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RESUMO

A hipertensdo arterial (HA) ¢ uma doenga complexa e multifatorial, considerada um
importante fator de risco para doengas cardiovasculares. E sabido que os niveis pressoricos
elevados sdo mantidos por aumento de resisténcia vascular periférica (RVP). Dentre os
fatores que contribuem para a manutencao da elevada RVP pode-se citar o remodelamento
das arteriolas e a rarefacdo, ou reducdo da densidade capilar, que ocorre em varios tecidos.
O treinamento fisico (TF) vem sendo considerado um importante coadjuvante ao
tratamento farmacoldgico no controle e tratamento da HA. Neste sentido, o exercicio tem
sido eficaz em melhorar o remodelamento vascular e promover angiogénese. Dentre as
terapias farmacologicas utilizadas clinicamente, os inibidores da enzima conversora de
angiotensina II (iECA) tém demonstrado grande efetividade, principalmente em reduzir
mortalidade. Tem sido sugerido que, devido a algumas caracteristicas bioquimicas e
farmacologicas diferentes entre captopril e perindopril, possa haver algum efeito
diferencial na angiogénese induzida pelo TF. Ja foi demonstrado que o uso de captopril
pode inibir a angiogénese induzida pelo exercicio agudo ou de curta duragdo, no entanto,
quase nada se sabe sobre a associagdo de captopril e perindopril em hipertensos que
praticam exercicio de longa duragdo (TF). Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar
os efeitos do uso cronico do captopril e perindopril na angiogénese induzida pelo TF em
ratos normotensos ¢ espontaneamente hipertensos e investigar alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos nestas alteragdes. Para tanto 48 ratos Wistar normotensos ¢ 48
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) foram submetidos a um protocolo de TF (60%
capacidade fisica maxima, por 8 semanas) ou mantidos como sedentarios. Durante as
ultimas 6 semanas, os animais receberam tratamento com captopril (25 mg / kg por dia,
i.p.) ou perindopril (3 mg / kg por dia, gavagem) e os animais controles receberam a agua.
Foram analisados o peso corporal e valores basais de pressdo arterial (PA) sistolica (PAS),
diastolica (PAD), média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). O musculo tibial anterior (TA)
e miocardio foram retirados para as analises morfométricas da razdo capilar / fibra (C:F) e
analises da produgdo proteica do fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF), seu
receptor (VEGFR-2) e da enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). Como o
esperado, os valores de PAS, PAD e PAM estavam maiores nos SHR sedentarios
(+30%,+33% e +32%, para PAS, PAD e PAM, respectivamente), quando comparados aos
Wistar sedentarios. Tanto o TF, como ambos os tratamentos farmacologicos, reduziram de
similar magnitude os valores de PA. A razdo C:F no TA estava reduzida em todos os SHR
sedentarios, comparados aos Wistar sedentarios, e esta reducdo estava associada aos
menores niveis de VEGF (~ -26%) e eNOS (~ -27%). O TF aumentou a razdo C:F nos
ratos Wistar treinados comparados ao Wistar sedentario devido a um aumento na produgao
do VEGFR-2 (+17%) e da eNOS (+31%). Adicionalmente, o TF preveniu a raferagdo no
TA dos SHR, principalmente por prevenir as reducdes das producdes do VEGF e eNOS. O
tratamento cronico com captopril ou perindopril atenuou significativamente a angiogénese
nos animais Wistar, embora este efeito foi maior apos tratamento com captopril (-19%),
quando comparado ao perindopril (-13%). Ja, nos animais SHR, o perindopril ndo atenuou
a angiogénese induzida pelo TF, diferente dos resultados apresentados pelo captopril, que
atenuou a angiogénese em 18%. Esta resposta permitiu a normalizagdo dos niveis da
eNOS, apoés o TF, nos ratos treinados Wistar ¢ SHR tratados com somente com
perindopril. A razdo C:F do miocardio estava reduzida em todos o SHR sedentarios
comparado ao Wistar sedentario. O TF aumentou a razdo C:F do miocardio nos ratos
Wistar treinados (~+14%) em todos os grupos comparados aos sedentdrios Da mesma
forma, o TF aumentou a razdo C:F nos SHR treinados, comparados aos SHR sedentérios e



normalizou a quantidade de vasos em relacdo aos Wistar sedentario. Esta resposta também
foi mediada pela maior produgdo da eNOS em todos os grupos treinados. Estes achados
nos permitem concluir que o TF promoveu a angiogénese na musculatura esquelética e
cardiaca ¢ o uso cronico dos farmacos iECA atenuou esta resposta na musculatura
esquelética. O perindopril ndo atenuou a angiogénese induzido pelo TF nos animais
hipertensos. Assim, apesar de ndo haver diferencas na reducdo da PA nos SHR tratados
com captopril ou perindopril, os resultados do presente estudo sugerem que o perindopril
possa ser o melhor farmaco de escolha para pacientes hipertensos que praticam exercicio
fisico, uma vez que ndo atenua a angiogénese na musculatura esquelética induzida pelo TF.

Palavras chaves: treinamento fisico, hipertensdo arterial, microcirculagdo, perindopril,
captopril, musculo esquelético.



ABSTRACT

Hypertension (HA) is a complex and multifactorial disease, considered as an important risk
factor for cardiovascular diseases. It is known that high blood pressure (BP) levels are
maintained by increased Total peripheral resistance (TPR). Among the factors that
contribute to the maintenance of high TPR, there are arterioles remodeling and rarefaction,
which occurs in several tissues. Physical training (T) has been considered as an important
adjunct to pharmacological treatment in the control and treatment of HA. In this sense,
exercise has been effective in improving vascular remodeling and promoting angiogenesis.
Among the pharmacological therapies used clinically, angiotensin Il converting enzyme
inhibitors (ACEi) have shown great effectiveness, mainly by reducing mortality. It has
been suggested that due to some different biochemical and pharmacological characteristics
between captopril and perindopril, there may be some differential effect on T-induced
angiogenesis. It has been demonstrated that captopril may inhibit T-induced angiogenesis
after acute exercise, but almost nothing is known about it effects after chronic exercise.
Therefore, the objective of this study was to compare the effects of the chronic use of
captopril and perindopril on angiogenesis induced by T in normotensive and spontaneously
hypertensive rats and to investigate some of the possible mechanisms involved in these
alterations. For this purpose, 48 normotensive Wistar rats and 48 spontaneously
hypertensive rats (SHR) underwent T protocol (60% maximum physical capacity, for 8
weeks) or maintained sedentary. During the last 6 weeks, the animals were treated with
captopril (25 mg / kg per day, i.p.) or perindopril (3 mg / kg per day, gavage) and the
control animals received water. Body weight and baseline values of systolic blood pressure
(SBP), diastolic blood pressure (DBP), mean (MAP) and heart rate (HR) were analyzed.
The anterior tibial muscle (TA) and myocardium were removed for the morphometric
analyzes of the capillary / fiber ratio (C: F) and analyzes of the protein production of
vascular endothelial growth factor (VEGF), its receptor (VEGFR-2) and enzyme
endothelial nitric oxide synthase (eNOS). As expected, the values of SBP, DBP and MAP
were higher in the sedentary SHR (+ 30%, + 33% and + 32%, for SBP, DBP and MAP
respectively) when compared to sedentary Wistar. Both T and pharmacological treatments
reduced BP values by a similar magnitude. The C:F ratio in TA was reduced in all
sedentary SHRS compared to sedentary Wistar, and this reduction was associated with
lower levels of VEGF (~ -26%) and eNOS (~ -27%). Training increased C:F ratio in
trained Wistar rats compared to sedentary Wistar because of increased production of
VEGFR-2 (+ 17%) and eNOS (+ 31%). In addition, T prevented TA rarefaction in SHRs,
mainly by preventing reductions in VEGF and eNOS production. Chronic treatment with
captopril or perindopril significantly attenuated angiogenesis in Wistar animals, although
this effect was greater after treatment with captopril (-19%) when compared to perindopril
(-13%). In the SHR animals, perindopril did not attenuate T-induced angiogenesis. On the
other hand, captopril attenuated this effect (18%). This response occurred due to
normalization of eNOS levels after PT in trained Wistar and SHR rats treated with
perindopril alone. The myocardial C: F ratio was reduced in all sedentary SHR compared
to sedentary Wistar. T increased myocardial C: F ratio in trained Wistar rats (~ + 14%) in
all groups compared to sedentary ones. Similarly, T increased C: F ratio in trained SHR
compared to sedentary SHR and normalized to number of vessels compared to sedentary
Wistar. This response was also mediated by increased production of eNOS in all trained
groups. These findings allow us to conclude that T promoted angiogenesis in skeletal and
cardiac musculature and chronic use of ACE inhibitors attenuated this response in the
skeletal muscle, and perindopril did not attenuate T-induced angiogenesis in hypertensive



animals. In this way perindopril may be suggested as the best drug of choice for
hypertensive patients who do exercise.

Keywords: physical training, hypertension, microcirculation, perindopril, captopril,
skeletal muscle.
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1. Introducao/ revisiao de literatura

A hipertensao arterial (HA) ¢ uma doenga clinica multifatorial, caracterizada pela
presenga de niveis tensionais elevados, associados a fatores genéticos, alteragdes
metabolicas, hormonais e estruturais (hipertrofia vascular e cardiaca) (MUNTER et al.,
2002; CHEN, 2012, MANCIA et al., 2013, MALACHIAS et al., 2016)

Varios sdo os mecanismos envolvidos na HA e uma das principais caracteristicas
encontradas nesta patologia ¢ o comprometimento da microcirculagdo, que colabora para o
aumento da resisténcia vascular periférica (RVP) e, desta maneira, para o aumento da
pressdo arterial (PA). Este comprometimento pode ocorrer por diferentes mecanismos: 1-
reducdo da luz arteriolar, provocada por vasoconstricdo ativa, proveniente de um aumento
da atividade simpatica (OVERTON et al., 1998); 2- hipertrofia e remodelamento dos
vasos, aumentando a razdo parede-luz das arteriolas (AMARAL et al., 2000; MULVANY,
2002); 3- por rarefagdo (reducdo da densidade) de capilares (AMARAL et al., 2001;
AMARAL et al., 2011; FERNANDES et al., 2012). Em especial, a rarefacdo de capilares
pode contribuir para o aumento da pressao arterial (GREENE, et al., 1989, HEAGERT, et
al., 1993; LEVY, et al., 2001; AMARAL etal, 2001; AMARAL e MICHELIN, 2011).

1.1 Tratamentos da hipertensao

Devido ao grande aumento da incidéncia de HA na populagdo mundial nas ultimas
décadas, varias estratégias, farmacologicas e ndo-farmacoldgicas, vém sendo utilizadas na

tentativa de ajustar os diferentes mecanismos que colaboram para o aumento de PA.

1.1.1. Tratamentos farmacologicos

Dentre as terapias farmacologicas, tem sido recomendados diuréticos, beta-
bloqueadores, antagonistas dos canais de calcio, inibidores da enzima conversora da
angiotensina I (iECA), bloqueadores dos receptores-1 de angiotensina Il (AT-1), além de
varias combinagdes (BRUGGTS et al., 2015; MANCIA et al., 2013, MALACHIAS et al.,
2016). Estes farmacos t€m sido eficientes em reduzir a pressdo arterial tanto de humanos

(DUPREZ et al., 2011) como em modelos experimentais (MORIMOTO et al., 2008).
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Alguns trabalhos demonstram que estes fArmacos também apresentam efeito na reatividade
vascular, o que facilita a dilatagdo dos vasos, contribuindo para reducao da PA (RODRIGO
et al., 1997; GOMES-ROSO et al., 2009).

