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SANTOS, Denis Carlos dos. Efeito de drogas com a¢ao no sistema renina-angiotensina no
desempenho fisico de ratos hipertensos. 2018. 81 f. Tese (Doutorado Multicéntrico em Ciéncias
Fisioldgicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Estudos tém demonstrado que o principal mediador do sistema renina angiotensina (SRA), a
angiotensina Il (Ang Il) é um peptideo chave na regulacdo da fungdo muscular, estando
relacionado com efeitos benéficos ou deletérios nessas células. Assim, abordagens
farmacoldgicas capazes de modular o SRA podem representar potenciais beneficios na estrutura
e funcdo muscular. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento
farmacoldgico com o inibidor da enzima conversora de angiotensina enalapril (ENA) ou com o
antagonista do receptor da angiotensina losartan (LOS) em parametros fisicos, cardiovasculares,
moleculares e epigenéticos em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), submetidos ao teste
de esforco progressivo em esteira. Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
adultos, divididos em trés grupos: controle (CTL, agua, n=11), enalapril (ENA: 10mg/kg/dia/vo,
n=13), losartan (LOS: 10mg/kg/dia/vo, n=15), sendo tal administracdo realizada por 28 dias
consecutivos. Avaliou-se a pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e a distancia
percorrida (metros) desses animais em teste progressivo em esteira, a cada 7 dias durante o
periodo de administracdo das drogas. Apos 28 dias de tratamento, parte da amostra (CTL: 5,
ENA: 5, LOS:7) permaneceu por 7 dias sem receber tratamento, no intuito de avaliar o efeito
tardio ao tratamento. Os animais foram submetidos a eutandsia, sendo coletados o musculo
gastrocnémio, séleo e o plasma, estes utilizados para realizar andlises da capacidade oxidante e
antioxidante total e a metilacdo global do DNA. A ingestao de enalapril modula o peso corporal
dos animais, impedindo o ganho de peso ao longo do tratamento, sendo mais evidente apds o
142 dia de tratamento (p=0,0222) e reduzindo os niveis de gordura retroperitoneal (p=0,0272).
Reducdo da PAM estatisticamente significativa foi observada apds a 42 semana de tratamento
no grupo ENA comparado ao grupo CTL (p<0,05). Entretanto, ao observar a area sob a curva, a
PAM do grupo ENA manteve-se reduzida a partir da 12 semana de tratamento (p=0,0215). O
tratamento com enalapril evitou o declinio da distancia percorrida dos animais durante o
tratamento quando comparada com os outros grupos (p=0,1163), bem como quando avaliado o
efeito tardio ao tratamento, quando comparados ao grupo CTL (p=0,0461). A administra¢do de
enalapril ou losartan ndo alteraram a capacidade oxidante e antioxidante total dos musculos
gastrocnémio, sdleo e do plasma, avaliadas através do ensaio FRAP (gastrocnémio p=0,4702;
soleo p=0,0843; plasma; p=0,3510), ABTS (gastrocnémio p=0,4212; séleo: p=0,1488; plasma:
p=0,5280), NBT (gastrocnémio p=0,8812; sdéleo p=0,5300; plasma p=0,0653) e MDA
(gastrocnémio p=0,8354; sdleo p=0,9972; plasma p=0,4096), dos animais submetidos ao teste de
esforco maximo em esteira. A administracdo de enalapril — mas ndo de losartan, aumentou a
metilacdo global do DNA de células musculares esqueléticas do musculo gastrocnémio
(p=0,0239) dos animais submetidos ao teste de esfor¢o progressivo em esteira. Tais achados
confirmam o efeito protetor do enalapril sobre o sistema musculoesquelético e seu efeito sobre
a modulacdo do peso corporal, bem como demonstra pela primeira vez que a intervengao
farmacoldgica com foco na modulagao do SRA utilizando o IECA enalapril é capaz de promover
alteracgOes epigenéticas no musculo esquelético submetido ao teste de esforco maximo.

Palavras-chave:  Enalapril. Losartan. Sistema renina angiotensina. Desempenho fisico.
Musculo esquelético.



SANTOS, Denis Carlos dos. Effect of drugs with action on the renin-angiotensin system on
the physical performance of hypertensive rats. 2018. 81 p. Thesis (Multicentric Doctorate in
Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Studies have shown that main mediator of the renin angiotensin system (RAS), angiotensin Il
(Ang 1) is a key peptide in regulation of muscle function and it is related to beneficial or
deleterious effects in these cells. Thus, pharmacological modulation of RAS can represent
potential benefits in muscle structure and function. The aim this study was to evaluate the
effects of pharmacological treatment with the angiotensin converting enzyme inhibitor
enalapril (ENA) or the angiotensin receptor antagonist losartan (LOS) on physical,
cardiovascular, molecular and epigenetic parameters of spontaneously hypertensive rats
(SHR) submitted to the treadmill progressive stress test. Male adult spontaneously
hypertensive rats (SHR) were divided into three groups: control (CTL, water, n = 11),
enalapril (ENA: 10mg/kg/day, n = 13), losartan (LOS: 10mg/kg/day, n=15), such
administration was performed for 28 consecutive days by gavage. Mean arterial pressure
(MAP), heart rate (HR) and distance traveled (meters) of these animals were evaluated by
treadmill progressive test, every 7 days during drug administration period. After 28 days of
treatment, part of the sample (CTL: 5, ENA: 5, LOS: 6) remained for 7 days without receiving
any treatment to evaluate the late effect treatment. After euthanasia, gastrocnemius
muscle, soleus and plasma were collected for posterior analyzes of the total oxidizing and
antioxidant capacity and the overall DNA methylation. Enalapril intake avoided weight gain
during treatment, mainly after 14th day of treatment (p = 0,0222) and reduced
retroperitoneal adipose tissue weight (p=0,0272). Significant MAP reduction of animals
treated with enalapril was observed after fourth week of treatment (p = 0,0146). However,
the area under curve analysis demonstrated reduction on MAP levels from first week
treatment (p=0,0215). Enalapril treatment prevented running distance decline by animals
when compared to the other groups (p = 0,1163), as well as when evaluated late effect
treatment, when compared control group (p=0,0461). Enalapril or losartan intake did not
alter the total oxidative and antioxidant capacity of the plasma, gastrocnemius and soleus
muscles, evaluated by the FRAP assay (gastrocnemius p=0,4702, soleus p=0,0843, plasma,
p=0,3510), ABTS (gastrocnemius p=0,4212, soleus: p=0,1488, plasma: p=0,5280), NBT
(gastrocnemius p=0,8812, soleus p=0,5300, plasma p=0,0653) and MDA (gastrocnemius
p=0,8354, soleus p=0,9972, plasma p= 0,4096), of the animals submitted to the treadmill
progressive test. Enalapril intake but not losartan increased the overall methylation of the
skeletal muscle cell DNA of the gastrocnemius muscle (p=0,0239) from animals to the
treadmill progressive test. These findings confirm the protective effect of enalapril on the
musculoskeletal system and its effect on body weight modulation, as well as demonstrate
for the first time that the pharmacological intervention focused on the modulation of RAS
using ACE inhibitors enalapril can promote epigenetics changes in the muscle skeletal muscle
submitted to the treadmill progressive test.

Key-words: Enalapril. Losartan. Renin angiotensin system. Physical performance. Skeletal
muscle.
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1. INTRODUGCAO
1.1 PRESSAO ARTERIAL

A pressdo arterial (PA) pode ser definida como a pressdo exercida pelo sangue nas
paredes internas das artérias, sendo dependente de fatores fisicos, como o volume sanguineo e a
capacitancia da circulagdo (GUHA, 2016), resultante da combinagdo instantdnea entre débito
cardiaco (DC), resisténcia vascular periférica (RVP) e capacitdncia venosa (MONGEAU, 1987).
Também considerada como a forma motriz da circulacdo, a PA é a responsdvel direta pela
manutencdo da perfusado tecidual em niveis adequados e razoavelmente constantes para suprir as
necessidades individuais e momentaneas de cada tecido, em diferentes situacdes comportamentais
e nas mais diversas situacOes fisioldgicas (MICHELINI; CAMPAGNOLE-SANTQS, 2013). Para tanto,
utiliza-se de mecanismos de controle bastante eficazes e complexos (ACKERMANN, 2004; IRIGOYEN

et al., 2005; MICHELINI; CAMPAGNOLE-SANTOS, 2013).

1.2 MECANISMOS REGULATORIOS DA PRESSAO ARTERIAL

Diversos mecanismos estdo envolvidos na regulacdo da PA. Dentre estes, citam-se os
mecanismos locais de regulacdo (miogénicos, metabdlicos, paracrinos/autécrinos, fatores
endoteliais, temperatura) e as respostas neuro-hormonais comandadas pelos mecanorreceptores
arteriais, pelos quimiorreceptores arteriais, pelos receptores cardiopulmonares e por outros
receptores, que desencadeiam uma resposta rapida de regulagao —também denominada regulagdo a
curto e médio prazo da PA, e mecanismos de a¢dao mais prolongada e duradoura — conhecida como
regulacdo no longo prazo da PA, que envolvem o balango entre ingestdo/excrecdo de dgua e saise a

neoformacdo/rarefacdo de vasos (MICHELINI; CAMPAGNOLE-SANTOS, 2013).

O controle neural é exercido por meio de eferéncias do sistema nervoso autébnomo para
0 coracdo e os vasos. No coracdo, modulam o DC por meio do enchimento dos ventriculos e da
atividade inotrdpica e cronotrdpica; nos vasos, atuam sobre a resisténcia periférica (ACKERMANN,
2004). Os principais mecanismos reflexos que atuam na regulacdo da PA sdo o barorreflexo, os
reflexos cardiopulmonares, o quimiorreflexo e o reflexo renorrenal (CAMPAGNOLE-SANTOS;
HAIBARA, 2001; MICHELINI; CAMPAGNOLE-SANTQOS, 2013). O sistema nervoso central (SNC) tem
fundamental importancia no controle da pressdo arterial, sendo que centros bulbares, tais como o
nucleo do trato solitdario (NTS), nucleo ambiguo, nucleo dorsal do vago e os nucleos

rostroventrolateral (RVLM) e caudoventrolateral (CVLM) sdo responsaveis pela manuteng¢do do tonus
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pressérico geral e pelo controle instantaneo da PA e FC (CHALMERS; PILOWSKY, 1991; GOLDSTEIN,
1991).

