (valor negativo da razédo Ang
[I/Ang (1-7) na Tabela 9) nos permitindo supor que nas artérias renais de SHR houve
durante o treinamento uma maior preservacao da atividade do eixo ECA 2 — Ang (1-
7) — receptor Mas (FERRARIO, 2011). O aumento da atividade deste eixo do SRA &
de extrema importdncia no tratamento da hipertensdo uma vez suas acdes

relacionam-se a efeitos vasodilatadores, antitréficos e antiproliferativos, as quais
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antagonizam os efeitos vasoconstritores, troficos e proliferativos do eixo ECA —
Angio Il — receptor AT, (FERRARIO, 2011).

Interessantemente, observa-se que durante o treinamento aerdbio a reducao
das concentracdes de Ang Il nas renais, carotidas e femorais foram mais intensas
nos SHR que nos controles normotensos, determinando que, com excecédo das
cardtidas, a concentragcdo de Ang Il nos SHR ndo mais diferisse daquela
apresentada pelos WKY a partir da 12 semana (renais) ou 8% semana de treinamento
(femorais). Estas observacdes reforcam a importancia do treinamento aerdbio de
baixa intensidade em limitar os efeitos do eixo vasoconstritor, tréfico e proliferativo
do SRA. Por outro lado o treinamento reduziu também o eixo vasodilatador,
antitréfico e antiproliferativo, mantendo de certa forma o balanco entre estes dois
eixos. Excecdo se faca as artérias renais que, como comentado anteriormente,
tiveram durante o treinamento uma reducao proporcionalmente maior do eixo ECA —
Ang Il —receptor AT;.

Interessante observar-se que a rapidez com que o treinamento foi eficaz em
reduzir o SRA vascular: alteracdes significativas foram observadas com 1 — 2
semanas de treinamento na maioria dos vasos ou a partir da 82 semana em alguns
outros. Deve-se ter presente que a PA dos SHR s6 mostrou queda significativa a
partir da 8% semana de treinamento quando o SRA estava significativamente
reduzido em todos os vasos analisados, precedendo portanto a queda da PA. E
importante ressaltar que a hipoatividade do SRA vascular ndo determinava
diretamente a queda da PA, uma vez que este efeito também foi observado no grupo
WKY sem nenhuma alteracdo da PA.

Sabe-se que a hiperatividade do SRA plasmatico e tecidual nos SHR favorece
o remodelamento eutréfico para dentro das artérias/arteriolas tendo como
consequéncia reducéo no diametro da luz do vaso (MULVANY, 1998; RIZZONI et al.,
1998), disfuncéo endotelial resultando em alteracédo na producdo e acdo tanto dos
fatores relaxantes derivados do endotélio como fatores contrateis derivados do
endotélio (FELETOU; VERBEUREN; VANHOUTTE, 2009; PUZSEROVA,
KOPINCOVA; BERNATOVA, 2010), aumento do estresse oxidativo em areas
centrais de controle cardiovascular e vasos (CAVANAGH et al.,, 2010; TOUYZ e
SCHIFFRIN, 2000), o aumento do tébnus simpatico vascular (SCHLAICH et al.,

2004), fatores estes que contribuem para o aumento da resisténcia vascular e da
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PA. Sabe-se também que a reducéo parcial da PA em SHR treinados depende do
remodelamento eutréfico para fora de artérias/arteriolas (MULVANY et al., 2002),
reducdo da razdo parede/luz (AMARAL et al., 2000; AMARAL e MICHELINI, 2011,
MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003), correcado da disfuncdo endotelial gerando
uma maior disponibilidade de fatores relaxantes derivados do endotélio (BUUS et al.,
2006; FURCHGOTT e VANHOUTTE, 1989; YANG et al., 2011), reducgéo do estresse
oxidativo central e periférico (CAVANAGH et al., 2010), da reducdo do simpatico
vasoconstritor (MUELLER, 2007) os quais conjuntamente determinavam reducéo
parcial da resisténcia vascular periférica e PA. Sendo assim, acreditamos que a
redugcdo da atividade do SRA vascular (dados do presente trabalho)
simultaneamente a reducdo em outros tecidos (FELIX e MICHELINI, 2007; GOMES-
FILHO et al.,, 2008; SANGALETI; CRESECENZI; MICHELINI, 2004) ap6s o
treinamento aerdbio esteja modulando a melhora da funcdo endotelial, reducéo do
estresse oxidativo, o remodelamento vascular, a diminuicdo da atividade nervosa
simpatica e vasoconstricao, contribuindo para a queda da PAM observada nos SHR

subsequente ao treinamento.
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6 CONCLUSOES

Em sintese nossos resultados confirmam a hiperatividade do SRA em SHR,
mostrando adicionalmente sua participacao relativa nos diferentes vasos (maior nas
renais, moderada nas carétidas e bastante reduzida nas femorais e toracicas).

Nossos resultados demonstraram também a potencialidade do treinamento
aerobio de baixa intensidade em reduzir simultaneamente a concentragdo vascular
de Ang Il e Ang (1-7), os principais mediadores da atividade do SRA, mantendo o
balanco adequado entre o eixo vasoconstritor, tréfico e proliferativo e o0 eixo
vasodilatador, antitrofico e antiproliferativo deste sistema nas caroétidas, femorais e
aorta toracica. Nas artérias renais dos SHR, o treinamento também reduziu ambos
0s eixos, mas foi proporcionalmente mais intenso na redugéo do eixo ECA — Ang Il —
receptor ATj.

Ao reduzir precocemente a atividade do SRA vascular, o treinamento
aerébio foi eficaz em se contrapor os efeitos deletérios orquestrados pela
hiperatividade do SRA, contribuindo para a queda parcial da pressao arterial nos
SHR treinados.
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