Atualmente, varias combinacdes de farmacos sdo prescritas para o melhor controle
da PA nos hipertensos, no entanto, estudos t¢ém demonstrado que, dentre as monoterapias,
a classe dos iECA parece ser a mais prescrita (SHOETER et al., 2007). Neste sentido,
Ferrari et al. (2005) ja haviam sugerido, em sua revisdo que, dentre os farmacos anti-
hipertensivos, os inibidores da ECA eram muito utilizados clinicamente, por serem
eficazes em reduzir a hipertrofia cardiaca e facilitar a acdo da bradicinina circulante, a qual
¢ um potente vasodilatador. Segundo Ribeiro e Florencio (2000), dentre os iECA, o
captopril foi primeiro a ser liberado para utilizacdo (desde 1981) e alguns estudos
ambulatoriais, ou de rede publica de saude, mostraram que o captopril tem sido o
medicamento com maior utilizagdo por pacientes hipertensos, na monoterapia ou
combina¢des (VERONEZ & SIMOES, 2008; LINARELLI et al., 2009), principalmente
pela sua eficiéncia em reduzir PA e risco de mortalidade (CRESPO et al., 2013 e
FEDOROWSKI et al., 2013). No entanto, durante os ultimos 15 anos, grandes estudos
clinicos longitudinais vém sendo apresentados com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos
farmacos anti-hipertensivos em reduzir PA, bem como seus efeitos na mortalidade,
reducdo de hipertrofia ventricular, entre outros (PROGRESS, 2001; TUBFULL et al.,
2003; PILOTE et al., 2008; PROGRESS, 2011; VAN VARK et al., 2012). Neste sentido,
Pilote et al. (2008) analisaram 43.356 pacientes que sofreram infarto e utilizaram
diferentes iIECA no primeiro més de recuperacdo. Neste estudo, dentre os farmacos
avaliados, o ramipril e o perindopril foram os mais eficazes, quando comparados ao
captopril, na diminui¢do do risco de mortalidade desses pacientes.

Poucos estudos comparam a eficécia clinica entre o perindopril e o captopril. O
estudo de Lee et al. (1989) demonstrou que o perindopril era mais eficaz em reduzir a PA
de pacientes hipertensos, quando comparado ao captopril (75% vs 57%, respectivamente).
Ja Grandi et al. (1991) relataram que o perindopril tinha 0 mesmo efeito que o captopril em
reduzir a hipertrofia ventricular cronica e consequentemente a PA de pacientes com
problemas cardiacos. Desta maneira, ainda ndo esta claro qual dos iECA pode ser
considerado como o mais eficaz clinicamente.

Os inibidores da ECA ¢ uma classe de farmaco que modula atividade da enzima

ECA, qual ¢ responsavel pela conversdo da angiotensina I em angiotensina II (CECONI et



al., 2010). A ECA, ou quinase II, ¢ uma metopeptidase de dipetidio carboxilo bivalente
ligada a membrana nas células endoteliais, epiteliais, neuroepiteliais e na forma solavel no
sangue, e numerosos fluidos corporais (CECONI et al., 2010). O processo de conversdao
ocorre quando a angiotensina I (decapeptideo) se liga ao sitio de ligagcdo do ion zinco da
ECA, onde enzimas proteases sao ativadas e dois peptideos no terminal C da angiotensina I
sdo clivados formando a angiotensina II (octapeptideo) (CECONI et al., 2010). Os iECA se
ligam ao sitio de liga¢do do ion zinco da ECA e, uma vez ocupado, impede a ligagdo da
angiotensina I a este sitio de ligag@o e, consequentemente, a conversao para angiotensina
II. Entretanto, o grupo ligante dos iECA ao ion zinco pode ser diferente entre estes
farmacos, ou seja, o captopril contém o grupo sulfidril, ja outras drogas, como o
perindopril e enalapril, contém o grupo carboxil (BROW et al., 1998; CECONI et al.,
2010). O iECA possuem lipofilicidade distinta entre si, no entanto, esta caracteristica
parece ser independente dos grupos dos iECA, pois tanto o captopril quanto o perindopril
apresentam a mesma lipofilicidade (FURDERBERG, 2000). Por outro lado os iECA do
grupo carboxil, tais como perindopril e ramipril sdo administrados, como pro-droga, forma
esta que determina maior tempo de concentragdo plasmatica e meia vida plasmatica,
comparado ao grupo sulfidril, administrado na forma de droga ativa. O perindopril
representante do grupo carboxil apresenta uma concentragdo plasmatica de 3-7 horas e
tempo e 24 horas de meia vida plasmatica, ja o captopril pertencente ao grupo sulfidril o
tempo de concentracdo plasmatica sdo 2 horas e meia vida plasmatica entre 3-4 horas,
assim os efeitos do iECA do grupo carboxil parecem ser mais prolongados do que o grupo
sulfidril (FERRARI, et al., 2005, BROW et al., 1998). Neste sentido, o trabalho de Risher,
Doussau, Giudiceli (1989) observou que os iECA enalapril, perindopril e ramipril
bloquearam em 100% atividade da ECA plasmatica em animais normotensos, por outro
lado este bloqueio com o captopril foi de 83%. Concordando com estes achados, Tokita et
al. (1995) compararam o tratamento com captopril e perindopril na atividade da ECA.
Esses autores observaram que os ratos tratados com captopril tiveram menor inibi¢cdo da
ECA plasmatica quando comparados aos ratos tratados com perindopril, no entanto, ambos
iECA inibiram a ECA tecidual nos rins. Ainda sdo escassos e controversos os estudos que

comparam os efeitos do captopril e perindopril.



1.1.2. Tratamento nao farmacolégico

Outra estratégia utilizada como co-adjutante no tratamento farmacoldgico
tradicional, s@o as terapias ndo farmacologicas. Estas terapias incluem intervencdes nos
diferentes fatores de risco, tais como diminuigdo do consumo de cigarro, diminuigdo da
ingestao de sal e alcool, reducdo do peso corporal, reducdo do estresse e a pratica regular
de exercicios fisicos (MANCIA, et al., 2013, MALACHIAS et al., 2016).

J& estd bem estabelecido que o exercicio fisico promove efeitos benéficos
importantes sobre a PA, tais como diminuicdo da atividade simpatica ¢ melhora no
controle do barorreflexo (LOPES et al., 2003; WALLACE, 2003; LATERZA et al., 2007;
KOKKLINOS, 2012; MANCIA et al, 2013; MALACHIAS et al., 2016). Mais
especificamente na musculatura esquelética, alguns trabalhos tém demonstrado que o
exercicio fisico aerdbio e regular reduz a razdo parede-luz das arteriolas de ratos
hipertensos, o que diminui a resisténcia vascular local e contribui para diminui¢do da
resisténcia vascular periférica, além de aumentar a densidade de capilares e vénulas
(AMARAL et al., 2001; MELO et al., 2003; AMARAL, et al., 2008; AMARAL, et al.,
2011, FERNANDES, et al., 2012). Varios estudos na literatura tém descrito que este
aumento do nimero de vasos, em decorréncia do exercicio fisico, acontece de forma muito
rapida e permanece enquanto durar o treinamento, variando de 1-3 dias (GUSTAFFSON et
al., 1999; AMARAL et al., 2001, AMARAL et al., 2008) até¢ 6-13 semanas (AMARAL et
al., 2008; LAUGLIN e ROSSINI, 2008; HARBER-ABEL et. al., 2012). As recomendagoes
do exercicio aerdbio continuo para individuos hipertensos ¢ para intensidade

leve/moderada (40 a 60% do VO2max.) (MALACHIAS et al., 2016).

O aumento de vasos na musculatura esquelética induzido pelo exercicio fisico
parece ser um dos mecanismos que colabora para a diminuicdo da HA, uma vez que
Amaral et al. (2000) mostraram que animais SHR apresentaram uma correlagdo inversa
entre reducdo da PA e aumento da densidade de capilares e vénulas no musculo gracil
apos 13 semanas de TF. Este efeito vem sendo confirmado em humanos, pois Hansen e
colaboradores (2010) verificaram que pacientes hipertensos, submetidos a 16 semanas de
treinamento no cicloergdbmetro, apresentaram reducdo da PA associado juntamente com o
aumento da razdo capilar/fibra no musculo vasto lateral. Da mesma forma, Gliemann et al.

(2015) observaram que pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica, apos 20 sessoes



de exercicios de endurance, em esteiras e cicloergdmetro, apresentaram uma reducdo da

pressdo arterial associada com aumento da razdo capilar/fibra no musculo vasto lateral.

Um dos fatores determinantes para o aumento do nimero de vasos, tanto em
humanos quanto em animais, ¢ o fator de crescimento endotelial de vasos (VEGF). Esta
proteina, quando age em seus receptores especificos, estimula as enzimas
metaloproteinases que degradam a membrana da célula endotelial, e estimula uma cascata
de eventos intracelulares que culminam na migracdo das células endoteliais para o local de
brotamento, dando origem a formagdo de novos capilares. (FERRARA, et al. 1992). O
VEGF ¢ uma glicoproteina ativa de 46-kDa, considerada um dos principais fatores
mitogénicos, que aumenta a permeabilidade vascular e promove proliferacdo de células
endoteliais (FERRARA, et al. 1992). Existem 5 diferentes isoformas de VEGF
identificadas, as quais sdo compostas por 121, 145, 165, 189 e 206 aminoacidos,
respectivamente. Além disso, a familia os receptores do VEGF se divide em 3 subtipos:
VEGFR-1 (FlIt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) e VEGFR-3 (FERRARA, 2009). Varios
trabalhos t€ém mostrado que o VEGF estd envolvido no processo de regulacdo da
angiogénese, tanto em modelos animais como em humanos, normotensos ou hipertensos
(GUSTAFFSSON et al., 1999, WAGNER et al., 2001; AMARAL et al., 2001 e 2008,
FERRARA, 2009; HANSEN et al., 2010). Nao s6 o VEGF, mas também seus receptores,
podem ser modulados pelo exercicio fisico. Gustaffsson et al. (2007) observaram, em
humanos, aumentos significativos de VEGF e de seus receptores (VEGFR1 e VEGFR2) no
musculo vasto lateral de humanos apés 5 dias ou 5 semanas de treinamento em
cicloergdmetro. Da mesma forma, tem sido comprovada a importancia fundamental do
VEGF na angiogénese induzida pelo treinamento fisico em modelos experimentais. O
estudo de Olfert et al. (2010) demonstrou que camundongos transgé€nicos, com delecdo
génica muscular do VEGF, submetidos a 6 semanas de treinamento em esteira, ndo
apresentaram nenhum aumento na densidade capilar quando comparados aos controles.
Posteriormente, Delavar et al. (2014) observaram que este tipo de camundongo transgénico
apresentou reducao significativa na angiogénese no musculo flexor plantar e gastrocnémio,
quando comparado ao controle. Estes resultados confirmam os achados anteriores de nosso
grupo os quais revelaram que o uso de um anticorpo anti-VEGF impedia a angiogénese
induzida por estimulagdo elétrica ou exercicio aerobio de curta duragdo (AMARAL et al.,

2001a e b). No entanto, ainda ndo esta clara na literatura a contribui¢do do VEGF na



angiogénese induzida pelo exercicio cronico. Amaral et al. (2008) demonstraram que a
producdo proteica de VEGF aumenta rapidamente (1-3) dias com o exercicio, mas retorna
para valores basais apds 3 meses, mesmo na permanéncia de angiogénese. Concordando
com estes achados, Ranjbar, Ardakanizade, Nazen (2017) verificaram que a expressao
génica do VEGF no musculo séleo e gastrocnémio ndo se alterou em ratos infartados
treinados por 10 semanas em esteira. Por outro lado Fernandes et al. (2012) observaram
que a producdo protéica do VEGF estava aumentada no musculo séleo apos 10 semanas de
treinamento de natagdo, tanto em animais normotensos quanto hipertensos, mas este
aumento foi determinado ap6s uma secdo aguda de exercicio na esteira.