J4 o mecanismo hormonal relacionado ao controle da PA envolve, principalmente, o
sistema renina-angiotensina (SRA) (SIMOES E SILVA; FLYNN, 2012), sendo os rins os principais 6rgdos
envolvidos no controle da PA a longo prazo, regulando o volume do fluido extracelular, atuando no
controle da excrecdo de sddio e agua (REGULSKI et al., 2015). Classicamente, o SRA é reconhecido
por seu papel fundamental no controle da PA, do balanco eletrolitico, bem como na funcgdo
cardiovascular, renal e adrenal (LORENZ, 2010; PAUL et al., 2006; SIMON et al., 2015). Considerado
um sistema com fungdes paracrina e autdcrina, responsavel pela producdo de diversos peptideos
biologicamente ativos, o SRA também exerce importante papel em diversas situacdes patoldgicas,
tais como no diabetes e na HA (MENG et al., 2014).Hoje se sabe que tal sistema apresenta tanto
disposicdo e atividade circulante (sistémica) como é encontrado em tecidos e células, trazendo a

ideia de SRA locais (NGUYEN DINH CAT; TOUYZ, 2011).

Variadas intera¢des enzimaticas ocorrem durante a cascata de ativacdo do SRA, cada
gual com sua particularidade, resultando na producdo de inUmeros peptideos biologicamente ativos,
sendo que a angiotensina Il (Ang 1l) é considerada um dos principais mediadores do SRA. Sua
formagao ocorre a partir da agdo sequencial de duas enzimas: renina e enzima conversora de
angiotensina (ECA), atuando sobre o precursor angiotensinogénio (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).
O angiotensinogénio é uma alfa-globulina composta por 452 aminodcidos, abundantemente
encontrada no plasma. Sua sintese ocorre basicamente no figado, sendo estimulada por variados
hormonios, incluindo glicocorticéides, hormonio tireoidiano e pela prépria Ang Il (BEN-ARI;
GARRISON, 1988). O angiotensinogénio circulante é convertido no decapeptideo Angiotensina | (Ang
1) pela acdo da renina (SIRAGY, 2009). A renina, primeira enzima do SRA classico, é uma aspartil
protease produzida nas células justaglomerulares da arteriola aferente renal, sintetizada e
armazenada sob a forma inativa chamada pré-renina. A prd-renina é processada no reticulo
endoplasmatico e armazenada em granulos secretores pelo aparelho de Golgi, onde uma parte
parece ser convertida em renina ativa. Tanto a pré-renina quanto a renina sdo principalmente
liberadas apds a estimulacdo das células justa- glomerulares renais (GRIENDLING; MURPHY;
ALEXANDER, 1993; SIMOES E SILVA; FLYNN, 2012). Uma vez que a renina circulante interage com o
angiotensinogénio proveniente do figado, ocorre a clivagem deste, resultando na formagao da Ang |,
um peptideo de 10 aminoacidos desprovido de propriedades vasoconstritoras capazes de produzir
em alterag¢des funcionais significativas na fungao circulatéria. A Ang | serve como substrato para vias
enzimaticas formadoras de Ang Il, que se utilizam da ECA para esta rea¢do (PAUL et al., 2006). A ECA
humana, uma metaloprotease de ligacdo de membrana, contém 1.278 residuos de aminodcidos e

possui 2 dominios homadlogos: um local catalitico e uma regido de ligacdo do zinco (BERNSTEINS et
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al., 1989). E encontrada em abundancia no endotélio dos vasos pulmonares (RYAN et al., 1976), no
plasma e em diversos tecidos organicos como: cérebro, placenta, intestino e nos tubulos renais
(SCHULZ et al., 1988). Esta enzima é inespecifica, clivando unidades de dipeptideo de substratos com
diferentes sequéncias de aminoacidos, mas seu principal papel na cascata de sinalizacdes do SRA é a
hidrélise da Ang | no componente chave do SRA, a Ang Il (COATES, 2003). Entretanto, além do seu
efeito sobre a génese de Ang Il, a ECA também atua na degradacdo da bradicinina (BK). A BK
pertence ao grupo das cininas, que sio polipeptideos sintetizados no plasma e/ou liquido intersticial,
a partir de proteinas de elevado peso molecular, envolvidos em diversos eventos bioldgicos,
incluindo aumento da permeabilidade vascular, relaxamento da musculatura lisa e vasodilatacdo
(RAMALHO; PROMETHEU, 2000). Assim, pode influenciar na regulacdo da PA por reduzir a RVP e

regular a excrec¢do de sédio nos rins (SHARMA, 2009).

A Ang Il é um octapeptideo vasoativo, sintetizado a partir da ECA, sendo encontrada em
diversos tecidos como cérebro, hipdfise, vasos sanguineos, coracao, rins e glandulas adrenais, pois ha
evidéncias de que tais tecidos contém todos os componentes SRA, sendo assim capazes de produzir
Ang Il local, entretanto, a contribuicdo desses sistemas locais para os niveis circulantes de
angiotensinas ou reninas ainda é controverso (BREGAGNOLLO; OKOSHI, 2005). Uma vez que a Ang Il
é rapidamente eliminada da corrente sanguinea, alguns efeitos locais ndo podem ser explicados pela
conversdo a nivel plasmatico da Ang | em Ang ll, entretanto, tais efeitos podem estar relacionados a
existéncia do SRA local, encontrado em varios tecidos (CABELLO-VERRUGIO et al., 2015). Apesar da
principal via de producdo da Ang Il depender da atividade da ECA, estudos prévios confirmaram a
existéncia de vias alternativas capazes de produzir Ang Il, independente da ECA, sendo identificadas
varias serinaproteinases, como quimase, calicreina e catepsina G (Vogt 2015; Uehara et al. 2013). A
guimase, em particular, tem sido relatada como uma importante enzima envolvida na producdo de
Ang Il no coragdo humano (Urata et al. 1994). A quimase é armazenada em um complexo com
heparina proteoglicana nos granulos secretados pelos mastdcitos, devendo ser liberada para se
tornar metabolicamente ativa, como ocorre em casos de dano vascular. Portanto, a quimase é
enzimaticamente inativa no tecido vascular normal e pode produzir Ang Il apenas em paredes

arteriais danificadas ou ateroscleréticas (Fyhrquist & Saijonmaa 2008).

A Ang Il é considerada o principal mediador do SRA que modula a RVP através da ligacdo
aos receptores endoteliais causando vasoconstricdo e aumento da PA, regulando o equilibrio
hidroeletrolitico por efeito indireto sobre a aldosterona que, por sua vez, estimula a retencdo de sal
e dgua, mecanismos que contribuem para o aumento da PA (SIMOES E SILVA; FLYNN, 2012). Apesar
dos principais efeitos da Ang Il estarem relacionados aos processos hemodinamicos, esta pode ativar
vias de sinalizagdo intracelular, indutoras da produc¢do de mediadores pré-inflamatérios (TADDEI et

al., 2002). Além disso, atualmente foram reconhecidas diferentes vias de producdo de Ang Il, que
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ocorrem no endotélio, na musculatura lisa e nos tecidos cerebrais, adrenais, renais e ovarianos assim
como no plasma, sendo tais processos independentes da a¢do da ECA (SKRBIC; IGIC, 2009). A Ang I
também é substrato gerador de outros peptideos bioativos como: angiotensina Il (Ang lll),
Angiotensina IV (Ang IV) e Angiotensina (1-7) (Ang (1-7). A Ang (1-7) possui fungdes frequentemente
opostas as fungdes atribuidas a Ang ll, e sua origem pode se dar além da formacdo a partir da Ang Il
ou diretamente da Ang |, a partir de outras vias enzimaticas tém sido descritas, e que envolve um

novo homodlogo da ECA, a ECA-2 (Figura 1) (NGUYEN DINH CAT; TOUYZ, 2011).

ANGIOTENSINOGENIO

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser

Renina

Tonina

ANGIOTENSINA | 1-10]
(Ang ) CatepsinaG

ECA PEP/Chp N, ™ An
ANGIOTENSINA-(1-7) ANGIOTENSINA Il (Ang 1-8) }‘:_.
NEP
ANGIOTENSINA I (Alu 2-8)

ANGIOTENSINA-{1-4)

D-Amp
ANGIOTENSINA-{3-7) (— ANGIOTENSINA IV (Ang 3-8)

Figura 1 - Apresentacdo dos componentes do Sistema Renina Angiotensina. O angiotensinogénio é
clivado na angiotensina | pela enzima renina. A angiotensina | é convertida em angiotensina Il pela enzima
conversora da angiotensina (ECA) ou pela enzima quimase. A angiotensina |l também pode ser formada
diretamente do Angiotensinogénio pela clivagem de Tonina e catepsina G. A angiotensina Il pode ser
metabolizada por algumas outras peptidases, como aminopeptidases (Amp e d-Amp),
prolilendopeptidases (PEP), carboxipeptidases (Cbp). A angiotensina (1-7) pode ser originada pela
clivagem da Angiotensina | via endopeptidases neutras (NEP), PEP ou pela enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2). Os outros peptideos do sistema, como Angiotensina Ill, Angiotensina IV,
Angiotensina-(1-9), Angiotensina-(1-4), Angiotensina-(3-7) e Angiotensina-(1-5) sdo normalmente
originados via ECA, Amp, D-Amp, Cbp e NEP.

Fonte: (OLIVEIRA; ORIENTADORA; CO-ORIENTADOR, 2015).

Considerada também o principal agente efetor na homeostasia e funcdo cardiovascular,
a Ang Il atua em varios tecidos através dos receptores do tipo 1 (AT1) e do tipo 2 (AT2), ambos
pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G (MIURA; SAKU, 2014). Os receptores
AT1 estdo presentes em maior volume nos vasos sanguineos, cortex-adrenal, rins, figado e cérebro
enquanto que os receptores AT2 sdo encontrados principalmente em tecido mesenquimal, medula
adrenal, utero e foliculos ovarianos e, em menor quantidade, no cérebro (THOMAS; MENDELSOHN,

2003). Sob condicdes fisiolégicas, o AT1 estd relacionado a manutenc¢do do volume do fluido
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extracelular e da pressdo arterial, estes considerados efeitos classicos e bem elucidados da Ang |l
(ALLEN; ZHUO; MENDELSOHN, 1999). Entretanto, existindo um consideravel aumento na
concentracdo de Ang Il, bem como uma maior expressdo do receptor AT1 nos tecidos, pode resultar
em vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona pelas glandulas adrenais, retencdo de sddio pelos
segmentos do néfron, estimulacdo do sistema nervoso simpatico (via receptores cerebrais), liberagdo
de endotelina 1 e aumento de estresse oxidativo via espécies reativas de oxigénio (BADER; GANTEN,
2008). A interacdo da Ang Il com o receptor AT1 (Figura 2) ativa vias de sinalizagao intracelular
moduladas pela proteina Gg12/13 e a fosfolipase C (PLC), aumentando as concentra¢des de calcio no
citosol e consequentemente, ativacdo da proteina kinase C (PKC) e calmodulina (DE GASPARO et al.,
2000). O AT1 pode também ativar vias independentes de proteina G, como a da proteina associada
ao receptor AT1 (ATRAP1) e a da B-arrestina (ambas envolvidas na internalizacdo do AT1); da Janus
cinase (JAK) e Src, que ativam respectivamente, as proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de
transcricdo (STAT), além das cinases reguladas por sinal extracelular (Erk) (LEFKOWITZ; SHENOY,
2005).