Existem varios fatores que podem contribuir para o aumento do VEGF e, dentre
eles tem sido destacado o 6xido nitrico (HUDILICKA et al., 1999; MILKIEWICZ et al.,
2005), hipoxia (OLFERT et al., 2001) e o sistema renina angiotensina (AMARAL et al.,
2001). O 6xido nitrico ¢ formado a partir da acdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS). Esta enzima esta localizada nas células endoteliais e ¢ ativada a partir do aumento
da concentragdo dos fons Ca'". Uma vez ativada, a eNOS utiliza como substrato a L-
arginina e produz citrulina e NO, que, por ser um gas, difunde-se facilmente do endotélio a
musculatura lisa (BREDT, 1999; TALOM, et al.,, 2000). Sua principal fungdo na
musculatura lisa ¢ promover a vasodilatacdo, aumentando assim o fluxo sanguineo local
(DENIFI et al., 2014). Além disso, alguns estudos t€ém mostrado o envolvimento do NO
sobre a angiogénese na musculatura esquelética. Hudlicka et al. (1999) e Milkiewicz et al.
(2005) demonstraram que ratos que receberam estimulagdo elétrica de 2 a 7 dias,
juntamente com o inibidor da eNOS (L-NNA) apresentaram uma inibi¢do do crescimento
vascular quando comparado ao controle. De acordo com estes resultados, Fernandes et al.
(2012) mostraram aumento da razdo capilar/fibra no musculo séleo em animais treinados
acompanhado de um aumento da produgdo protéica da eNOS.

O sistema renina angiotensina (SRA) ¢ fundamental ao organismo por exercer um
controle hidroeletrolitico e da PA (AIRES, 2012). Além desse controle da PA, tem sido
demonstrado que o SRA também estd envolvido no processo no crescimento de vasos
(GREENE E AMARAL, 2002; PETERSEN e GREENE, 2007). Estudos experimentais
demonstraram o envolvimento da Ang II no crescimento de vasos na musculatura
esquelética (AMARAL et al., 2001a; AMARAL et al., 2001b; GREENE e AMARAL, et
al. 2002; BELLANY et al., 2010), uma vez que o bloqueio do SRA atenuou a producdo de



VEGF e, consequentemente, de crescimento de vasos induzidos por estimulacao elétrica ou
exercicio fisico.

A literatura tém demonstrado resultados distintos entre os diferentes iECA sobre a
angiogé€nese na musculatura esquelética. Alguns autores tém apontado que os inibidores da
ECA tais como captopril, enalapril, lisinopril, entre outros, parecem inibir a angiogénese
muscular. Fabre et al. (1999) demonstraram que o tratamento cronico com captopril ndo
permitiu o aumento da densidade de capilares na musculatura esquelética de coelhos
submetidos a cirurgia de isquemia no membro inferior. Mais recentemente, Bellamy et al.
(2010) mostraram que o processo de restauragdo da vascularizacdo no musculo tibial
anterior (TA) de camundongos, que sofreram lesdes vasculares, foi menor nos animais
tratados com captopril, quando comparados ao controle. Por outro lado no miocardio,
Unger et al. (1992) demonstraram que o tratamento cronico com ramipril aumentava a
capilarizagdo, tanto com altas como baixas doses do farmaco. Concordando com esses
achados, Ji et al. (2003) observaram que o tratamento com ramipril aumentava a expressao
do VEGF no miocardio e, mais recentemente, Zoja et al. (2011) verificaram o aumento do
receptor do VEGF no miocardio de ratos Zucher diabéticos tratados com ramipril. Porém,
os resultados encontrados com ramipril eram especificos para musculatura cardiaca e
pouco  promissor na musculatura esquelética, uma vez que Costanza et al. (2002)
observaram que camundongos que sofreram isquemia de membro inferior apresentaram
uma redugdo na densidade capilar e na razdo capilar/fibra quando tratados com ramipril ou
losartan, ou seja, o ramipril influenciou negativamente o processo de angiogénese do
membro isquémico.

Por outro lado, tem sido demonstrado que o perindopril parece ter efeitos
estimulatérios na angiogénese, tanto no miocardio quanto na musculatura esquelética.
lazawa et al. (2002) mostraram aumentos significativos de capilares-por-midcitos em
modelos de animais tratados com alta ingestdo de sal e perindopril. J& no musculo
esquelético, Silvestre e colaboradores (2002) e You et al. (2008) verificaram que ratos
submetidos a cirurgia de isquemia nos membros inferiores apresentaram um aumento da
angiogénese apos tratamento com o perindopril, acompanhada de aumento da expressao da
eNOS, embora a expressao do VEGF se encontrasse em niveis basais. A partir destas
informacgdes, pode-se observar que o perindopril parece ndo comprometer a angiogénese na

musculatura esquelética ou cardiaca, ao contrario dos achados com captopril e ramipril. No



entanto, os mecanismos responsaveis pelo controle do aumento de vasos apos o tratamento
com perindopril ainda sdo poucos compreendidos.

Sabendo-se que a pratica de exercicio fisico regular é recomendada aos pacientes
hipertensos que fazem uso de iECA e que um dos mecanismos da reducdo da pressdo
arterial induzida pelo exercicio fisico em individuos hipertensos ¢ o aumento da densidade
capilar na musculatura esquelética, ¢ importante ressaltar a necessidade do uso de
determinados iECA que ndo atenuem a angiogénese. S30 escassos € controversos o0s
estudos que combinam farmacos iECA e treinamento fisico no entendimento da
angiogénese. Gavin et al. (2000) demonstraram diminui¢do da expressdo génica do
receptor do VEGF (flk-1) nos animais que realizaram exercicio agudo e receberam
captopril. Concordando com estes resultados, Amaral et al. (2001a, 2001b) demonstraram
que o tratamento com captopril atenuou o aumento de VEGF e de angiogénese na
musculatura esquelética nos animais normotensos que realizaram 3 dias de exercicio ou 7
dias de estimulagdo elétrica. No entanto, o perindopril parece ter efeitos contrarios.
Minami et al. (2007) observaram que ratos espontaneamente hipertensos, treinados e
tratados com perindopril, apresentaram um aumento da densidade capilar na musculatura
esquelética quando comparados ao grupo somente treinado. Da mesma forma, Guo et al.
(2010) mostraram que ratas fémeas idosas exercitadas e tratadas com perindopril
apresentaram um aumento na razdo capilar/fibra nos musculos soleo e gastrocnémio,
quando comparadas as ratas idosas sedentarias. Os resultados apresentados até o presente
momento, apesar de escassos, tém sugerido que o perindopril parece ndo comprometer a
angiogénese induzida pelo exercicio fisico. A hipdtese deste trabalho ¢ que o perindopril
possa o farmaco de escolha mais apropriado, dentre os outros iECA, para hipertensos

praticantes de exercicio fisico, uma vez que parece ndo atenuar a angiogénese.



2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Comparar os efeitos do uso cronico do captopril e perindopril na angiogénese
induzida pelo treinamento fisico em ratos normotensos ¢ espontaneamente hipertensos e

investigar alguns dos possiveis mecanismos envolvidos nestas alteracdes.

2.2. Objetivos especificos

1. Comparar os efeitos de dois diferentes bloqueios farmacologicos do SRA
(perindopril e captopril) na pressdo arterial de repouso e se o treinamento fisico
aerdbio exerce algum efeito adicional.

2. Comparar os efeitos de dois diferentes bloqueios farmacologicos do SRA
(perindopril e captopril) sobre a densidade de vasos da musculatura esquelética e
cardiaca de animais normotensos e hipertensos submetidos a treinamento fisico na
esteira.

3. Comparar os efeitos do tratamento cronico com perindopril e captopril nos
mecanismos responsaveis pela angiogénese na musculatura esquelética e cardiaca
dos animais normotensos e hipertensos submetidos a um protocolo de treinamento

fisico aerdbio.

3.Materiais e métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no uso de
animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias da UNESP, campus Bauru, (protocolo n
523/2014.vol.01). Foram utilizados 48 ratos normotensos (Wistar) e 48 ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) com 8 semanas de idade (200-250g), provenientes do
Centro de Pesquisa e Produgdo de Animais da UNESP (Botucatu, SP, Brasil) e Biotério do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (Sao Paulo, Brasil) respectivamente. Os animais
foram alojados em gaiolas, em grupos de 5 animais, e mantidos sob condi¢cdes ambientais
controladas (ciclo claro-escuro de 12h, 22° C de temperatura) com acesso ad libitum a dieta
padrido (Biobase, Brasil) e agua filtrada no Biotério de Manutengcdo da Faculdade de

Ciéncias da UNESP de Bauru.



3.1. Desenho Experimental

Depois de feita a avaliagdo da capacidade fisica, os ratos normotensos e hipertensos
foram divididos em 3 grupos experimentais, sedentarios e treinados: 1/controle, 2/tratados
com captopril e 3/tratados com perindopril. A Figura 1 representa o desenho experimental
do presente estudo, destacando as 8 semanas de TF e 6 semanas de tratamento
farmacologico. No final de 8 semanas, os animais foram canulados para medidas

hemodinamicas e eutanasiados no dia seguinte para retirada dos tecidos.

TREINAMENTO
AEROBIO. i
60% DA CAPACIDADE FISICA MAXIMA

MEDIDAS
SEMANAS HEMODINAMICAS
EM REPOUSO

TRATAMENTO FARMCOLOGICO DIAS
EUTANASIA
SEMANAS =
RETIRADA

T T e T -

pPC PC PC PC PC PC PC PC PC canuLAGAO
TESTE TESTE

TESTE 2 3

MAXIMO MAXIMO MAXIMO

Figura 1. Delineamento do protocolo experimental durante as 8 semanas de treinamento aerdbio na esteira
(cinza) , 6 semanas de tratamento com captopril ou perindopril e periodo de 2 dias de canulagdo, analises
hemodindmicas e retirada dos tecidos (vermelho). PC: Peso corporal.

3.2. Grupos experimentais

Apbs a determinagdo do PC e capacidade fisica, maxima os animais foram

colocados em 3 grupos experimentais com PC e capacidade fisica semelhantes.

Grupo 1: Ratos que foram tratados com agua: Grupo la: grupo de ratos normotensos
(Wistar) sedentarios controle (n=8), treinados controle (n=8) / Grupo 1b: grupo de ratos

hipertensos (SHR) sedentarios controle (n=8), treinados controle (n=8).

Grupo 2: Ratos que foram tratados com captopril (25mg/kg, por dia ip.): Grupo 2a:
grupos de ratos normotensos (Wistar) sedentarios e tratados com captopril (n==8), treinados
e tratados com captopril (n=8) / Grupo 2b: grupos de ratos hipertensos (SHR) sedentarios e

tratados com captopril (n=8), treinados e tratados com captopril (n=8).



Grupo 3: Ratos que receberam tratamento com perindopril (3 mg/kg de peso corporal, por
dia, por gavagem): Grupo 3a: grupo de ratos normotensos (Wistar) sedentarios e tratados
com perindopril (n= 8), treinados e tratados com perindopril (n=8) / Grupo 3b: grupo de
hipertensos (SHR) sedentarios e tratados com perindopril (n=8), treinados e tratados com

perindopril (n=8).

3.2.1. Peso corporal e teste de esforco maximo

Os animais foram pesados antes de iniciar o periodo do treinamento para separacao
dos grupos experimentais. Nas primeiras 2 semanas de treinamento todos os animais foram
pesados somente 1 vez na semana, porém, apds iniciar o periodo de 6 semanas de
tratamento, os animais foram pesados a cada 2 dias para adequacdo da doses do tratamento
farmacologico do captopril (25mg/kg) e perindopril (3 mg/kg). Apds um periodo inicial de
adaptacdo a esteira (5-10 dias), os ratos foram selecionados segundo sua habilidade de
andar/correr em uma esteira ergométrica adaptada para ratos (10 raias suspensas de
acrilico, Inbramed, Millennium). Logo apds, foi avaliada a capacidade fisica méaxima por
meio de teste de esfor¢o maximo (TEM). O teste de esforco maximo foi realizado como
descrito anteriormente por Barel et. al. (2010). Em resumo, os ratos iniciaram o teste com a
velocidade de 0,3 km/h e, a cada 3 min, aplicou-se um incremento de 0,3 km/h. A carga
maxima foi definida a partir do momento em que os ratos pararam de correr

espontaneamente. Foi demonstrada em segundos.

Os animais foram submetidos a um periodo de treinamento fisico em esteira
ergométrica durante uma hora por dia, por 8 semanas, com intensidade de 60% da
velocidade méaxima atingida no (TEM) conforme publicado anteriormente por Barel et.al.
(2010). O teste maximo foi realizado no inicio (TEM-1) para a separagdo dos grupos,
(TEM-2) para o ajuste da carga e garantia de manutencdo da intensidade de treino e ao
final da oitava semana (TEM-3) para verificacdo da efetividade do treinamento fisico. Os
ratos sedentarios foram adaptados a esteira quinzenalmente e realizaram o TEM no mesmo
momento que os treinados e permaneceram sedentarios durante todo o periodo de

treinamento fisico.



3.3. Determinacio da pressao arterial
3.3.1. Confec¢ao de canulas

Para a confecgdo das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50 Scientific
Commodities Inc. Lake Havazu, AZ, Estados Unidos) previamente soldados a tubos de
polietileno PE-10 (Scientific Commodities Inc. Lake Havazu, Az, Estados Unidos) como
previamente publicado por Amaral et al., (2000).

Apobs o protocolo experimental os ratos foram anestesiados com ANASEDAN®
(cloridrato de xilasina, 10 mg/kg) ¢ DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 50 mg/kg ).
Ap6s localizar a artéria carotida, foi feita uma pequena incisdo onde foi introduzida a parte
mais fina da canula, a qual foi preenchida com solugdo fisiologica heparinizada, como
previamente publicado (HERRERA et al., 2016). A outra extremidade da canula foi
exteriorizada na regido dorsal do animal. Apods o procedimento de fixacdo da canula foi
aplicado de forma cutinea no animal um analgésico (Flunixina meglumina 0,025 mg/kg

i.m., Scherin-Plough, Cotia, SP, Brasil).

3.3.2. Registro de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)

Ap6s 24 horas do procedimento cirargico para colocacdo das canulas. Foi
realizado o registro da PA de repouso com os animais acordados e com livre
movimentacdo. A canula da artéria cardtida foi conectada ao sistema de registro
(transdutor + pré-amplificador, ADinstrumenst®, Colorado Springs, CO, Estados Unidos)
o qual foi conectado ao computador. Utilizando um software LabChartPro, foi obtida a PA

pulsatil e média e a FC foi derivada diretamente pelo software a partir dos pulsos de PA.
3.4. Retirada dos musculo esqueléticos e cardiacos
Apos os registros de PA, os animais foram eutanasiados, por sobrecarga de

anestésicos, ANASEDAN (cloridrato de xilasina, 20mg/kg, i.p.) e DOPALEN (cloridrato
de quetamina, 160mg/kg, i.p.) CEVA, Paulinia, SP, Brasil. O musculo esquelético tibial



anterior (TA) e miocardio foram removidos, limpos em solugéo salina, pesados e separados

para analise produgdo proteica ou processamento histologico.

3.5. Analises morfométricas

Os tecidos musculares foram imediatamente envolvidos por talco neutro, cobertos
com tissue tech, colocados em microtubos de 1,5 ml com furos e mergulhados em
nitrogénio liquido. Apds o congelamento, as amostras foram armazenadas no freezer a -80°
C. Todo este material coletado e congelado foi colocado no criostato (temperatura de -
20°C), (Leica ®, CM 1850, Nussloch, Alemanha) para que os cortes fossem realizados.
Foram feitos cortes transversais, com espessura de 10 pm, os quais foram colocados em
laminas. Foram feitas 2 laminas por animal, com 6 cortes cada, que foram coradas pela
técnica de coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE), como previamente publicado
(HERRERA et al., 2016). Para tanto as laminas foram retiradas do freezer -80° C e, ap0s
10 minutos, as laminas foram imersas na hematoxilina por aproximadamente 60s. Em
seguida foram deixadas por 10 minutos submersas com agua de torneira e, mergulhadas na
eosina por 50 s. Logo apos foram lavadas rapidamente e imersas em alcool etilico 70% (3
minutos), 80% (3 minutos), 90% (3minutos) e 100 % (3minutos) para o processo de
desidratacdo e, em seguida, as laminas foram imersas no xilol por 5 minutos até o
procedimento de montagem. Cada lamina foi montada com uma laminula, fixada pelo
enttelan e depois de algumas horas, ja estavam prontas para as analises.

Antes da realizacdo das analises morfométricas a identificacdo das laminas foram
tampadas a fim de garantir uma analise cega destas laminas Para realizacdo das analises
morfométricas, 5 a 6 imagens (4080 x 3072 um2) foram capturas pelo programa DP
controler, nas objetivas de 20x ou 40x, utilizando o microscopio de luz (Olympus, Toquio,
Japdo). Foi utilizado o programa Imagen Pro Plus 6.2 e a razdo capilar/fibra foi obtida pela
razao entre a quantidade de capilares e fibras identificadas na imagem, como previamente

descrito (Herrera et al., 2006).

3.6. Procedimento de dosagem de proteinas e producio proteica.



As amostras de 50 mg dos musculos TA e miocadio foram homogeneizadas em
slumc¢ao de ensaio de radioimunoprecipitacdo RIPA (Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA) contendo 0,5 M de Tris-HCI, pH 7,4, NaCl 1,5 M, 4cido deoxicolico
2,5%, 10% de NP-40, EDTA a 10 mM, utilizando um homogenecizador (IKA, Staufen,

Germany). Imediatamente antes da homogeneizag@o, um coquetel de inibidores de protease
(0,1%; Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, USA) e 1% de fluoreto de fenil

metilsulfonil (PMSF) foi adicionado as amostras. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos em 4° C a 11.200 g e o sobrenadante foi armazenado no freezer a -20° C.

A concentragdo das proteinas foi determinada utilizando a técnica de Bradford (kit
Bio-Rad Protein Assay, Padrdo II, Hercules, California Usa). Foi utilizado a protein assay
com a concentracao de 1,44mg/ml, para a confec¢do da curva foram utlizados 9 pogos com
as concentragdes crescentes utilizando o protein assay com a dosagem: 0,25ul ,0,50ul ,1ul
,2ul ,4pl ,6ul ,8ul ,10 pl os pocos foram completados com quantidades especificas de agua
destilada onde o volume final foi de 150 pl. Apds este procedimento em cada poco da
curva foi adicionado mais 150 pl de Baradford resultando em um volume final de 300 pl
em cada poco. Os valores de absorbancia foram determinados usando um leitor de placas
(BMG Labtech, spectro star nano, Ortenberg, Germany) pelo programa SPECOTRO star
Nano. Em seguida, as amostras contendo 50-80pg de proteina foram separadas utilizando
géis de 10% de poliacrilamida com uma coluna contendo marcardor de peso molecular
entre 10 kDa a 250 kDa. Estes géis foram transferidos para membranas de nitrocelulose
(190 mM de glicina, 25 mM Tris, 20% de metanol, pH 8,3). A carga de proteina igual em
cada amostra foi confirmada utilizando-se 0,5% de coloragdo Ponceau. As membranas
foram bloqueadas com 1,5% de soro de albumina bovino em soro fisiolégico tamponado
com Tween (TBS-T) durante 2 minutos utilizando o sistema SNAP-ID® 2.0 (Millipore,
Darmstadt, Germany). Em seguida, as foram lavadas por 3 vezes com TBS-T e incubadas
por 10 minutos com anticorpos primarios diluidos em 3% de soro de albumina bovino:
anticorpo monoclonal de camundongo anti VEGF humano (#554539, BD Pharmingen, San
Diego, California, USA, 1:1.000), anticorpo policlonal de coelho anti VEGFR-2 humano
(#9698, Cell Signaling Technology, 1:500) e anticorpo policlonal de camundongo anti
eNOS humano (#610927, BD Pharmingen, San Diego, California, USA, 1: 500), e
anticorpo policlonal de coelho anti GADPH human (# sc-25778, Santa Cruz



Biotchechinology, Inc, Dallas, Texas, USA 1:1.000). As membranas foram lavadas por 3 x
com TBS-T, logo apos as lavagens, foram incubadas com os anticorpos secundarios
diluidos com 1 % de soro de albumina bovino por 10 minutos: VEGFR-2 e GADPH (IgG
anti-coelho 1:1.000) ¢ VEGF e eNOS (anti-camundongo 1:1.000). O anticorpo foi
detectado usando a reagdo de quimiluminescéncia (Super Signal Pico, Pierce’ Rockford,
[llinouis, USA) e as membranas foram expostas a um filme de radiografia (Fuljifilm, Fuji
Photo Fil Co. 26-30, Minato Ku, Tohyo, Japdo). As bandas foram analisadas utilizando um
programa de computador (Scion Image, Corporation, Beta 4.02; Rockway, New Jersey,

USA).

3.7. Métodos estatisticos.

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média. O teste 7 de
Student foi utilizado para comparar o peso corporal inicial e final do periodo de
treinamento. Para comparagdo dos grupos de animais normotensos e hipertensos
separadamente, foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA) de dois caminhos, sendo 1
caminho o exercicio e outro caminho ao tratamento farmacoldgico. Para comparagdo entre
os grupos de animais hipertensos e grupo controle (Wistar) foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de um caminho. O post-hoc de Tukey foi utilizado nos grupos que
apresentaram diferengas significativas. Para todas as analises foi usado o programa de
computador Sigma Sat 3.1 foi utilizado para os experimentos de comparagdo entre os

grupos O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.



4.Resultados

A Tabela 1 ilustra o peso corporal dos animais normotensos e hipertensos durante o
periodo de treinamento fisico. Pode-se observar que todos os grupos apresentaram valores
de peso corporal maior no final do treinamento fisico, quando comparado com o inicio do
TF. Portanto o peso corporal durante as 8 semanas foi semelhante entre os grupos de
animais normotensos (Wsctr: + 42%, Wtctr: +40%, Wscap: +39%, Wtcap: +37%, Wspe:
+38% e Wtpe: +37%) e animais hipertensos (Shsctr: +25%, Shtctr: +25%, Shscap: +22%,
Shtcap: +26%, Shspe: +23% e Shtpe: +25%).

Tabelal. Valores do peso corporal inicial e final do periodo de treinamento fisico dos

animais normotensos ¢ hipertensos

Inicio (g) Final (g)
Wsctr 278 £12 395 £10”
Wrtetr 286+ 9 391+ 7"
Wscap 281+ 10 386+ 7"
Wtcap 279+6 384 + 8"
Wspe 279 +8 386+ 7"
Wtpe 283+ 10 388 + 8"
Shsctr 240 +£6 301 +9°
Shtctr 244 +7 304+ 6"
Shscap 237+ 10 291 £ 7
Shtcap 236+7 297 + 8"
Shspe 239+ 8 294 + 9"
Shtpe 246 +7 308 + 8"

Wsctr: normotenso sedentario controle; Wtctr: normotenso treinado controle; Wscap: normotenso sedentario
e tratado com captopril; Wtcap: normotenso treinado e tratado com captopril; Wspe: normotenso sedentario e
tratado com perindopril, Wtpe: normotenso treinado e tratado com perindopril. Shsctr: hipertenso sedentario
controle; Shtetr: hipertenso treinado controle; Shscap: hipertenso sedentario e tratado com captopril; Shtcap:
hipertenso treinado e tratado com captopril; Shspe: hipertenso sedentario e tratado com perindopril; Shtpe:
hipertenso treinado e tratado com perindopril. Teste t de student, " vs inicio.

A tabela 2 representa a massa muscular do TA e coracdo dos animais normotensos
e hipertensos normalizados pelo tamanho da tibia e pode-se observar que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos normotensos ou hipertensos, mostrando que nem o
tratamento farmacoldgico, nem o treinamento fisico promoveram qualquer mudanga no

peso muscular do TA e miocardio dos animais.

Tabela 2. Valores de massa muscular do tibial anterior (TA) e miocardio, normalizados
pelo comprimento da tibia dos animais normotensos e hipertensos.



TA (mg/cm) Miocardio (mg/cm)

Wsctr 168 +4 266+ 5
Wtctr 173 £5 268 =5
Wscap 173 £3 263 +5
Wtcap 166 £3 271+6
Wspe 173 £2 258 +4
Wtpe 177+ 4 259+7
Shsctr 122+5 282 +8
Shtetr 122+ 4 264 + 11
Shscap 120+3 265+ 12
Shtcap 121 +4 263+ 6
Shspe 126 +4 270+ 8
Shtpe 128 +4 261 +£7

Wsctr: normotenso sedentario controle; Wtctr: normotenso treinado controle; Wscap: normotenso sedentario
e tratado com captopril; Wtcap: normotenso treinado e tratado com captopril; Wspe: normotenso sedentario e
tratado com perindopril; Wtpe: normotenso treinado e tratado com perindopril. Shsctr: hipertenso sedentario
controle; Shtetr: hipertenso treinado controle; Shscap: hipertenso sedentario e tratado com captopril; Shtcap:
hipertenso treinado e tratado com captopril; Shspe: hipertenso sedentéario e tratado com perindopril; Shtpe:
hipertenso treinado e tratado com perindopril.