Membrana celular

Remsercio T

ARAP
T PLC
L A | Y\
RE MVlek/Erk DAG IP3
Internalbizacio l l l l
Transcricio PKC t(‘ a%t

Figura 2 - As principais vias de sinalizagcdo intracelular reguladas pela ativa¢cao do receptor AT1. A Ang Il via
receptor AT1 regula vias dependentes e independentes de proteina G. A ativacdo do AT1 pode resultar no
aumento do célcio citosélico e/ou ativagdo da proteina cinase C (PKC). O AT1 também pode interagir com a B-
arrestina ou com a proteina associada a receptores AT1 (ATRAP), proteinas associadas a internalizagdo do
receptor e ativagdo de outras vias de sinalizagdo. O AT1 também se associa as proteinas reguladoras dos
processos de transcri¢do (JAK e Scr) para estimular as vias STAT e Merk/Erk.

Fonte: (CASARE, 2015).

Ja o receptor AT2 é primariamente expresso durante o desenvolvimento embriondrio,
reduzindo apds o nascimento, mas perdura em outros drgdos como o coragao, rins e rede vascular,
mediando importantes efeitos fisioldgicos da Ang Il (CAREY; SIRAGY, 2003). Parece também estar
relacionado a mecanismos de remodelamento tecidual, uma vez que sua expressdo pode aumentar
em casos de injuria cardiaca ou vascular e na cicatrizagdo do tecido renal (NGUYEN DINH CAT;
TOUYZ, 2011) ou ainda induzir a vasodilatacao, opondo-se as fun¢des dos receptores AT1 (LEITE et

al., 2013). As vias de sinalizacdo celular decorrentes da ativagdo de AT2 (Figura 3) parecem depender
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de mecanismos associados ou ndo a proteina G sendo descritas a interacdo do receptor AT2 com a
proteina Gia2 e Gia3, bem como as vias de sinalizacdao dependentes da geracdo de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) e dxido nitrico, ativacdo da peptidil-peptidase 2 A (PPA2) e estimulagao

da fosfolipase A2 (JOHREN; DENDORFER; DOMINIAK, 2004) .

Angll
Membrana celulax
AT2)
X G; J./ G, ¥
/ \ \‘\‘
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l PLA2) ' AMPc
NO SHP1 MKP1 || PP2A AA PKA
GNMPe
ERK12

Figura 3 - As principais vias de sinalizagdo celular reguladas pela ativacdao do receptor AT2. A ativagdo de AT2
resulta no aumento de bradicinina (BK) e ativagdo das vias de sintese de éxido nitrico (NO), o que resulta na
sintese de monofosfato de guanina ciclico (GMPc) e consequentemente em vasodilatacdo e natriurese. Ocorre,
ainda, a ativacdo de fosfatases, como a Scr-2 (SHP-1), peptidil-peptidase 2 A (PPA2), proteina cinase ativa por
mitogen-1 (MPK-1) que inibem a atividade da regulada por sinal extracelular (Erk1/2). O AT2 também estimula
a via de ativagdo da fosfolipase A2 (PLA2) para a sintese de acido aracddnico (AA), bem como a adenilil ciclase
(AC) para a sintese de AMPc e consequentemente a ativacdo da proteina cinase dependente de AMPc (PKA).
Fonte: (CASARE, 2015).

O desequilibrio desses mecanismos regulatérios da PA juntamente com fatores
ambientais e genéticos pode desencadear um inadequado controle da PA, ocasionando um aumento

sustentado da PA, denominado hipertensdo arterial sistémica (HAS) (OPARIL; SCHMIEDER, 2015).

1.3 HIPERTENSAO ARTERIAL

O termo HA refere-se a uma sindrome envolvendo diversos fatores, apresentando alta
prevaléncia em todos os paises, sendo caracterizada por niveis elevados e sustentados da pressdo
arterial, associada as altera¢des funcionais e/ou estruturais de érgdos-alvo como coracdo, cérebro,
rins e vasos sanguineos, além das alteracdes metabdlicas combinadas aos eventos cardiovasculares e
cerebrais, consideradas as principais causas de ébitos (MALACHIAS et al., 2016). Em quadros de HA,
estd bem documentado que as alteragdes nos mecanismos regulatdrios da PA em destaque sdo: o
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) e a ativacdo de sistemas e fatores

humorais, representado pelos sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), arginina
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vasopressina (AVP), fatores endoteliais como as endotelinas (ET), 6xido nitrico (ON) e espécies

reativas de oxigénio (ERO) (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2010; RAUTUREAU; SCHIFFRIN, 2012).

1.4 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA E SUA RELACAO COM A HIPERTENSAO ARTERIAL

O SRA esta criticamente envolvido na regulacdo fisiolégica da homeostase da PA,
volume sanguineo, na patogénese de variadas doencgas cardiovasculares, inclusive da HA (NGUYEN
DINH CAT; TOUYZ, 2011; SIMON et al., 2015), sendo sua ativacdo com subsequente geracdo de Ang Il
(MEHTA; GRIENDLING, 2007). Tanto em modelos experimentais quanto e em pacientes hipertensos,
a ativacdo do SRA consiste em uma das principais caracteristicas fisiopatoldgicas da HA,
relacionando-se com adaptac¢des periféricas, como a vasoconstricdo sistémica e o aumento da
hiperatividade simpatica (PEART, 1991). Estudos utilizando o modelo de HA por coarctacdo
subdiafragmatica 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 FC (MICHELINI; DE OLIVEIRA;
DOS SANTOS, 1992). Tal depressao foi acompanhada por déficit do controle reflexo do simpatico
periférico, causado por prejuizo da sinalizacdo aferente pelos barorreceptores, aumento da
variabilidade, reducdo do ganho do nervo depressor aértico (DOS SANTOS, C. M. et al., 1998) e
prejuizo da integragdo central ao nivel do NTS, causando diminuicdo da sensibilidade barorreflexa
(MICHELINI; BONAGAMBA, 1990). Em conjunto, estes efeitos determinavam intensa hipertonia
simpatica a periferia e predominio simpatico sobre a atividade vagal do coragdo. Além disso, estudo
demonstrou que todos estes efeitos observados em portadores de HA eram mediados pela maior
disponibilidade de Ang Il plasmatica e tecidual (e ndo pela elevagdo da PA em si) porque foram
completamente revertidos quando a HA por coarctagdo se desenvolveu em presenga de bloqueio

crénico dos receptores AT1 com o losartan (BEZERRA et al., 2001).

1.5 MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DA HIPERTENSAO

Considerando a multifatoriedade da origem da HA, diversos modelos experimentais de
HA tém sido propostos, cada qual desenvolvendo um ou mais mecanismos, contribuindo para
melhor representatividade da HA no homem. Dois principais aspectos sao levados em consideragao
para a criacgdo dos modelos experimentais: o primeiro relaciona-se com o aumento da PA
propriamente dito e o segundo ao aumento da PA em decorréncia da alteracao de algum outro fator.
Neste contexto, os principais modelos experimentais de HA, basicamente, compreendem as
diferentes etiologias conhecidas para a HA humana (DA SILVA; RODRIGUES; LACCHINI, 2013). O SRA é

crucial na regulacdo da PA, sendo que sua ativacdo estd relacionada ao desenvolvimento e
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sustentacdo da HA (SIMON et al., 2015) e tal relagdo esta presente tanto em humanos quanto em
animais, uma vez que ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sdo modelos estabelecidos como
semelhantes a hipertensdao humana e a PA em SHR é dependente do SRA (RECKELHOFF; ZHANG;
SRIVASTAVA, 2000).

Os SHR sdao amplamente utilizados em pesquisa experimental de HA ndo dependente
de intervencao farmacoldgica, fisioldgica ou cirurgica. Foi desenvolvido por Okamo e Aoki, no final da
década de 50, a partir da selecdo dos ratos Wistar Kyoto que apresentavam pressdo arterial superior
a 150mmHg. Quase 20 anos depois estes ratos deram origem a linhagem de ratos SHR que
desenvolve hipertensdo espontaneamente, com idade entre 7-15 semanas de vida (figura 4)

(SARIKONDA et al., 2009).
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Figura 4. Evolugao da pressao arterial média em ratos Wistar (WKY) normotensos e espontaneamente
hipertensos (SHR).

Fonte: Silva et al. Modelos de hipertensdao experimental. In: Krieger, E. M., et al. Hipertensao Arterial:
Bases fisiopatoldgicas e pratica clinica. 12 Ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2013. p. 21.

Desde entdo, o SHR é reconhecido como um excelente modelo de HA experimental e
pode servir como modelo de estudos clinicos da HA essencial humana, uma vez que a semelhanca
entre a HA humana e a observada no SHR, inclui: a) a predisposicdo genética para HA sem etiologia
especifica, b) o aumento da resisténcia periférica total sem expansdo de volume, c) aumento do DC e
da hipertrofia ventricular esquerda e, d) igual resposta a tratamentos com drogas (TRIPPODO;
FROHLICH, 1981). Além disso, a hiperatividade do SRA vascular nos animais SHR é evidente,
(NGUYEN DINH CAT; TOUYZ, 2011), tornando-o assim, o modelo de escolha que mais se aproxima da

HA essencial humana.
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1.6 ANGIOTENSINA Il E SUA RELACAO cOM 0 MUSCULO ESQUELETICO

O SRA sistémico também é encontrado em tecidos especificos (ABADIR; WALSTON;
CAREY, 2012), como coragao, SNC, sistema gastrointestinal (BADER; GANTEN, 2008), bem como no
musculo esquelético. Evidéncias recentes tém focado a atencdo no papel fisiolégico do SRA no
musculo esquelético, um érgao alvo amplamente ignorado em relagdo aos efeitos da Ang Il (SPIRA et
al., 2016). Ao mesmo tempo, variados estudos demonstraram um papel prejudicial da Ang Il no
musculo esquelético, independente ou combinado com a ativagdo sistémica do SRA (BACURAU et al.,

2016; JOHNSTON et al., 2011).