As Figura 2 e 3 ilustram a capacidade fisica dos animas ao final do protocolo de
TF representado os valores de delta entre 0o 3° e o 1° TEM, nos grupos sedentarios e
treinados. Pode-se observar, na figura 2, que o TF aumentou significativamente a
capacidade fisica dos grupos normotensos treinados, comparado com os seus respectivos
grupos sedentarios (-40s vs +405s; -36s vs +387s; -63s vs +396s, para controle, captopril e
perindopril, respectivamente p< 0,05). O tratamento farmacologico ndo alterou a

capacidade fisica dos animais.
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Figura 2. Diferenga entre os resultados do 3° e 1° testes de capacidade fisica TEM em todos os grupos,
demonstrados em segundos: controle, captopril e perindopril para ratos normotensos sedentarios e treinados.
Numero de ratos usados: 8-9 cada grupo. Significancia: + vs sedentario , p< 0,05.

Da mesma forma, pode-se observar na figura 3 os valores de delta de segundos nos
grupos hipertensos treinados foram maiores que seus respectivos sedentarios (-48s vs
+500s; -108s vs +457; -62 vs + 503s, para controle, captopril e perindopril,
respectivamente p< 0,05). A capacidade fisica foi semelhante entre os grupos,

independente do tratamento farmacolégico.
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gura 3. Diferenca entre os resultados do 3° e 1° testes de capacidade fisica em todos os grupos, demonstrados
em segundos:: controle, captopril e perindopril para ratos hipertensos sedentarios e treinados. Numero de

ratos usados: 7-8 cada grupo. Significancia: +vs sedentariol, p< 0,05.

A eficacia dos bloqueios farmacologicos foi avaliada apos protocolo experimental.
Os animais normotensos controles apresentaram aumento de 18% na PAS apds infusdo de
angiotensina I, pois esta angiotensina I provavelmente foi convertida em angiotensina II
aumentando a PAS nos animais controles. Entretanto, os animais tratados com captopril ou
perindopril apresentaram um aumento da PAS de 2%, que ndo foi significativo, isto
ocorreu devido ao tratamento cronico com os iIECA diminuiram a atividade da ECA..

A Figura 4 representa os valores hemodindmicos ao final do protocolo
experimental: (A) pressdo arterial sistdlica (PAS), (B) pressdo arterial diastolica (PAD),

(C) pressao arterial média (PAM) e (D) frequéncia cardiaca (FC) dos animais



normotensos. Pode-se observar que todos os valores hemodindmicos foram semelhantes

entre os grupos.
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Figura 4. Valores da pressdo arterial sistolica (A), pressdo arterial diastélica (B), pressdo arterial média (C) e
frequéncia cardiaca (D) em todos os grupos: controle, captopril e perindopril para ratos normotensos
sedentarios e treinados. Numero de ratos usados: 5-6 cada grupo.

A Figura 5 ilustra os resultados da PAS (painel A), PAD (painel B), PAM (painel
C) e FC (D) nos animais hipertensos. Os animais hipertensos sedentarios controles
exibiram um aumento significativo das varidveis hemodinamicas quando comparados aos
animais normotensos sedentarios: PAS (148 £ 6 vs 114 = 4 mmHg, p<0,05), PAD (128 +
3vs 96 + 2 mmHg, p<0,05) e PAM (135 £ 6 vs 102+ 6 mmHg, p<0,05). O tratamento
com captopril reduziu significativamente a PA dos animais hipertensos sedentarios (108 +
10 vs 148 £ 6 mmHg; 87 + 10 mmHg vs 128 = 3 mmHg; 93 + 10 vs 135 £ 5 mmHg, para
PAS, PAD e PAM, respectivamente p<0,05) comparados aos animais hipertensos
sedentarios controles. Da mesma forma, o tratamento com perindopril reduziu

significativamente a PA dos animais hipertensos sedentarios (101 + 3 vs 148 + 6 mmHg;



79 £ 5 vs 128 £ 3 mmHg; 87 £ 4 vs 135 £ 5 mmHg, para PAS, PAD e PAM,
respectivamente p<0,05) quando comparados aos animais hipertensos sedentarios
controles. O TF foi eficaz em reduzir a PA nos animais hipertensos treinados do grupo
controle, quando comparados aos seus respectivos sedentarios: PAS (106 + 3 vs 148 + 6
mmHg, p<0,05), PAD (90 + 3 vs 128 + 3mmHg, p<0,05), PAM (95+ 4 vs 135+ 6 mmHg,
p<0,05). Pode-se observar na Figura 5 que o TF nao teve efeito adicional aos tratamentos

farmacoldgicos nos animais hipertensos e treinados. A FC se manteve semelhante em

todos os grupos analisados.
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Figura 5. Valores da pressdo arterial sistolica (A), pressdo arterial diastélica (B), pressao arterial média (C) e
frequéncia cardiaca (D) em todos os grupos: normotenso sedentario, hipertensos sedentarios e treinados, nos
grupos controle, captopril e perindopril. Numero de ratos usados: 5-6 cada grupo Significancia: S ys wistar, *
vs controle, + vs sedentario, p< 0,05.

A figura 6 ilustra um cortes transversal do musculo TA, corados com hematoxilina
e eosina, representativos nos grupos normotensos sedentarios (A,C,E) e treinados (B,D,F),

controles (A e B), tratados com captopril (C ¢ D) ou perindopril (E e F). As imagens



sugerem que houve aumento de capilares (representado pelas setas) em todos os grupos

treinados, no entanto, houve uma atenuagdo nos grupos tratados com iECA.



Figura 6. Imagens representativas do musculo tibial (TA, 10 pm), coloridas com hematoxilina e eosina para
os grupos (A) Wsctr: normotenso sedentario controle; (B) Wtctr: normotenso treinado controle; (C) Wscap:
normotenso sedentdrio e tratado com captopril; (D) Wtcap: normotenso treinado e tratado com captopril; (E)
Wspe: normotenso sedentario e tratado com perindopril; (F) Wtpe: normotenso treinado e tratado com
perindopril . Escala 100 um. As setas indicam a localiza¢do dos capilaraes ao redor das fibras musculares.



A Figura 7 demonstra a analise quantitativa dos capilares no TA. Pode-se observar
que o tratamento farmacologico ndo alterou a razdo C:F nos grupos sedentarios em relagdo
ao grupo controle. Por outro lado, pode-se observar que o TF promoveu aumento
significativo de (+34%) no grupo treinado controle, (+15%) no grupo treinado e tratado
com captopril e (+21%) no grupo treinado e tratado com perindopril, comparados aos seus

respectivos grupos sedentarios (p<0,05).
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Figura 7. Razdo capilar/fibra do musculo tibial anterior (TA) em todos os grupos: controle, captopril e
perindopril, para ratos normotensos sedentarios e treinados. Numero de ratos usados: 5-6 cada grupo.

Significancia: + vs sedentario, * vs controle, & vs captopril, p< 0,05.

A Figura 8 ilustra os resultados da analise densitométrica das proteinas VEGF
(painel A), VEGFR-2 (painel B) e eNOS (painel C), as quais estdo envolvidas no processo
de angiogénese no musculo TA nos grupos normotensos e as imagens dos blots
representativos de cada grupo. Pode-se observar que o tratamento farmacologico ndo
alterou a producdo de nenhuma das proteinas analisadas, nos animais sedentarios a
proteina VEGF ndo mudou, nem com o tratamento dos iECA e nem com o treinamento
fisico. Por outro lado, a producdo do receptor de VEGF (VEGFR-2) aumentou
significativamente apenas no grupo treinado controle (17%). Este aumento foi

completamente inibido pelo tratamento com captopril e perindopril em ambos os grupos



treinados e tratados. O treinamento fisico aumentou significativamente a produgdo da
proteina eNOS em todos os grupos treinados (+31%, + 18% e + 32%, para controle,
captopril e perindopril, respectivamente), quando comparado a seus respectivos sedentarios
(p<0,05). No entanto, o aumento da eNOS no grupo treinado e tratado com captopril foi
menor quando comparado aos grupos treinado controle e treinado tratado com perindopril
(-14% e 13%, respectivamente, p<0,05) J4, o grupo treinado e tratado com perindopril

apresentou valores semelhantes ao grupo treinado controle.
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Figura 8. Analise densitométrica do VEGF (A), VEGFR-2 (B) ¢ eNOS (C) dos niveis das proteinas
normalizado pelo GADPH no musculo TA em todos os grupos: controle, captopril e perindopril, em ratos
normotensos sedentarios e treinados. Numero de ratos em cada grupo: 7-8 animais. Significancia: +vs
sedentario, *vs controle & vs captopril, p< 0,05. Blots representativos do VEGF, VEGFR-2, e eNOS para
Wsetr: normotenso sedentario controle; Wscap: normotenso sedentario e tratado com captopril; Wspe:
normotenso sedentario e tratado com perindopril; Wtetr: normotenso treinado controle; Wtcap: normotenso
treinado e tratado com captopril; Wtpe: normotenso treinado e tratado com perindopril.

A figura 9 representa os cortes transversais do musculo TA corados com
hematoxilina e eosina em todos os grupos wistar sedentario (A), hipertensos sedentarios e
tratados com captopril ou perindopril (B,D,F) e treinados controle e tratados com captopril

ou perindopril (C,E.G). Pode-se observar que o SHR sedentarios (B,D,F) possuem menos



capilares que os wistar (A) e o TF aumentou o nimero de capilares por fibra muscular em
todos os grupos hipertenso treinados (C,E.G). Porém as imagens sugerem que houve
aumento de capilares (representado pelas setas) que o tratamento com o captopril houve

uma atenuag¢ao no treinado e tratado (E).

>

Figura 9. Imagens representativas do musculo tibial anterior (TA, 10 pm), coloridas com hematoxilina e
eosina para (A) Wistar: normotenso sedentario, (B) Shsctr: hipertenso sedentario controle; (C) Shtctr:
hipertenso treinado controle;(D)Shscap: hipertenso sedentério e tratado com captopril; (E) Shtcap: hipertenso
treinado e tratado com captopril; (F) Shspe: hipertenso sedentario e tratado com perindopril;; (G) Shtpe:
hipertenso treinado e tratado com perindopril. Escala 100 pum. As setas indicam a localizagdo dos capilares
em volta das fibras musculares.



A Figura 10 demonstra a razdo C:F do musculo TA nos animais hipertensos,
sedentarios e treinados e os animais wistar sedentario, que foram usados como controle
normal. Observa-se que todos os grupos hipertensos sedentarios, tanto controle, como os
tratados com captopril ou tratado com perindopril apresentaram uma redu¢@o da razdo C:F
(-30%, -36% e -31%, para controle, captopril e perindopril, respectivamente) quando
comparados ao grupo wistar sedentario (p<0,05). Por outro lado, todos os grupos
hipertensos treinados apresentaram aumento nesta razao C:F (+47 %, +29% e 48%, para
controle, tratado com captopril e tratado com perindopril, respectivamente) comparados ao
seus respectivos grupos sedentarios (p<0,05). Além disso, o TF foi capaz de prevenir a
reducdo da razdo C:F somente nos grupos hipertenso controle e hipertenso treinado e
tratado com perindopril. J4, o tratamento com captopril atenuou o aumento em 18% da

razdo C:F observado apos TF quando comparado ao grupo treinado controle.
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Figura 10. Razio capilar/fibra do musculo tibial anterior (TA) em todos os grupos: normotenso sedentario,
hipertensos sedentarios e treinados controle, captopril e perindopril. Numero de ratos usados: 5-7 cada grupo.
Significancia: S vs wistar, *vs controle, + vs sedentario & vs captopril, p< 0,05.