Estudos tém demonstrado que a Ang Il é um peptideo chave na regulacdo da funcao
musculo esquelética através da modulacdo da atividade contratil e da estrutura do tecido muscular,
uma vez que o aumento da concentracdo de Ang Il induziu a prejuizo da funcdo mitocondrial,
diminuicdo da porcentagem de fibras do tipo |, atrofia e apoptose do musculo esquelético,
(CISTERNAS et al., 2015; KADOGUCHI et al., 2015). No mesmo sentido, a administracao de Ang Il (50
ng/kg/min) prejudicou a fungdo mitocondrial do musculo esquelético, resultando em capacidade de
exercicio diminuida (INOUE et al., 2012), enquanto que doses de 500 ng/kg/min induziram a atrofia
do musculo esquelético via apoptose e degradagdo proteica pela via ubiquina — proteosoma (SONG
et al., 2005). Um dos principais mecanismos envolvidos neste desfecho é o aumento na
desagregacdo proteica, juntamente com um componente inibitdrio sobre a sintese de proteinas
essenciais (RUSSELL; SANDERS; TISDALE, 2006). Neste contexto, o SRA esta envolvido na modulagdo
de processos inflamatérios, estresse oxidativo e apoptose no musculo esquelético (CABELLO-
VERRUGIO; RIVERA; GARCIA, 2017) e estes, por sua vez, implicam na deterioragdo do desempenho
fisico com o envelhecimento (CARTER, CS et al., 2005).

O tecido muscular esquelético tem papel critico para a regulagdo e manutenc¢do da
fungdo fisica. Por exemplo, o SRA muscular pode participar da formagdao muscular, uma vez que a
inibicdo de Ang Il tem sido associada a diminuicdo da formacdo de capilares e mioblastos (BELLAMY
et al., 2010). Outra evidéncia aponta que o SRA muscular influencia diferencialmente o musculo
esquelético baseado no tipo de fibra (Johnston et al., 2010). Também foi observado que a atenuagdo
de Ang Il inibiu a resposta de células satélites a sobrecarga do séleo, mas ndo no musculo plantar, de
ratos Sprague Dawley, sugerindo uma especificidade para as fibras musculares de contracdo lenta
versus contracdo rapida (WESTERKAMP et al., 2005). Estudos experimentais apresentam efeitos
suplementares induzidos pela Ang Il e infra regulacdo dos receptores, relacionados ao trofismo
tissular e a capacidade regenerativa. De fato, em modelos animais, o aumento dos niveis de Ang Il
provou induzir a perda de fibras esqueléticas através da degradacdo da proteina, da apoptose e da

sintese proteica diminuida (SHEN et al., 2017; YOSHIDA et al., 2013). Juntas, estas evidéncias
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concordam em identificar SRA e a infra regulacdo dos receptores como eixo regulador importante na
fisiologia do musculo esquelético (BAND et al., 2018). Ainda assim, apesar destes achados, a
extensao total do impacto fisioldgico do SRA local na fungdo muscular permanece indeterminada. Do
mesmo modo, existe pouca evidéncia para determinar os efeitos relacionados com o passar do
tempo ao SRA localizado especificamente no tecido musculo esquelético. Investiga¢des futuras sdo
justificadas para determinar como a idade avangada influencia a atividade do musculo esquelético e
outros SRA locais. Estudos também sdo necessdrios para determinar como esses sistemas locais
interagem com o SRA sistémico e podem contribuir para mudangas na funcdo fisica em idade

avancada (SIMON et al., 2015; SPIRA et al., 2016).

Neste contexto, estudos de que as vias de sinalizagdo classicas do SRA estdo envolvidas
na resisténcia a insulina, atrofia muscular e fibrose muscular, abriram novas possibilidades para o
efeito de farmacos como os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e os
antagonistas dos receptores da Angiotensina Il (ARA) no sistema musculo esquelético (DODDS;
SAYER, 2014) e seu uso benéfico nessas patologias (CABELLO-VERRUGIO et al., 2015). Dados recentes
do nosso grupo vai de encontro com tais hipdteses, uma vez que estudo observacional demonstrou
gue idosos fisicamente independentes, usuarios de IECA ou de ARA apresentavam maior forca
muscular relacionada a for¢a de preensdo palmar e melhor capacidade funcional (COELHO et al.,
2016), melhor forca muscular respiratdria e fungdo pulmonar avaliada por espirometria (Santos et al,
dados ndo publicados), quando comparado com ndo usuarios dessas drogas. Entretanto, por se
tratar de pesquisa clinica observacional envolvendo humanos, ndo fomos capazes de identificar os

possiveis mecanismos relacionados a esse achado.

1.7 DESEMPENHO Fisico E TESTE DE ESFORCO PROGRESSIVO EM ESTEIRA

Atividade fisica é definida como qualquer movimento corporal produzido pelos
musculos esqueléticos que requer gasto de energia (WHO, 2010), envolvendo todas as formas de
atividade, incluindo caminhada, exercicios e até esportes competitivos. Ja funcdo fisica é definida
como a capacidade de realizar atividades que requerem acles fisicas, desde o autocuidado
(atividades da vida diaria) até atividades mais complexas que exigem uma combinacdo de
habilidades, muitas vezes com um componente social ou dentro de um contexto social (VAN
LUMMEL et al., 2015). E um conceito multidimensional, com quatro subdominios relacionados:
mobilidade (fungdo dos membros inferiores), destreza (funcdo dos membros superiores), capacidade
axial (fungdo pescoco e costas) e capacidade de realizar atividades instrumentais da vida didria,

geralmente medida objetivamente com testes de desempenho fisico (SALARIAN et al., 2010). O
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desempenho fisico é o resultado de muitos fatores que afetam o a forca e a massa muscular ao longo
da vida (DHALIWAL et al., 2018). Além disso, medidas de desempenho fisico sdo preditores
independentes de uso, mudanca no estado de saldde e declinio da fungdo em um determinado

ambiente clinico (STUDENSKI, STEPHANIE et al., 2003).

Nos ultimos anos, variados testes de desempenho fisico foram desenvolvidos para
avaliar a funcado fisica, utilizando para tal medidas de resultados tipicos, como o tempo para executar
uma tarefa supervisionada e padronizada, a intensidade, a frequéncia e a duracdo da atividade fisica.
Além disso, estudos tém utilizados a mensuracdo da mobilidade como teste de desempenho fisico
(VAN LUMMEL et al.,, 2015). Neste contexto, a atividade fisica e o desempenho fisico sdo
frequentemente usados como varidveis de resultados de estudos clinicos, sobre os efeitos de
intervencdes curativas e/ou preventivas destinadas a melhorar a fungdo fisica (STUDENSKI,

STEPHANIE et al., 2003).

Esteiras rolantes tem sido amplamente utilizadas ao longo das ultimas décadas para
estudar parametros fisioldgicos, metabdlicos, bioquimicos e suas respostas tanto ao exercicio agudo
guanto ao exercicio cronico em variadas espécies, incluindo ratos (JONES, J. H., 2007). A corrida em
esteira apresenta vantagens em relacdo a outras modalidades de exercicio, uma vez que a
quantidade de trabalho externo feita pelo rato pode ser facilmente calculada, ao mesmo tempo que
é possivel controlar a intensidade e duragdo do exercicio, permitindo condi¢cdes experimentais bem
definidas (MANCHADO-GOBATTO et al., 2010). O teste progressivo em esteira é caracterizado por
aumento da intensidade do exercicio determinada por uma combinacdo de velocidade e tempo,
amplamente utilizado em estudos experimentais e modificados de acordo com a necessidade da

pesquisa (AMARAL et al., 2001; MELO; MARTINHO; MICHELINI, 2003; NEGRAO et al., 1987).

1.8 ANGIOTENSINA Il E ESTRESSE OXIDATIVO

Considera-se estresse oxidativo (EO) uma condi¢do bioldgica na qual ocorre um
desequilibrio na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), onde o excesso dessa produgdo
ndo pode ser neutralizado por defesas celulares antioxidantes (MACHADO et al., 2009). As EROs sdo
produzidas como intermediarias no processo redox (redugdo-oxidacdo) e tém um importante papel
fisiolégico como moléculas de sinalizagdo intracelular que regulam respostas biolégicas como a
expressao de genes, ciclo e sobrevivéncia celular, crescimento e diferencia¢do celular, regulacdo da
producao e degradagcao da matriz extracelular, inativacao do ON e estimulacao de diversas quinases
pro-inflamatdrias como as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

(APEL; HIRT, 2004). Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas Fosfato de
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dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidases, que sdo proteinas de membrana que tem
a funcdo de transferir elétrons através das membranas celulares (BARBOSA et al., 2010). Sua
producdo também estd elevada nas lesOes teciduais causadas por traumas, infeccbes, parasitas,
radiacGes, hipdxia, toxinas e exercicios extremos, devido a um conjunto de processos como o
aumento de enzimas envolvidas na formacado de radicais livres, a ativagao da fagocitose, liberacdo de
ferro e cobre ou uma interrupcdao da cadeia transportadora de elétrons (ROCK; JACOB; BOWEN,
1996). Os principais EROs incluem o oxigénio singleto, superéxidos, perdxidos, radicais hidroxilicos e
acido hipocloroso e podem ser produzidos por quase todos tipos de células, incluindo células
musculares esqueléticas (SEMPRUN-PRIETO et al., 2011). Variados estudos tém demonstrado que as
EROs s3ao geradas em multiplos locais internamente no musculo esquelético, como no
compartimento extracelular, no citosol e nos compartimentos mitocondriais, (figura 5) ao mesmo
tempo que tém sido associadas tanto a fisiologia quando a patologias do musculo esquelético (CHOI

etal., 2016).

Extracellular HyOp e — 70 —
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Figura 5. Multiplos locais de produgido de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) nas células musculares esqueléticas.

A ilustracdo mostra a rede de diferentes proteinas que conduz a producdo de ERO/ERN nos
compartimentos extracelular, citosol e mitocondrial da célula do musculo esquelético. XO: xantina
oxidase; NOX: NADPH oxidase; DG: glicoproteina de distrofina; nNOS: éxido nitrico sintase neuronal;
PLA2: fosfolipase A2; I-V: complexos de transporte de elétrons/fosforilagdo oxidativa; UCP: proteina de
desacoplamento; O,: oxigénio; O,: superoxido; H,0,: perdxido de hidrogénio; NO: éxido nitrico;, ONOO:
peroxinitrito.