A Figura 11 ilustra os resultados da andlise densitométrica das proteinas VEGF

(painel A), VEGFR-2 (painel B) e eNOS (painel C), as quais estdo envolvidas no processo



de angiogénese no musculo TA nos grupos normotensos e as imagens dos blots
representativos de cada grupo. Conforme observado na Figura 11, a produ¢do do VEGF
encontrava-se reduzida significativamente nos grupos hipertenso sedentario controle,
hipertenso sedentario tratado com captopril e sedentario tratado com perindopril (-27%, -
26% e -26%, respetivamente) quando comparados ao grupo normotenso sedentario
(Wistar, p<0,05). O treinamento fisico foi eficaz em aumentar a producdo do VEGF em
todos os grupos hipertensos treinados (+38%, +34% e +36%) comparados aos seus
respectivos grupos hipertensos sedentarios (p<0,05), além disso, foi capaz de evitar a
reducdo do VEGF em todos os grupos hipertensos treinados comparados com o grupo
wistar sedentario. A produgdo do VGFR-2 foi semelhante em todos os grupos analisados.
J4, a proteina eNOS encontrava-se com sua produ¢do diminuida nos grupos hipertenso
sedentario controle (-27%), hipertenso sedentario e tratado com captopril (-31%) e no
hipertenso sedentario e tratado com perindopril (-23%) quando comparados ao grupo
normotenso sedentario (p<0,05). A producdo da eNOS também aumentou com o TF
grupos hipertensos (+50% +23% e +38%, para controle, captopril e perindopril,
respectivamente, p<0,05), comparados aos seus respectivos grupos hipertensos
sedentarios. Entretanto, os animais hipertensos treinados e tratados com captopril
apresentaram um aumento da producdo de eNOS significativamente menor (- 27%) que os

animais controles ou tratados com perindopril, como pode-se observar na Figural 1.
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Figura 11. Analise densitométrica do VEGF (A), VEGFR-2 (B) e eNOS (C) dos niveis das proteinas
normalizado pelo GADPH no musculo TA em todos os grupos: normotenso sedentario, hipertensos
sedentérios e treinados controle, captopril e perindopril. Numero de ratos em cada grupo: 6-7 animais.
Significancia: S vs wistar +vs sedentario, *vs controle, p< 0,05. Blots representativos do VEGF, VEGFR-2, ¢
eNOS para Wistar: normotenso sedentario, Shsctr: hipertenso sedentario controle; Shscap: hipertenso
sedentario e tratado com captopril; Shspe: hipertenso sedentario e tratado com perindopril; Shtctr: hipertenso
treinado controle; Shtcap: hipertenso treinado e tratado com captopril; Shtpe: hipertenso treinado e tratado
com perindopril.

A figura 12 ilustra os cortes transversais do miocardio corados com hematoxilina e
eosina em todos os grupos normotensos sedentarios e treinados, controle e tratados com
captopril ou perindopril. As setas das figuras indicam os capilares em torno da fibra
muscular. Pode-se observar que os grupos treinados (B,D,F) apresentam um aumento no
numero de capilares em relagdo aos grupos sedentarios (A,C,E). Aparentemente os

tratamentos farmacologicos ndo alteram o numero de capilares.
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Figura 12. Imagens representativas do miocardio (10 um) coloridos com hematoxilina e eosina para os
grupos (A) Wsctr: normotenso sedentario controle; (B) Wtctr: normotenso treinado controle; (C) Wscap:
normotenso sedentdrio e tratado com captopril; (D) Wtcap: normotenso treinado e tratado com captopril; (E)
Wspe: normotenso sedentario e tratado com perindopril; (F) Wtpe: normotenso treinado e tratado com
perindopril . Escala 100 pm. As setas indicam a localizagdo dos capilaraes ao redor das fibras musculares.

A Figura 13 representa a razdo C:F no miocardio dos animais normotensos.O
tratamento farmacologico com captopril ou perindopril ndo promoveu qualquer alteragdo
nesta variavel nos animais treinados ou sedentarios. Pode-se observar que todos os animais

normotensos treinados exibiram aumento da razdo C:F no miocardio ( +15%, 15% e 12%,



para controle, captopril e perindopril, respectivamente), quando comparado aos sedentarios

(p<0,05).
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Figura 13. Razéo capilar/fibra do miocardio em todos os grupos: controle, captopril e perindopril para ratos

normotensos sedentarios e treinados. Niimero de ratos usados: 5-6 cada grupo. Significancia: + vs sedentario,
p<0,05.

A Figura 14 ilustra o resultado das analises densitométricas das proteinas VEGF
(painel A), VEGFR-2 (paniel B) e eNOS (painel C) envolvidas no processo de
angiogénese, no miocardio dos grupos normotensos sedentarios e treinados, tratados com
captopril ou perindopril. Nem o tratamento farmacologico, nem o TF determinaram
alteracdes significativas na producdo de VEGF ou de seu receptor VEGFR-2 no miocardio
dos animais normotensos. Pode-se observar, na Figura 14, que os tratamentos
farmacologicos ndo determinaram alteragdes na producdo proteica da eNOS, no entanto,
TF determinou aumento significativo da produgdo protéica em todos os grupos analisados
(+26%, +21% e +28%, para controle, captopril e perindopril, respectivamente, p<0,05 ),

comparados com seus respectivos sedentarios.
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Figura 14. Analise densitométrica do VEGF (A), VEGFR-2 (B) e eNOS (C) dos niveis das proteinas
normalizado pelo GADPH no miocardio em todos os grupos: controle, captopril e perindopril, em ratos
sedentdrios e treinados. Niimero de ratos em cada grupo:7-8 animais. Significancia: +vs sedentario, p< 0,05.
Blots representativos do VEGF, VEGFR-2, e eNOS para Wsctr: normotenso sedentario controle; Wscap:
normotenso sedentario tratado com captopril; Wspe: normotenso sedentério tratado com perindopril; Wtetr:
normotenso treinado controle; Wtcap: normotenso treinado tratado com captopril; Wtpe: normotenso
treinado tratado com perindopril.

A figura 15 ilustra representa os cortes transversais do miocardio corados com
hematoxilina e eosina em todos os grupos wistar sedentario (A), hipertensos sedentarios
controle e tratados com captopril ou perindopril (B,D,F) e treinados controle e tratados
com captopril ou perindopril (C,E.G). Pode-se observar que o SHR sedentarios (B,D,F)
possuem menos capilares que os wistar (A) e o TF aumentou o nimero de capilares por
fibra muscular em todos os grupos hipertenso treinados (C,E.G). E o tratamento com iECA

ndo promoveram qualquer alteracdo do aumento do niimero de capilares.
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Figura 15. Imagens representativas do micérido (10 um), coloridas com hematoxilina e eosina parapara (A)
Wistar: normotenso sedentario, (B) Shsctr: hipertenso sedentario controle; (C) Shtctr: hipertenso treinado
controle; (D)Shscap: hipertenso sedentario e tratado com captopril; (E) Shtcap: hipertenso treinado e tratado
com captopril; (F) Shspe: hipertenso sedentario e tratado com perindopril;; (G) Shtpe: hipertenso treinado e
tratado com perindopril. Escala 100 um. As setas indicam a localizagdo dos capilares em volta das fibras
musculares.



Como pode se observar na Figura 16, a razdo C:F no miocardio estava reduzida em
todos os grupos hipertensos sedentarios (-24%, -24% e -23%, para controle, captopril e
perindopril respectivamente, p<0,05) quando comparados ao grupo normotenso sedentario.
Entretanto, todos os grupos hipertensos treinados apresentaram aumento significativo da
razdo C:F (+29%, +28% e +30%, para controle, captopril e perindopril respectivamente,
p<0,05 ) quando comparados aos respectivos hipertensos sedentarios. A Figura 16 revela
ainda que a razdo C:F dos animais hipertensos treinados foi semelhante aquela encontrada

nos animais normotensos sedentarios (Wistar)
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Figura 16. Razdo capilar/fibra do miocardio em todos os grupos: normotenso sedentario, hipertensos
sedentdrios e treinados controle, captopril e perindopril.. Numero de ratos usados: 5-7 cada grupo.
Significancia: Sys wistar, + vs sedentario, p< 0,05.

A Figura 17 ilustra o resultado das analises densitométricas das proteinas VEGF
(painel A), VEGFR-2 (paniel B) e eNOS (painel C) envolvidas no processo de angiogénese
no musculo miocardio em todos os grupos analisados. Pode-se observar que a producdo
proteica de VEGF estava reduzida em todos os grupos hipertensos (-18%,-19%,-21%, para
controle, captopril e perindopril, respectivamente p<0,05), comparados ao grupo

normotenso sedentario. O TF foi eficaz em aumentar significativamente a producdo de



VEGF em todos os grupos, de forma semelhante (+25%, +27% e +33%, para controle,
captopril e perindopril, respectivamente, p<0,05), quando comparados aos sedentarios
hipertensos. Os valores de VEGF nos animais hipertensos treinados foram semelhantes aos
dos animais normotensos sedentarios. A producdo proteica do VEGFR-2 ndo foi
influenciada nem pelo tratamento farmacoldgico nem pelo TF. A produgdo proteica da
eNOS encontrava-se reduzida nos grupos hipertensos sedentarios (-25%, ,-20% e -19%,
para controle, captopril e perindopril, respectivamente p<0,05) quando comparada ao
grupo normotenso sedentario. J4 o TF determinou aumento significativo da producio
proteica de eNOS em todos os grupos (+30%, +24% e +26%, para controle, captopril e

perindopril, respectivamente, p<0,05).
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Figura 17. Andlise densitométrica do VEGF (A), VEGFR-2 (B) e eNOS (C) dos niveis das proteinas
normalizado pelo GADPH no musculo miocardio em todos os grupos: normotenso sedentario, hipertensos
sedentérios e treinados controle, captopril e perindopril. Numero de ratos em cada grupo:6-7 animais.
Significancia: * vs wistar *vs controle p< 0,05. Blots representativos do VEGF, VEGFR-2, ¢ eNOS para
Wistar: normotenso sedentario, Shsctr: hipertenso sedentario controle; Shscap: hipertenso sedentério e
tratado com captopril; Shspe: hipertenso sedentario e tratado com perindopril; shtctr: hipertenso treinado
controle; Shtcap: hipertenso treinado e tratado com captopril; Shtpe: hipertenso treinado e tratado com
perindopril.

5.Discussao



Os principais achados deste estudo foram que o TF regular aerdbio reduziu a PA
dos animais hipertensos e aumentou significativamente a razao capilar/fibra nos musculos
esquelético e cardiaco e o uso cronico do captopril atenuou a angiogénese induzido pelo
TF na musculatura esquelética. Por outro lado, o perindopril ndo atenuou a angiogénese
induzida pelo TF. Esta resposta diferenciada entre captopril e perindopril parece depender
da produgdo da eNOS.

Ja é sabido que o SRA ¢ responsavel pelo controle da homeostase de sodio e agua,
mas ndo estdo claros os efeitos dos inibidores do SRA tais como os iECA sobre o PC. Os
poucos estudos que existem sobre os efeitos destes farmacos sobre o PC sugerem que ndo
ha efeitos diretos, o que foi confirmado pelos resultados do presente estudo, uma vez que
nem o captopril, nem o perindopril interferiram no ganho de PC apds 8 semanas de
sedentarismo ou treinamento fisico (HABOUZIT et al, 2009; GUO et al.,, 2010;
RAKUSAN et al.,2010; MINAMI et al, 2007). No presente estudo, o tratamento
farmacoldgico com captopril e perindopril também ndo alterou a massa do musculo TA e
do miocardio nos ratos normotensos ou hipertensos, sedentarios ou treinados. Embora o
estudo de Guo et al. (2010) tenha demonstrado que o tratamento cronico com perindopril
em ratas Wistar idosas sedentdrias e treinadas possa ter reduzido a area de seccdo
transversa dos musculos esqueléticos séleo e gastrocnémio, outros achados na literatura
ndo confirmam esta resposta (AMARAL, PAPANEK, GRENE, 2000; MINAMI et al.,
2007; HABOUZIT et al., 2009; GARCIARENA et al., 2009; RAKUSAN et al., 2010).