Fonte: (CHOI et al., 2016).
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Fisiologicamente, as EROs desempenham multiplas fungGes no musculo esquelético,
podendo ser benéficas relacionadas a adaptacdo ao exercicio, incluindo biogénese mitocondrial e
hipertrofia muscular (GOMEZ-CABRERA et al., 2008); ou prejudicais, contribuindo para o
desenvolvimento da sarcopenia e até mesmo a caquexia do cancer (SEMPRUN-PRIETO et al., 2011). A
magnitude, duracdo e origem celular das EROs sdo fatores determinantes para perturbacdes
metabdlicas no musculo esquelético (MASON; WADLEY, 2014). Estudos demonstraram que a Ang |l
leva a aumento na producgao de superdxido (O,7), a principal ERO, via ativacdo da NADPH oxidase no
musculo esquelético de ratos (INOUE et al., 2012). Além disso, Ang Il induz a efeitos catabdlicos no
musculo esquelético, envolvendo a NADPH oxidase (Semprun-Prieto et al. 2011). Os autores ainda
sugerem que a formacdo de superdxido estd intimamente relacionada as vias de sinalizacdo que
levam a atrofia do musculo esquelético em diferentes condicdes e que o desenvolvimento de novas
drogas visando reverter tal situacdo deve levar em consideracao esse aspecto. Ainda, em cultura de
células musculares lisas, a Ang Il aumentou a expressao génica de variadas subunidades da NADPH
oxidase (TOUYZ et al., 2002). Mais recentemente, foi observado que a ativacdo dos receptores AT1
no proprio midcito pela Ang Il antagoniza a absorcdo de glicose dependente de insulina (HENRIKSEN;
PRASANNARONG, 2013), resultante da dessensibilizacdo da insulina nos tecidos metabdlicos
(OLIVARES-REYES; ARELLANO-PLANCARTE; CASTILLO-HERNANDEZ, 2009), através do estresse
oxidativo e disfuncdo mitocondrial (MACCONI et al., 2015).

Considerando que a capacidade de exercicio esta reduzida em condi¢des de aumento do
anion superoxido, sugere-se que a reducdo da capacidade de exercicio envolve a produgdo de 02~
em variados tipos de células, incluindo o endotélio vascular, células musculares lisas e células
miocdrdicas ao mesmo tempo que inibindo a agdo da Ang Il no musculo esquelético pode ser efetivo

para melhorar a capacidade de exercicio nesse estado (KINUGAWA et al., 2005).

1.9 BLOQUEIO DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA E O MUSCULO ESQUELETICO

Pesquisas experimentais e clinicas tém demonstrado interessantes consideragdes sobre
o papel do SRA no musculo esquelético, sugerindo um beneficio potencial de IECA e ARA em
condiges que culminem na diminui¢cdo da for¢ca e massa muscular com o envelhecimento, também
conhecida como sarcopenia, bem como em condi¢bes patoldgicas que reduzam os mesmos
parametros (BAND et al., 2018; CABELLO-VERRUGIO et al., 2015; DODDS; SAYER, 2014; KIZILIRMAK,
2016; SARTIANI et al., 2015). Além disso, tais fadrmacos sdo considerados agentes farmacolégicos

relevantes clinicamente em relagdo a sua capacidade de bloquear o SRA.
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Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), foram desenvolvidos na
década de 60 (FERGUSON et al., 1977). Essa classe compde um extenso grupo de farmacos anti-
hipertensivos, apresentando como principais representantes o captopril, ramipril, enalapril,
fosinopril, lisinopril e quinapril (HERAN et al., 2008), mundialmente utilizados no tratamento de
doengas cardiovasculares e renais, produzindo beneficios terapéuticos consideraveis, reduzindo a
mortalidade e taxas de hospitalizagdo (GARG; YUSUF, 1995). Podem ser classificados em trés grupos:
(1) grupo formado pelo radical sulfidril, composto basicamente pelo captopril; (2) grupo formado
pelo radical carboxil, composto pela maioria das substancias: como o enalapril, lisinopril, benazepril,
quinapril, ramipril, entre outros; (3) grupo formado pelo radical fosforil, composto pelo fosinopril
(NASUTION, 2006). Seus beneficios primarios estdo relacionados aos seguintes efeitos: diminuicdo da
formacdo e dos niveis plasmaticos e nos tecidos de Ang Il e aldosterona, diminuicdao na degradacao
da BK, estimula¢do do ativador do plasminogénio tecidual (tPA), PGE2 e PGI2, liberacdo de ON,
vasodilatacdo, excrecdo de sal, diminuicdo da sintese do inibidor do ativador do plasminogénio
(efeito dependente de Ang Il) e aumento da secrecdo do ativador do plasminogénio tecidual (efeito
dependente da BK (BK) (REGULSKI et al., 2015). Considerando que além do efeito sobre a génese de
Ang I, a ECA
também atua na degradacdo da BK, o tratamento com IECA leva a reducdo na formacdo da Ang ll e
aumento nos niveis circulantes de BK, com posterior liberacdo de prostaglandinas, prostaciclinas e
ON, causando natriurese e reducdo da PA, oferecendo assim, efeito adicional cardioprotetor
(BURNIER, M; WAEBER; BRUNNER, 1994). Neste contexto, os efeitos cardiovasculares benéficos
produzidos pelos IECA ndo se devem apenas a reducdo na sintese de Ang Il, mas também a
potenciacdo dos efeitos biolégicos da BK, devido sua menor degradagdo enddégena (RAMALHO;

PROMETHEU, 2000).

Os efeitos benéficos no musculo esquelético com o uso de IECA tém sido observados
tanto em analises transversais quanto em estudos longitudinais, mas os resultados tém sido
conflitantes (ANTON et al., 2015), com estudos demonstrando que a terapia com IECA podem
melhorar (HUTCHEON et al., 2002a) ou ndo (CESARI et al., 2010; ZI; CARMICHAEL; LYE, 2003) o
desempenho fisico. Em ratos idosos, foram observadas melhorias na for¢a muscular e no
desempenho fisico apds o tratamento com enalapril, acompanhados por redugdo da sinalizagdo
inflamatédria e apoptdtica do musculo esquelético (CARTER, CHRISTY S. et al., 2011). A capacidade
fisica também aumentou significativamente em animais SHR tratados com perindopril, quando
comparados com o grupo controle (MINAMI et al., 2007). Melhorias na performance de ratos
também foram observadas apds o tratamento com IECA, entretanto, apenas quando em combinagdo
com exercicio e ndo na intervencdo farmacoldgica sozinha (HABOUZIT et al., 2009). Ainda existem

casos onde foi observado que a baixa atividade da ECA ndo estd associada a quaisquer grandes
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diferencas no desempenho fisico e nas propriedades metabdlicas intrinsecas de musculo rapido ou
lento (BAHI et al., 2004). Em humanos, estudos demostraram que os IECA melhoram a capacidade
funcional em pacientes com insuficiéncia cardiaca (SUMUKADAS et al., 2014) e a capacidade de
exercicio em pacientes idosos com a mobilidade reduzida, equivalentemente a um programa de
treinamento de 6 meses (SUMUKADAS et al., 2007). A massa muscular e a for¢a foram preservadas
nos usuarios de IECA em grandes coortes longitudinais, incluindo o Estudo de Saude da Mulher e
Envelhecimento (ONDER et al., 2002). Estudo recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa
demonstrou que idosos fisicamente independentes, usudrios de IECA ou de ARA apresentavam maior
forca muscular relacionada a forga de preensdo palmar e melhor capacidade funcional (COELHO et
al.,, 2016), melhor forca muscular respiratoria e funcdo pulmonar (Santos et al., dados ndo

publicados), quando comparado com ndo usudrios dessas drogas.

Por outro lado, estudo duplo cego, randomizado e controlado por placebo que
investigou o efeito dos IECA sobre a funcdo do quadriceps e a capacidade de exercicio, ndo
encontrou qualquer melhora nos indices avaliados apdés 3 meses de tratamento em pacientes
portadores de doenca pulmonar obstrutiva cronica (SHRIKRISHNA et al., 2014). Outro estudo
prospectivo avaliando o uso de IECA no desempenho fisico e forca muscular de mulheres nao
encontrou associacdo entre o uso da droga com menor declinio dessas varidaveis através da
administracdo dessas medicacGes (GRAY et al., 2012). Assim, os IECA demonstram ser uma classe de
drogas com potencial benéfico na funcdo do musculo esquelético e estdo relacionadas a melhorarias
na funcdo endotelial e angiogénese, na fungdo mitocondrial, nos niveis de absorcdo de glicose no
musculo esquelético, além de aumento nos niveis do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1) e depressdo nos niveis de citocinas proé-inflamatérias, reduzindo a inflamacgdo (BAND
et al., 2018). Apesar desses resultados, alguns estudos e ensaios clinicos ainda apresentam dados
conflitantes quando ao impacto dos IECA no declinio funcional (CESARI et al., 2010; HUTCHEON et
al., 2002b; SUMUKADAS et al., 2007; ZI; CARMICHAEL; LYE, 2003). Neste contexto, torna-se
necessario mais estudos para esclarecer se o uso de IECA melhora o desempenho fisico, tanto em

humano quando em roedores.