A incidéncia da HA na populacdo mundial vem aumentando significativamente,
com isso, varias estratégicas farmacologicas e ndo farmacologicas vém sendo utilizadas
como forma de prevencdo ou tratamento da HA. Dentre as varias estratégicas
farmacolodgicas existentes, os iECA vém recebendo atencdo devido a sua potente acdo em
reduzir a hipertrofia ventricular, facilitar a agdo da bradicinina circulante e assim reduzir a
PA e mortalidade (PROGRESS, 2001; TUBFULL et al.,, 2003; FERRARA , 2005;
PILOTE et al., 2008; PROGRESS, 2011; VAN VARK et al., 2012). Pilote et al. (2008)
compararam os efeitos de diferentes iIECA no primeiro més de recuperagdo apos infarto e
demonstraram que o ramipril e o perindopril foram os mais eficazes quando comparados
ao captopril na diminuicdo do risco de mortalidade desses pacientes. Esta diferenca da
efetividade pode ser explicada devido as caracteristicas bioquimicas e farmacologicas entre

os grupos destes farmacos, ou seja, o grupo dos carboxil, como por exemplo, o perindopril,



o terminal ligante ao sitio de ligacdo do ion zinco da ECA parece ter maior afinidade
quando comparado ao terminal ligante do grupo dos sulfidril, como por exemplo, o
captopril (BROW et al., 1998, CECONI et al. 2010). Além disso, a formas de
administracdo sdo distintas entre as classes dos iECA: o grupo carboxil ¢ administrado
como pro-droga, a qual permite um maior tempo de concentragdo plasmatica e meia vida
plasmatica, quando comparado a forma de administracdo como droga ativa, do grupo do
sulfidril, deste modo os efeitos do perindopril parecem ser mais prolongado quando
comparado ao captopril (FERRARI, et al., 2005, BROW et al., 1998).

Apesar destas diferencgas, a presente investigacdo demonstrou que o tratamento com
captopril ou perindopril ndo promoveu nenhuma alteracdo na PAS, PAD, PAM e FC nos
grupos normotensos sedentarios, mas reduziu a PA dos ratos hipertensos na mesma
magnitude. Anteriormente, Shamra e Kasevarao (1989), utilizando uma dosagem maior de
captopril (40 mg/kg e 80 mg/kg) quando comparado ao nosso presente estudo (25mg/kg ),
haviam demonstrado que o tratamento com captopril, por 5 semanas, reduzia a PAM de
animais normotensos. Mais recentemente, Guo et al. (2010) observaram que o tratamento
por 6 meses com perindopril reduziu a PAS de ratas normotensas idosas, entretanto os
niveis PAS das ratas do grupo controle encontravam-se acima dos valores basais medidos
no presente estudo (em torno de 155 mmHg). Além de serem também maiores que os
valores normativos para classificacdo de normotensao (VII DBH, 2016). Apesar de alguns
autores sugerirem uma maior eficacia do perindopril, comparado ao captopril na inibi¢ao
da ECA (Risher, Doussau, Giudiceli, 1989; Lee et al., 1989 ¢ Tokita et al., 1995), os
estudos relacionados a este assunto ainda sdo controversos € os mecanismos niao estdo
totalmente esclarecidos. Os resultados do presente trabalho demonstraram que ambos os
tratamentos, com captopril ou perindopril, foram eficazes em reduzir a PA nos animais
hipertensos, que se apresentava elevada quando comparada aos animais normotensos. Os
valores de PA dos animais hipertensos tratados com iECA estavam semelhantes aos
valores de PA dos animais normotensos, confirmando a eficicia de ambos os tratamentos
com captopril e perindopril no controle de PA, como demonstrado por Canby et al. (1989)
e Dong et al (2002).

Exercicio fisico programa regular de exercicio fisico aerdbio, complementado com
exercicios resistidos, vem sendo considerado como coadjuvante no controle e tratamento
da HA (MANCIA et al, 2013; VII DBH, 2016). J4 esta bem estabelecido que o exercicio

fisico cronico promove ajustes importantes no organismo, os quais contribuem para a



reducdo dos valores pressoricos, tais como diminuicdo da atividade simpatica, redugdo da
razdo parede/luz das arteriolas da microcirculacdo, redug¢do da hipertrofia ventricular e
prevencao da rarefacdo, tanto em humanos como em modelos animais (AMARAL et al.,
2000; LOPES et al., 2003; WALLACE, 2003; LATERZA et al., 2007; HANSEN et al.,
2010; AMARAL & MICHELINI, 2011; KOKKLINOS, 2012; FERNANDES et al., 2012;
MANCIA et al., 2013; HERRERA et al, 2016). O TF nao alterou os niveis pressoricos do
grupo normotenso controle, concordando com os resultados previamente publicados do
nosso grupo (AMARAL et al., 2000; 2001; HERRERA et al. 2016). No entanto, 8 semanas
de exercicio aerobio na esteira, a 60% da capacidade fisica maxima, conforme
recomendacdo da VII  Diretrizes Brasileiras de Hipertensdao de 2016 foi eficaz em
diminuir a PAS, PAD e PAM (-29%, -30% e -30% respectivamente) nos SHR treinados,
quando comparados aos SHR sedentdrios, os quais apresentavam a PA significativamente
maior que os animais normotensos sedentarios. Estes resultados estdo de acordo com a
literatura e confirmam a efetividade do TF em reduzir a PA nos animais hipertensos
(AMARAL et al., 2000, LATERZA et al, 2007; AMARAL et al., 2011; FERNANDES et
al., 2012).

A efetividade do TF em nosso estudo foi confirmada pelo aumento significativo da
capacidade fisica maxima dos animais treinados, tanto os normotensos como hipertensos,
confirmando os resultados previamente publicados pelo nosso grupo utilizando este
protocolo de TF em esteira (AMARAL et al., 2008; BAREL et al., 2010; DIONISIO et al.,
2014; HERRERA et al., 2016). O tratamento com captopril ou perindopril ndo afetou a
eficacia do TF em aumentar a capacidade fisica nos animais. Estes resultados estdo de
acordo com trabalhos na literatura onde mostraram que o tratamento cronico com iECA
ndo reduziu a capacidade maxima ou a captacdo maxima de oxigénio em animais
normotensos ou hipertensos (MINAMI et al., 2007; HABOUZIT et al., 2009; GUO et al.,
2010).

Os resultados do presente estudo demonstram que tanto o TF como os tratamentos
com a ECA foram efetivos em reduzir a PA dos ratos hipertensos, no entanto ndo houve
nenhum efeito adicional sobre a PA. Concordando com estes achados, Rebelo,
Schreckenberg , Schluter (2012) mostraram que o tratamento crdnico com o captopril ndo
modificou PAS e PAD no grupo de ratas hipertensas treinadas e tratadas comparadas ao
seu grupo controle. Em individuos hipertensos, o tratamento cronico com captopril

também nao influenciou o efeito hipotensivo agudo do exercicio resistido na PAS e PAD



dos pacientes (QUEIROZ et al., 2017). Estes achados sugerem que o tratamento cronico
com captopril ou perindopril ndo traz beneficios adicionais ao efeito hipotensivo
promovido pelo TF, o que favorece a indicagdo do uso de exercicio no controle da PA,
uma vez que nao possui efeitos colaterais.

Uma das principais caracteristicas encontradas na HA cronica ¢é o
comprometimento da microcirculacdo, reduzindo a densidade de capilares em varios
tecidos do corpo, fenomeno este chamado de rarefagdo (AMARAL e al, 2000; AMARAL
& MICHELLINI, 2011; FERNANDES et al., 2012). A rarefacdo pode contribuir para o
aumento da resisténcia periférica local, colaborando para o aumento da PA (GREENE, et
al., 1989, HEAGERT, et al., 1993; LEVY, et al., 2001; AMARAL et al, 2001; AMARAL
e MICHELIN, 2011). Por outro lado, um dos principais efeitos do TF na microcirculacao ¢
o crescimento de novos vasos sanguineos na musculatura esquelética e cardiaca a partir
dos vasos ja existentes, € este processo ¢ conhecido como angiogénese (AMARAL et al.,
2000; HANSEN et al., 2010). Este ¢ importante para o aumento do consumo de oxigénio,
melhora na distribui¢do de nutrientes e remogao de metabdlitos, e isto pode ser observado
tanto em animais normotensos quanto hipertensos ap6s um periodo de TF, além disso, nos
animais hipertensos, este aumento do crescimento de vasos também contribui para a
redugdo da PA (AMARAL et al, 2000 e AMARAL & MICHELINI, 2011).

O envolvimento do SRA no processo da angiogénese vem sendo estudado ha pelo
menos 2 décadas pelo nosso grupo e tem sido evidenciado que o bloqueio do SRA, seja
farmacologico (captopril, lisinopril ou losartan), fisiologico ou genético, atenua/bloqueia o
aumento de vasos na musculatura esquelética induzido por estimulagdo elétrica ou
exercicio de curta duragdo (3 dias) (AMARAL et al., 2001a; 2001b; 2001c; GREENE e
AMARAL, 2002). Trabalhos que utilizam modelos com animais isquémicos tratados com
diferentes iECA, parecem mostrar resultados distintos sobre a angiogénese na musculatura
esquelética. Fabre et al. (1999) demonstraram que o tratamento crénico com captopril ndo
permitia o aumento da densidade de capilares na musculatura esquelética de coelhos
submetidos a cirurgia de isquemia no membro inferior. Por outro lado, Silvestre et al.
(2002) e You et al. (2008) verificaram que ratos submetidos a cirurgia de isquemia nos
membros inferiores apresentaram um aumento da angiogénese apds tratamento com o
perindopril.

Tendo em vista que os iECA como perindopril e captopril sdo farmacos anti-

hipertensivos, com resultados conflitantes na literatura sobre angiogénese na



microcirculacdo e, sabendo que o exercicio fisico ¢ recomendavel para paciente
hipertensos no controle da PA, o principal objetivo deste estudo foi comparar os efeitos do
uso crénico do captopril e perindopril na angiogénese induzida pelo TF em ratos
normotensos € espontaneamente hipertensos, além de investigar alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos neste processo. Até o presente momento, este € o primeiro
trabalho a comparar os efeitos cronicos do captopril e perindopril na angiogénese na
musculatura esquelética e cardiaca, bem como seus mecanismos, induzidos pelo TF, em
animais normotensos ¢ hipertensos.

Os resultados do nosso trabalho revelaram primeiramente que o TF aerobio, por 8
semanas na esteira, foi eficaz em aumentar a razdo C:F no TA dos ratos normotensos e
preveniu a rarefacdo encontrada nos SHR. A razdo C:F encontrada nos animais SHR
sedentarios era cerca de 32% menor comparada aos Wistar. Ja haviamos demonstrado
anteriormente que 13 semanas de treinamento aumentava a razdo C:F no musculo gracil
dos animais normotensos e hipertensos treinados (AMARAL et al., 2008), esta resposta
que foi confirmada posteriormente por Fernandes et al. (2012), no musculo séleo, apos
treinamento de natacdo. Possivelmente, os estimulos mecanico (shear stress) ¢ metabolico
(hipoxia), induzidos pelo exercicio, foram os responsaveis por estimular o aumento da
producdo de VEGF e eNOS (AMARAL et al, 2001; 2008; FERNANDES et al, 2012),
além de promover um melhor balango entre os fatores pro e anti-apoptoticos nos ratos
hipertensos (FERNANDES et al, 2012).

Um dos principais objetivos deste trabalho era investigar os efeitos do tratamento
cronico com captopril e perindopril sobre a angiogénese induzida pelo TF na musculatura
esquelética. O tratamento cronico com iECA atenuou o aumento da razdo C:F nos animais
normotensos treinados, no entanto, a reducdo do grupo treinado e tratado com captopril foi
maior (-19%) quando comparada ao grupo treinado e tratados com perindopril, que de
13%. Ja, nos animais SHR treinados e tratados com captopril, a atenuagdo foi 18%, no
entanto o perindopril ndo atenuou a angiogénese induzida pelo TF nos animais SHR.
Nossos achados sdo similares a trabalhos encontrados na literatura, ou seja, Amaral et al.
(2001a, 2001b) demonstraram que o tratamento com captopril atenuou a angiogénese na
musculatura esquelética induzida pelo exercicio agudo de 3 dias ou estimulagdo elétrica
por 7 dias. Por outro lado, Minami et al. (2007) e Guo et al. (2010) observaram que o
tratamento cronico com perindopril ndo atenuava o aumento da densidade capilar na

musculatura esquelética em ratos SHR ou ratas wistar idosas. Estes resultados distintos



podem ser devido as diferengcas bioquimicas e farmacologicas entre os farmacos,
apresentadas anteriormente. O captopril pertence ao grupo sulfidril e sua forma de
administracdo ¢ como droga ativa. Ja, o perindopril pertence ao grupo do carboxil e sua
forma de administragdo ¢ como pro-droga. Os farmacos administrados como pré-droga
apresentam maior tempo maximo de concentragdo plasmatica e meia vida plasmatica
comparada aos farmacos administrado como droga ativa. Para o perindopril, por exemplo,
o tempo maximo de concentra¢do plasmatica ¢ de 3-7 horas e o tempo de meia vida
plasmatica ¢ em torno de 24 horas; ja para o captopril, o tempo de concentragdo plasmatica
¢ de 2 horas e a meia-vida plasmatica fica em torno de 3-4 horas. Desta maneira o tempo
de acdo do perindopril em inibir atividade da ECA e na facilitagio da bradicinina
circulante pode ser maior comparado ao captopril. A bradicinina ¢ um poderoso
vasodilatador e também tem um papel importante na angiogénese na musculatura
esquelética por meio do receptor B2 através da eNOS (EMANUELI et al., 2001). Assim €
razoavel presumir que os animais treinados e tratados com perindopril tiveram maior
tempo de bradicinina circulante, que contribuiu para a maior razdo C:F no musculo TA
comparado aos animais treinados e tratados com captopril.

O presente trabalho investigou, no musculo TA, o possivel envolvimento das
proteinas VEGF, VEGFR-2 e eNOS no processo de angiogénese induzida pelo treinamento
fisico, nos animais normotensos e hipertensos. Nos animais normotensos, 8 semanas de TF
ndo determinou aumento nos niveis do VEGF, apesar de ter sido eficaz em aumentar o
numero de vasos, No entanto a producdo proteica do receptor de VEGF-2 estava
aumentada, assim como a producdo da eNOS. J& nos animais SHR o treinamento fisico
preveniu a rarefacdo no grupo treinado controle, por meio do bloqueio da redugdo do
VEGF e eNOS. Durante o exercicio fisico fatores como a hipoxia, aumento do NO irdo
promover o aumento da producdo do VEGF estimulando o processo da angiogénese.
Achados anteriores do nosso grupo mostraram que o VEGF participa no processo da
angiogénese na musculatura esquelética induzida pelo TF, Amaral et al. (2001 a e b)
mostraram que o uso de um anticorpo anti-VEGF impedia a angiogénese induzida por
estimulagdo elétrica ou exercicio aerdbio de curta duragdo. Porém a literatura ainda ¢
controversa sobre a participagdo do VEGF induzido pelo TF cronico. Amaral et al. (2008)
mostraram que o VEGF parece ter um efeito bifasico, pois aumenta nos primeiros dias de
treinamento (1-3) dias, mas apds 3 meses ele retorna ao seus valores basais. Mais

recentemente, Ranjbar, Ardakanizade, Nazen (2017) observaram que a expressdo gé€nica



do VEGF no musculo s6leo e gastrocnémio ndo se alterou em ratos infartados treinados
por 10 semanas em esteira. Por outro lado, Fernandes et al. (2012) demonstraram a
producdo protéica do VEGF estava aumentada no musculo séleo apds 10 semanas de
treinamento de natacdo, porém este resultado ocorreu apds uma sessdo de exercicio agudo
na esteira. Apesar do VEGF, nos animais normotensos, encontrar-se em niveis basais no
grupo treinado controle, a producdo do seu receptor VEGF-2 encontrava-se aumentada
neste grupo, possivelmente a maior quantidade de receptores do VEGF garantiram uma
maior contribui¢do do VEGF no estimulo da angiogénese nos animais normotensos
treinados controle, contribuindo para o aumento da C:F. No grupo SHR treinado, que
apresentou uma prevengdo da rarefacdo, o VEGF contribuiu para esta resposta, pois o TF
preveniu a reducdo do VEGF. Esta resposta pode ter ocorrido por estimulos induzidos pelo
exercicio como hipdxia ¢ diminuicdo do miRNA 16 ¢ miRNA 21 (FERNANDES et al.,
2012).

A eNOS tem papel fundamental na angiogénese na musculatura esquelética.
Alguns achados na literatura Hudlicka et al. (1999) e Milkiewicz et al. (2005) observaram
que ratos submetidos a estimulacdo elétrica de 2 a 7 dias que receberam o inibidor da
eNOS (L-NNA) apresentaram uma inibi¢do do crescimento vascular comparado ao
controle. No presente trabalho, a producdo da eNOS aumentou nos animais normotensos €
hipertensos treinados e estes resultados foram similares a alguns estudos realizados com
humanos e animais que demonstraram que o TF promoveu o aumento da producdo da
eNOS na musculatura esquelética (HOIER et al., 2011, FERNANDES et al., 2012).
Provavelmente este aumento da eNOS ocorra pelo aumento o aumento do fluxo sanguineo
durante o exercicio fisico, que determina aumentos na tensdo de cisalhamento, e estimula a
producgdo da eNOS. Além disso, nos animais SHR, o TF atenuou a raferacdo, associada a
prevencao da queda da eNOS. Esta resposta pode ter ocorrido devido a fatores induzidos
pelo TF como a tensdo de cisalhamento e diminuigdo da expressdo do miRNA16 e mi
RNA21 (FERNANDES et al., 2012).

O tratamento cronico com captopril bloqueou o aumento da producdo do VEGR-2
nos animais normotensos ¢ este resultado estd de acordo com achados anteriores, pois
Gavin et al. (2000) demonstraram diminuicdo da expressdao génica do receptor de VEGF
nos animais que realizaram exercicio agudo e receberam captopril. O aumento da produgio
da eNOS induzida pelo TF foi atenuado pelo tratamento cronico com o captopril em (-

13%) nos animais normotensos treinados e tratados e (-26%) nos animais SHR treinados e



tratados. O tratamento com perindopril promoveu resposta similares ao captopril, pois
bloqueou o aumento do VEGFR-2 nos animais normotensos treinados e tratados, além de
ndo e ndo atenuar o aumento do VEGF nos animais SHR treinados e tratados. Porém o
tratamento cronico com o perindopril ndo atenuou o aumento da producdo da eNOS
induzida pelo TF nos animais normotensos e hipertensos. Esta diferenga dos resultados da
producdo da eNOS entre os animais treinados e tratados com captopril e perindopril,
parece ser mediada pela bradicinina circulante, uma vez que a bradicinina liga-se com seu
receptor B2, presente musculatura esquelética, e promove aumento da producao da eNOS.

A partir destes resultados, pode-se sugerir que, uma vez que os niveis da producao
proteica do VEGF e VEGFR-2 foram semelhantes nos animais Wistar ¢ SHR treinados e
tratados com captopril ou perindopril, a menor angiogénese observada nos animais
normotensos ¢ hipertensos treinados tratados com captopril, em comparagdo aos tratados
com perindopril, parece ser devido a um menor aumento da produgdo proteica de eNOS,
naqueles grupos tratados com perindopril .

Tem sido demonstrado que, além do musculo esquelético, o musculo cardiaco
também apresenta rarefagdo em ratos hipertensos. Amaral, Zorn e Michellini, (2000)
mostraram que a densidade capilar no miocardio de ratos hipertensos era menor,
comparada aos ratos normotensos. Concordando com estes resultados, o presente trabalho
demonstrou que a razdo C:F no miocardio dos ratos hipertensos sedentarios foi menor em
relagdo aos normotensos e esta resposta pode estar associada a proteinas e a desbalango de
fatores pré e anti-apopt6dticos no miocardio de ratos hipertensos (GARCIARENA et al.,
2009).

Da mesma forma que no musculo TA, o treinamento fisico promoveu o aumento da
razdo C:F no miocardio dos ratos normotensos e preveniu a rarefacdo nos hipertensos,
confirmando os resultados observados anteriormente pelo nosso grupo (AMARAL, ZORN
E MICHELLINI, 2000). Esta resposta de aumento do numero de vasos induzidos pelo TF
pode ter sido uma resposta adaptativa pelo aumento da captacdo de oxigénio na
musculatura ativa durante o exercicio, juntamente com o aumento do fluxo sanguineo,
devido a fatores locais como a eNOS. Além disso, o exercicio fisico parece interferir
diretamente no desbalanco de fatores pré e anti-apoptdticos do miocardio contribuindo
para o aumento da densidade capilar (GARCIARENA et al., 2009).

O tratamento com captopril ou perindopril ndo promoveu mudancas na C:F nos

grupos sedentarios tratados, tanto nos normotensos quanto hipertensos, o que vai de acordo



com estudos anteriores que mostraram que o tratamento com iECA parece ndo afetar a
densidade capilar no miocardio (CANDY et al., 1989; RAKUSAN et al., 2000).

Por outro lado, o presente estudo € o pioneiro em comparar os efeitos destes dois
iECA sobre a angiogénese no miocardio induzida pelo treinamento fisico em animais
normotensos ¢ hipertensos. O TF restaurou os niveis de VEGF e eNOS no miocardio, o
que contribuiu para a prevengdo da rarefacdo. Alguns estudos na literatura tém
demonstrado que as proteinas VEGF e eNOS exercem importante papel controle da
angiogé€nese no miocardio. O estudo de Olfert et al. (2009) mostrou que camundongos
knockout para o gene do VEGF apresentavam menor densidade capilar no miocardio. Da
mesma forma, Tang et al. (2011) mostraram que apds 6 semanas de treinamento em
esteira, a densidade capilar no miocardio nos ratos infartados estava associada a maiores
produgoes de VEGF. Ja Waard et al. (2010) mostraram que camundongos infartados ¢ com
gene da eNOS deletado, apresentaram uma menor densidade capilar ap6s treinamento,
quando comparado ao camundongos controle, desta maneira sugerindo um importante
papel do NO neste processo angiogénico. Sdo escassos na literatura trabalhos comparando
a producdo do VEGF entre animais normotensos e hipertensos. Neste sentido, o estudo de
Vilar et al. (2005) observou que os niveis de VEGF no ventriculo dos ratos hipertensos
eram menores, mas ndo significativos comparados aos ratos normotensos. Porém o TF
bloqueou esta reducdo nos ratos hipertensos, concordando com nossos achados. Tang et al.
(2010) observaram que o treinamento fisico aumentou produ¢do do VEGF no ventriculo
esquerdo de ratos hipertensos infartados.

Diferentemente da musculatura esquelética, o tratamento cronico com captopril ou
perindopril ndo influenciou a angiogénese induzida pelo treinamento fisico no miocardio,

sendo esta resposta muito importante, uma vez que este 6rgao tem vital importancia.



6. Conclusao

Os principais achados deste estudo foram que o TF regular aerébio aumentou
significativamente a razdo capilar/fibra nos musculos esquelético e cardiaco e preveniu a
rarefacdo no SHR e que o uso crénico do captopril atenuou esta resposta somente na
musculatura esquelética. Por outro lado, o perindopril ndo influenciou a angiogénese
induzida pelo TF. Uma vez que a produ¢do de VEGF e VEGFR-2 foi semelhante antes e
apos TF, associados aos farmacos, a eNOS parece ter papel importante nos efeitos distintos
entre estes farmacos. Assim, apesar de ndo haver diferencas na redugdo da PA nos SHR
tratados com captopril ou perindopril, os resultados do presente estudo sugerem que o
perindopril possa ser o melhor fArmaco de escolha para pacientes hipertensos que praticam
exercicio fisico, uma vez que ndo atenua a angiog€nese na musculatura esquelética

induzida pelo TF.
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