Em meados da década de 70, a saralasina foi a primeira substancia utilizada como ARA,
entretanto, por ser um peptideo, apresentava a desvantagem de ser administrada apenas por via
intravenosa (CASE et al., 1976). Ao longo dos anos, variados farmacos utilizando-se do mesmo
principio foram desenvolvidos, entre eles losartan, o valsartan, o irbesartan, o candesartan e o
eprosartam (WEBER et al., 1995). O losartan potassico foi o primeiro bloqueador ndo peptidico da
Ang I, agindo diretamente no receptor AT1, demonstrando efeitos clinicos anti-hipertensivos

eficientes por 24 horas pdés administracdo (WEBER et al., 1995). Seu mecanismo de acdo estd
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relacionado com o bloqueio especifico da Ang Il ao nivel do receptor AT1, independente da via pela
qual a Ang Il foi formada (BURNIER, MICHEL, 2001). Como o IECA, os ARA mostraram efeitos
benéficos para condi¢des diferentes da hipertensao que sdo pertinentes aos adultos mais velhos,
incluindo insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, protecdo da retina e diabetes (CERNES;
MASHAVI; ZIMLICHMAN, 2011; REGULSKI et al., 2015). Com relagdo a possiveis efeitos no musculo
esquelético através da terapia com ARA, foi observado melhora de 20% na capacidade de exercicio
de ratos Sprague-Dawley tratados com losartan e submetidos a infarto do miocéardio (KEMI et al.,
2013). De forma similar, Takada e colaboradores descreveram tal efeito em ratos com diabetes tipo 2
induzida, melhorando a fun¢do mitocondrial e reducdo o estresse oxidativo no musculo esquelético
(3mg/kg/dia — 8 semanas), independentes da PA, do peso corporal ou do metabolismo da glicose
(TAKADA et al., 2013). Outro estudo demostrou que a administracdo de telmisartan (5 mg/kg — 24
semanas) em ratos deficientes de receptores nucleares gama ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPAR- y) foi suficiente para melhorar a fungdo muscular desses animais, uma vez que
apresentaram maior resisténcia, quando submetidos a corrida (FENG, X. et al., 2011). Em pacientes
hipertensos, o tratamento com o ARA candesartan por 3 semanas (32 mg/dia) também melhorou a
capacidade de exercicio por aumentar o volume de oxigénio maximo (VO, maximo), acompanhado
de reducdo na PA (DE ROSA; CHIARIELLO, 2009). Estudo semelhante demonstrou que duas semanas
de tratamento com losartan melhorara a tolerancia ao exercicio e reduzem a pressdo sistélica
maxima, sem afetar a FC em pacientes com resposta hipertensiva ao exercicio (WARNER et al., 1999).
Além disso, o tratamento crénico com losartan em portadores de insuficiéncia cardiaca levou a uma
melhoria na capacidade fisica e uma mudanca nas caracteristicas das fibras musculares esqueléticas,
tornando-as mais resistentes a fadiga (VESCOVO et al., 1998). No entanto, outros estudos realgcam
efeitos negativos especificos dos tecidos dos ARA sobre o desempenho do exercicio. Em individuos
portadores de hipertrofia ventricular esquerda (GERDTS et al., 2006) ou disfungdo do ventriculo
direito (DORE et al., 2005), a capacidade de exercicio ndo foi melhorada no tratamento com ARA.
Outros estudiosos também ndo conseguiram observar melhora na atividade de enzimas associadas
ao metabolismo oxidativo no musculo esquelético de individuos com sobrepeso apds 8 semanas de

tratamento com olmesartan, um BRA (BOUTAGY et al., 2015).

Apesar de ndo completamente compreendido, estudos apontam que a melhora da
funcdo fisica associada ao tratamento com ARA estd relacionada a diminuicdo na producdo de
radicais livres e de IL-6 (OGAWA et al., 2006; TAKAGI et al., 2013), melhora na cicatrizacdo muscular
retardando o desenvolvimento de atrofia por desuso em ratos envelhecidos (BURKS et al., 2011) e
pode aumentar o nivel de enzimas antioxidantes como a catalase e a glutationa peroxidase (GPX)
(LIN et al., 2014). Além disso, o uso de ARA diminui a sinalizacdo do fator de crescimento TGF- B, este

guando em alta atividade pode estar relacionado a uma variedade de disturbios musculares e do
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tecido conjuntivo (COHN et al., 2007). Além disso, o uso de losartan em ratos idosos imobilizados
aumentou a atividade da via da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR; FRAP; RAFT1),
que estimula o crescimento muscular. Em animais, a administracdo prolongada de ARA melhora a
capacidade de exercicio aerdbio através de um mecanismo dependente da via receptores nucleares
beta/delta ativados por proliferadores de peroxissoma / proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (PPAR- B/6 / AMPK) (FENG, X. et al, 2011) e, mais recentemente, Yabumoto e
colaboradores observaram que o bloqueio do receptor AT1 prolonga a vida atil do musculo
esquelético, melhorando a reparacdo e regeneracdo muscular através da modulagdo do
microambiente inflamatério, incluindo a polarizagcdo de macréfagos m2 e a regulacdo negativa da via
de sinalizacdo complemento C1Q (C1q) / Wingless (Wnt) / Beta catenina (B-catenina) que promove o
envelhecimento (YABUMOTO et al., 2015). Dessa forma, ha fortes indicios que o uso de losartan
pode melhorar ou manter o desempenho muscular ao prevenir a atrofia por inatividade ou desuso
(OSHEROVICH; WRITER, 2011). Apesar dos estudos relacionados a terapia com IECA ou ARA na
modula¢do do SRA acarretando em melhorias no sistema musculo esquelético, ainda observamos
inconsisténcias nos achados, resultados controversos e mecanismo ndo completamente elucidado.
Além disso, as publicacdes tém examinado o efeito de IECA ou ARA sobre a funcdo fisica sem
contabilizar a influéncia da genética e ndo houve até o momento um estudo sistemdtico para avaliar

todas as variaveis em um Unico experimento (SIMON et al., 2015).

1.10 INFLUENCIAS GENETICAS NO DESEMPENHO Fisico

Ha cerca de 2 décadas houve a primeira descricdo de impacto relacionando um
elemento genético e o desempenho fisico humano: o polimorfismo do gene ECA (MONTGOMERY et
al., 1998). Exatamente uma década depois, o gene da ECA foi proposto como “gene humano para o
desempenho fisico”, tornando-o foco de variados estudos que examinaram os efeitos do genétipo
ECA no desempenho fisico, na capacidade aerdbica, na fungdo muscular, na capacidade de
treinamento e no status atlético (WANG; FEDORUK; RUPERT, 2008). O polimorfismo é baseado na
presenca/insercdo (l) ou auséncia/delecdo (D) de uma sequéncia de repeticdo de 287 pares de bases
dentro de uma regido do intron 16 do gene da ECA (BRUGTS; SIMOONS, 2012). Em pouco tempo, o
gene da ECA se tornou o gene mais investigado do desempenho fisico humano, onde diferentes
grupos de pesquisadores relataram a associacdao entre variantes no gene da ECA e a redugao dos
niveis circulantes da enzima e, consequentemente, aumento no desempenho e na resisténcia em
atletas de elite (JONES, A.; MONTGOMERY; WOODS, 2002; LUCIA et al., 2005; WANG; FEDORUK;
RUPERT, 2008).
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Os fendtipos humanos resultam da interacdo da variagcdo genética com os estimulos
ambientais, sendo o polimorfismo da ECA apenas uma dessas variagdes (PUTHUCHEARY et al., 2011).
No polimorfismo identificado como |, estad relacionado com melhorias no esporte de resisténcia,
maior utilizacdo de oxigénio durante atividades fisicas e melhor resposta anabdlica ao treinamento
(WILLIAMS et al., 2000), enquanto que o polimorfismo identificado como D estd relacionado com
poténcia, ganho de forca e massa muscular em resposta ao treinamento (PUTHUCHEARY et al.,
2011). Outros ensaios demonstraram que o alelo | do gene da ECA estd associado ao aumento na
porcentagem de fibras musculares do tipo | (contracdo lenta), tratando-se de fibras aerdbicas e
resistentes a fadiga, que sdo mais eficientes quando as contrac¢des realizadas de forma isométrica ou
em velocidade relativamente baixas (ZHANG, B. et al., 2003). Por outro lado, o alelo D do gene da
ECA esta associado a expressdo das fibras musculares do tipo lla e llb (contragdo rapida), que sdo
menos resistentes a fadiga e mais eficientes na geracdo de poténcia do que as fibras musculares do
tipo | (ONDERA; VEDOVA; PAHORC, 2006). Estes e outros achados na literatura indicam uma
importante interacdo do SRA e o desempenho fisico (BUFORD et al., 2012; GIACCAGLIA et al., 2008;
KRITCHEVSKY et al., 2005). Além do polimorfismo do gene da ECA, estudos sugerem a influéncia de
mecanismos epigenéticos no desenvolvimento do musculo esquelético, os quais parecem regular os
estados quiescentes e de proliferacdo de células satélites musculares, bem como progénese (BIGOT
et al., 2015), a miogénese pré e pds-natal e a diferenciagdo muscular (BARREIRO; TAJBAKHSH, 2017).
Pesquisadores tém considerado como "epigenética" as mudancas mitoticamente hereditarias que
controlam a expressdo génica sem alterar a sequéncia original de DNA (GOMES; PELOSI, 2013). Em
nivel molecular, os mecanismos epigenéticos sdo geralmente divididos em dois tipos: (1)
modificagOes covalentes nas caudas do N-terminal das proteinas das histonas e (2) metilagdo do
carbono 5 da citosina, geralmente seguido por guanina (nucleotideos CpG), nas moléculas de DNA

(Figura 6) (GOMES; PELOSI, 2013; HAGOOD, 2014; PORTELA; ESTELLER, 2010).
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Figura 6. Representacgao ilustrativa dos Mecanismos Epigenéticos de Controle da Expressao Génica.
Fonte: Hagood et al., 2014.

A modificagdo genética mais intensamente estudada é a metilagdo do DNA. Dinamica,
com potencial de mudanga durante o desenvolvimento, a metilagdo do DNA exerce um papel
fundamental no estabelecimento e controle de processos bioldgicos importantes, como a
diferenciagao celular no desenvolvimento embrionario, a inativagao do cromossomo X nas fémeas, a
impressdo gendmica, a supressdo de retrovirus enddgenos e a estabilidade cromossémica (GOMES;
PELOSI, 2013; THOMPSON et al., 2010). No processo de metilagdo do DNA, a introdugéo do radical
metil é catalisada e mantida por enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs), as quais
obtém e transferem o radical metil a partir do composto Sadenosyl-L-metionina, que é o doador de
metil, para o carbono 5 da citosina. 22 Variadas formas da enzima DNA metiltransferases sdo
encontradas (DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L), cada qual com sua particularidade no
processo de metilagdo (TUORTO et al., 2012). A fungdo primdria da metilagdo do DNA é ativamente
silenciar genes e regides de DNA em que a transcricdo ndo é desejada. Os elevados niveis de
metilacdo do DNA sdo encontrados em telémeros, centrbmeros e cromossomos X inativos. Dessa
forma, a hipermetilagdo gene-especifica pode levar ao silenciamento de muitos genes responsaveis

pelo controle do ciclo celular/apoptose, enquanto que a hipometilagdo genémica desencadeia uma
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instabilidade cromossémica, afetando assim os locais de ligagdo para proteinas especificas de
radicais metil, permitindo a ocorréncia de mutacdes mais facilmente e a superexpressao de proto-
oncogenes (BURZYNSKI, 2005). Dessa forma, pesquisadores tém voltado sua atencdo aos padrdes
epigenéticos e sua vulnerabilidade frente a exposicdes ambientais, o que pode culminar em
indmeras implicagbes a saude (GOMES; PELOSI, 2013). Curiosamente, o controle epigenético da
expressao génica emergiu recentemente como um mecanismo relevante envolvido na regulagdo de
muitos processos bioldgicos diferentes, incluindo o da massa muscular, funcado e fendtipo na saude e

doenga (BARREIRO; TAJBAKHSH, 2017; PUIG-VILANOVA et al., 2015).

No tocante ao musculo esquelético, o tipo de fibra muscular também pode estar
relacionado com o controle epigenético. A primeira sugestdo de controle epigenético do tipo de fibra
muscular foi dada pela descoberta em 1983 de que as células isoladas de um musculo lento de
galinha eram funcionalmente diferentes das células isoladas de um musculo rapido de galinha
(MATSUDA; SPECTOR; STROHMAN, 1983). Embora a descoberta de que apenas um musculo lento
produz células que expressam isoformas lentas pode ndo ser surpreendente, isso sé ocorre como
resultado da epigenética. Portanto, esses dados sugerem fortemente que as células precursoras dos
musculos adultos e, possivelmente, os nulcleos musculares, sdo impressas com etiquetas
epigenéticas que os predizem como rapidas ou lentas (BAAR, 2010). O processo de atrofia muscular
em resposta ao desuso também é acompanhada por modifica¢cOes epigenéticas dindmicas associadas
a alteragOes na expressdo génica e que essas modificacOes epigenéticas e os perfis de expressao
génica sdo reversiveis apds a evolucdo da atividade (FISHER et al., 2017). Tais informagdes sugerem
que a atrofia e recuperacdo do musculo esquelético apds o desuso é associado a modificacdes
epigenéticas dinamicas e transitdrias que correspondem a alteracdo da expressdo génica. Ha
mudancas no padrdo de metilagdo no musculo esquelético durante o envelhecimento. Estudo
realizado em todo o genoma que compara os padrées de metilagdo do DNA no musculo esquelético
pds-mitético retirado de jovens saudaveis (18-27 anos) e idade (68-89 anos) mostrou um padrdo
predominante de hipermetilagdo no DNA do envelhecimento do musculo esquelético (ZYKOVICH et
al., 2014). A maioria das mudancas de metilagdo ocorreu intragenicamente, sendo sub-representada
nas regides promotoras. Na verdade, um dos principais contribuintes na sarcopenia é a perda ou a
desnervagdo da unidade motora (KADHIRESAN; HASSETT; FAULKNER, 1996) e esses resultados
apontam que o processo pode ser afetado pela metilagdo do DNA. Considerando tais achados, ha
reconhecimento da metilacdo do DNA como contribuinte significativo para a fisiologia muscular
normal e suas alteracdes nos processos patolégicos, bem como no envelhecimento (CARRIO;
SUELVES, 2015). Além disso, estudos mais recentes sugerem que existem duvidas em relacdo até
gue ponto a genética moderaria as associacdes entre as medica¢des anti-hipertensivas (IECA ou ARA)

e a capacidade de resposta ao exercicio (SIMON et al., 2015).
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A despeito das evidéncias dos possiveis efeitos da terapia com IECA ou ARA sobre a
programacao epigenética do musculo esquelético, muito pouco se sabe a respeito da vulnerabilidade
dos mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA nas células do musculo estriado
esquelético. Um Unico estudo foi encontrado na literatura, que investigou altera¢ées na metilagdo do
DNA no cértex renal, apds tratamento de curto prazo com perindropil, um IECA. Para tanto, os
pesquisadores trataram animais SHR (n=6) com peridonpril por 48 horas, ndo especificando a dose
empregada. Os autores observaram que a metilagdo global do DNA foi reduzida nos cortices renais
de animais tratados com IECA (P <0,05), ao mesmo tempo que o tratamento agudo com perindopril
nao alterou significativamente a expressao renal de Hdacl, Dnmtl e Mct3 (P> 0,05) (DE VRIES et al.,

2016).

Diante do exposto e da escassez de informacdes a despeito do tema, objetivamos no
presente estudo avaliar se o tratamento com farmacos que interferem com o SRA poderia favorecer
o desempenho fisico de ratos SHR. Acreditamos que os conhecimentos adicionais gerados nesse
trabalho possam contribuir para o entendimento do mecanismo molecular associado aos efeitos
somaticos da terapia com drogas que interfiram no SRA, direcionando pesquisas futuras relacionadas
ao desenvolvimento de farmacos que poderdo ser incluidos no tratamento de doencas relacionadas
a musculos ou mesmo em relacdo a diminuicdo da eficiéncia muscular relacionada ao

envelhecimento.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento farmacolégico com o inibidor da enzima conversora de angiotensina
(IECA) enalapril ou com o antagonista do receptor da Ang Il (ARA) losartan em parametros fisicos,
cardiovasculares, moleculares e epigenéticos em ratos espontaneamente hipertensos, submetidos

ao teste de esforgo progressivo em esteira.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIiFICOS

- Avaliar o desempenho fisico (velocidade, tempo e distancia percorrida) dos animais submetidos a
administracdo de veiculo (CTL), enalapril (ENA) e losartan (LOS), através de teste progressivo em

esteira;

- Avaliar a pressao arterial e frequéncia cardiaca média dos animais através da andlise ndo invasiva

(registro de pressdo por volume — CODA?®);

- Identificar possiveis alteragdes nos parametros oxidantes e antioxidantes do musculo gastrocnémio,
soleo e no plasma através dos seguintes testes: capacidade antioxidante total (FRAP e ABTS),

producdo de anions superdxido (NBT) e peroxidagao lipidica (MDA);

- Identificar possiveis alteracbes no padrdo de metilacdo global do DNA a partir da dosagem de 5-

metil-citosina no musculo gastrocnémio, séleo e plasma dos animais.
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3. METODOLOGIA
3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

Os protocolos utilizados neste estudo foram realizados de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica de Uso

Animal da UEL (CEUA 30987.2014.73).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos SHR, provenientes do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. Aos 60 dias de idade, os animais foram
transferidos para o biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Universidade
Estadual de Londrina onde permaneceram sob temperatura de 25 + 12C, ciclo 12h claro / 12h escuro
e com racdo e agua ad libitum. Ao término da transferéncia, os mesmos permaneceram por 7 dias
consecutivos no mesmo biotério sem qualquer intervengao, visando minimizar quaisquer efeitos

adversos oriundos da viagem e adaptacdo ao novo ambiente.

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 3 grupos principais: Grupo Controle (CTL), no qual
receberam somente agua de torneira; Grupo de animais submetidos ao tratamento com o IECA
enalapril (10mg/Kg/dia; ENA; (DALPIAZ et al., 2013); Attivos Magisttrais, Andpolis, GO); Grupo de
animais submetidos ao tratamento com o ARA losartan (10mg/Kg/dia; LOS; (ABDULLA et al., 2009);
Fragon, Sdo Paulo, SP). Os tratamentos ocorreram via gavagem durante 28 dias consecutivos, tendo

seu inicio 24 horas apds o primeiro teste de esforco maximo.

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.4.1 Modalidade de Exercicio

Os animais foram submetidos a um teste de esforco maximo, utilizando para tal uma
esteira adaptada para roedores (Inbramed, Millenium, adaptada para ratos), uma vez que este
modelo possibilita a quantificacdo do trabalho externo realizado pelo rato, bem como o controle da

intensidade e duracdo do exercicio. A elaboracdo do protocolo utilizado seguiu os parametros
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descritos no Resource Book for the Design of Animal Exercise Protocols (JONES, J. H., 2007).
Anteriormente a andlise do desempenho fisico, os animais passaram por um periodo de adaptacao a

esteira.

3.4.2 Adaptacdo a Esteira

Previamente ao teste maximo de esforgo per si, os animais foram familiarizados com o
exercicio na esteira (Inbramed, Millenium, adaptada para ratos), no intuito de serem selecionados
pela sua capacidade de andar sobre a plataforma. Esta adaptacdo ocorreu por 10 dias consecutivos,
uma vez ao dia (8:00-14:00 horas). Para tanto, os animais foram submetidos a corrida na esteira por
10 minutos, a uma velocidade de 0.3 Km/h, sem inclinacdo da plataforma. Este periodo fora utilizado
para a observacdo comportamental dos animais onde realizou-se pré-exclusGes dos animais nao
aptos a andar na esteira. Apds esse periodo adaptativo, os animais foram aleatoriamente designados
para grupos os experimentais anteriormente descritos. Ndo foi realizada qualquer tipo de
estimulacdo (elétrica, manual ou dolorosa) para induzir a corrida nos animais (MELO; MARTINHO;

MICHELINI, 2003).

3.4.3 Caracterizacdo do Teste de Esforco Progressivo

O desempenho fisico dos animais foi avaliado através da aplicagdo de teste progressivo
em esteira, também denominado “teste de esforco maximo”, anteriormente descrito (MELO;
MARTINHO; MICHELINI, 2003) e utilizado para avaliagdo da capacidade aerdbica maxima dos
animais. A intensidade do esforgo fisico foi avaliada indiretamente (distdncia maxima percorrida)
através desse teste, durante exercicio escalonado em esteira ergométrica (Inbramed, Millenium,
adaptada para ratos). O teste foi iniciado com a velocidade de 0.3 Km/h, com incrementos de 0.3
Km/h a cada 3 minutos, sem inclina¢do da plataforma. O término do teste se deu quando os animais
ndo foram mais capazes de continuar a corrida devido a exaustdo. O tempo (minutos) de corrida foi
registrado, bem como velocidade (km/h). A partir dessas informacg&es, utilizamos férmula especifica
para identificar a distancia percorrida (metros) pelos animais. O teste de esforco maximo (Teste “0”
ou “basal”), foi realizado 48 horas apds a ultima sessdo de adaptacdo do animal a esteira, bem como
repetido semanalmente, durante 4 semanas consecutivas (teste 1, teste 2, teste 3 e teste 4). Para a
realizacdo dos testes de esforco 0, 1, 2, 3 e 4 os animais permaneceram por 1lh na sala de
experimentacdo para adaptacdo as condigdes ambientais previamente ao experimento. No dia

seguinte ao “teste 0” de esfor¢co maximo, os animais iniciaram os tratamentos com dgua de torneira,
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IECA ou ARA, de acordo com o grupo. O tratamento foi realizado sempre no mesmo hordrio, sendo
gue o animal também recebia a dose no dia do teste de esfor¢o. 2 horas antes do teste, periodo para
enalapril e losartan atingirem seu pico plasmatico, tanto para o enalapril (EDEKI et al., 1994), quanto
para losartan (MUNAFO et al., 1992). Apds a realizacdo do “teste de esforco maximo 4”, fora
realizado o sacrificio dos animais (GRUPO CTL: 11; CIECA: 13; LOS: 15) e coleta dos respectivos
tecidos. Parte dos animais submetidos ao experimento (GRUPO CTL: 5; ENA: 5; LOS: 7)
permaneceram vivos por mais 7 dias consecutivos sem receber medicagao ap6s o teste de esforcgo 4,
no intuito de avaliarmos algum possivel efeito tardio ao tratamento. Para tanto, estes animais foram

submetidos a novo teste de esforco maximo (teste 5) (Figura 7).

Adaptac3o 3 Andlise dos Teste de Inicio do Analise dos Teste de Andlise dos
esteira - Parametros - Esforco m Tratamento wm Pardmetros - Esforco - Parametros
(12 a 10¢ dia) cardiovasculares Maximo “0” (Salina, IECA cardiovasculares Maximo “1” cardiovasculares
(112 dia) (12¢ dia) e BRA) (18¢ dia) (192 dia) (252 dia)
(132 Dia)
Teste de Analise dos Teste de Analise dos Término do Teste de
Fs-for(;o - Pe]rémetros storgtz o Pardmetros gy Tratamento (Salind, wemm  Esforco —
Maximo “2” cardiovasculares Maximo “3 cardiovasculares IECA e BRA) Maximo “4”
(262 dia) (322 dia) (332 dia) (392 dia) (402 dia) (402 dia)

Sacrificio dos

animais e coleta Andlise dos Parametros Teste de Esforgco Maximo “5” Sacrificio dos animais e
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tecﬁ:los mm= (efeito tardio ao tratamento) tecidos
: (efeito tardio ao tratamento) (479 dia) (482 dia)

(41° dia)

Efeito do
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(460 dia)
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Figura 7. Fluxograma do Protocolo Experimental.

3.5 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os parametros cardiovasculares avaliados foram: pressdo arterial sistélica (PAS), pressédo
arterial diastolica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). A analise dos
parametros cardiovasculares foi realizada de forma ndo invasiva, utilizando um método de registro
de pressdo por volume, onde a pressao foi obtida através de um “cuff” acoplado a cauda do rato e as
informacgdes enviadas para um sistema de aquisicdo de dados denominado CODA (Kent Scientific,
Torrington, CT). O Registro de pressdo por volume foi clinicamente validado por fornecer uma
correlagdo proxima de 100% com as medidas de telemetria e pressado arterial direta para a PAS e PAD

(FENG, M. et al., 2008).
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3.6 ANALISE DA COMPOSICAO CORPORAL

O peso corporal de todos os animais foi avaliado desde o primeiro dia quando chegarem
ao Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Estadual de Londrina,
até o ultimo dia do protocolo experimental. O peso corporal foi avaliado antes dos tratamentos
farmacoldgicos e a cada 3 ou 4 dias no decorrer do experimento. Foi utilizada uma balanga digital
AUY220 (Shimadzu, Filipinas), onde os valores obtidos foram anotados em uma planilha de dados
para andlise da curva de crescimento e ganho de peso. Vinte e quatro horas apds a ultima dose de
tratamento, os animais foram sacrificados utilizando-se de guilhotina (Insight, Ribeirdo Preto, Sdo
Paulo, Brasil) para coleta dos seguintes tecidos: gordura retroperitoneal e perigonadal; musculo
s6leo, musculo gastrocnémio e do plasma. O peso absoluto dos tecidos (Shimadzu, Filipinas) foi
avaliado em balanca digital (descrita anteriormente) imediatamente apds a coleta. Os tecidos foram

armazenados em freezer -80°C.

3.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS OXIDANTES E ANTIOXIDANTES

3.7.1 Avaliacdo da Capacidade Antioxidante Total

As amostras do musculo gastrocnémio e séleo foram homogeneizadas em KCl (1,15%).
Os homogenatos e o plasma foram centrifugados (200 g, 10 min, 42C) e o sobrenadante foi utilizado
para os ensaios a seguir. A habilidade da amostrar em resistir ao estresse oxidativo foi quantificado
pelas capacidades em reduzir o ion férrico utilizando e sequestrar radicais livres utilizando os ensaios
de FRAP e ABTS, respectivamente, como previamente descrito (HOHMANN et al, 2013).
Brevemente, para o ensaio de FRAP, o sobrenadante foi incubado incubada a 372C por 30 min com
reagente de FRAP, e a leitura foi realizada em espectrofotémetro a 595 nm (Multiskan GO
Microplate Spectrophotometer, Thermoscientific, Vantaa, Finlandia). Para o ensaio do ABTS, as
amostras do sobrenadante foram incubadas com uma solugdo de ABTS em tampao fosfato salina (pH
7,4), apresentando absorbancia de 0,80 a 730nm. Apds 6 min, a absorbancia foi mensurada a 730
nm. Os resultados serdo foram quantificados em relagdo a uma curva padrao de Trolox em ambos os
ensaios. Os resultados foram expressos como equivalente de Trolox por miligrama de tecido para

ambos.
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3.7.2 Avaliacdo da Producdo de Anions Superéxido

A producdo de anion superdxido foi determinada pela reducdo do corante azul nitro-
tetrazolio (NBT) (HOHMANN et al., 2013). Amostras do musculo gastrocnémio e séleo foram
homogeneizadas em KCl (1,15%). Os homogenatos e o plasma foram incubados com 100 uL de
solucdo de NBT (1mg/mL) (NBT, Sigma) e mantidos em banho maria (37 2C, 5 minutos). O
sobrenadante foi removido, e o formazan precipitado foi solubilizado pela adi¢ao de 120 pL de KOH
(2 M) e 120 pL de dimetilsuféxido (DMSO). A densidade 6tica foi mensurada em espectrofotometro
de microplaca (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermoscientific, Vantaa, Finlandia) a
600 nm. Os valores de OD a 600 nm foram obtidos pela concentracdo de proteinas totais nas

amostras, e os resultados estdo apresentados como Reducdo do NBT (OD/mg de proteina).

3.7.3 Avalia¢do da Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacao lipidica do musculo gastrocnémio, séleo e do plasma foi quantificada pela
determinacdo dos niveis do malondialdeido (MDA) — um intermedidrio da peroxidacao lipidica — pela
diferenca obtida entre as absorbancias a 535 nm e 572 nm por espectrofotometro de microplaca
(Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermoscientific, Vantaa, Finlandia), conforme
previamente descrito (HOHMANN et al., 2013). Os resultados foram expressos como nmol de MDA

por miligrama de proteina.

3.8 EXTRACAO DE DNA E ANALISE DO PADRAO DE METILACAO GLOBAL DO DNA

Amostras de células do musculo gastrocnémio, séleo e do plasma dos animais foram
obtidas 24 horas apds o Ultimo dia de tratamento com auxilio de bisturi. A extragdo do DNA
gendmico foi realizada pelo método de fenol cloroférmio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989). A avaliacdo da pureza e concentracdo de DNA foi realizada pela andlise de
absorbancia em um espectrofotometro (NanoDrop ND-2000 — Thermo Scientific) a 260nm e
280nm.

O perfil de metilacdo global de DNA foi avaliado pela dosagem de 5-metil-
citosina pelo kit Imprint® Methylated DNA Quantification kit (Sigma-Aldrich®), de acordo
com as recomendacdes do fabricante como previamente descrito (TOFFOLI et al., 2014). De
forma simplificada, a porcentagem de metilacdo de cada amostra foi calculada pela

guantidade de citosinas metiladas na amostra (5mC) em relagdo a citidina global (5mC + dC)
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em um controle positivo previamente metilado (100% metilado) e um controle negativo (0%
metilado). As leituras das absorbancias foram realizadas a 450 nm em leitor de microplaca e
a porcentagem da metilagdo do DNA foi obtida seguindo a formula: A450sample-A450NTC /

(A450met-A450NTC) x100. Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, Inc., CA, USA) e SPSS versdo 22.0 (IBM SPSS®, Armonk, NY, USA). Uma vez que
os dados apresentaram distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk), bem como fora respeitada a
homogeneidade das variancias (teste de Levene), foi utilizado as andlises com testes paramétricos e
os dados foram expressos em média * erro padrao das médias. Utilizou-se da andlise de varidncia a
dois critérios (two-way Anova) seguida do post-hoc Bonferroni para avaliar a influéncia dos
diferentes tratamentos (CTL, ENA e LOS) sobre a distdncia percorrida e o tempo de tratamento. O
mesmo teste foi determinado para a analise do peso corporal, da PAM e da FC dos ratos hipertensos
ao longo do tratamento, sendo avaliado a variagdo no peso corporal (Peso Inicial — Peso Final, delta),
peso da gordura retroperitoneal e perigonadal (gramas). A andlise de variancia a um critério (one-
way Anova), seguida do post-hoc Bonferroni foi elegida para avaliar os parametros oxidantes e
antioxidantes das amostras. Por fim, foi realizado Andlise de Covaridncia (Ancova), para a
comparacdo entre os grupos, a fim de reduzir a varidncia do erro e ajustar as médias da covariavel
“distancia percorrida no teste basal” para todos os sujeitos em um valor fixo. Para analise dos efeitos
da administracdo de IECA enalapril e do ARA losartan na metilacdo global de DNA em ratos SHR,
submetidos ao teste de esforco maximo em esteira, utilizamos o teste estatistico de Kruskal-Wallis,
seguido do pods teste de Dunn, sendo tais resultados expressos em mediana e intervalo
interquartilico (12 Q — 32 Q). Foi estabelecido um intervalo de confianga de 95% e nivel de

significancia de 5% (P< 0,05) para todos os testes aplicados.
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4, RESULTADOS
4.1 ANALISE DO PESO CORPORAL

Foi observado menor ganho de peso corporal ao longo de 28 dias de tratamento no
grupo ENA, comparado com os outros grupos. Tal redugao no ganho de peso, foi evidente a partir do
149 dia de tratamento (p=0,0072 - Figura 8). Além disso observou-se um menor acimulo de gordura
retroperitoneal no grupo ENA (p=0,0272 - Figura 9A), ndo sendo observadas diferencas na gordura
perigonadal entre os grupos (p=0,3978 - Figura 9B).
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Figura 8. Analise do peso corporal dos animais durante o tratamento com veiculo, enalapril e losartan.
Linhas demonstram a variagdo do peso corporal ao longo do tratamento nos animais que receberam
tratamento e valores foram expressos convertidos em delta. Two-way Anova (Pds-teste: Bonferroni).
(Interagdo: p=0,0072, F(16, 288)=2.139; Tempo: P<0,0001, F(8288)=114,6; Tratamento: P=0,0222, F(2,
36)=4.239; Sujeitos (matching): P<0,0001, F(36, 288)=17.73; Residual: DF=288, MS:32.81; n= grupo
CTL:11; LOS:15; ENA:13). * p<0,05; ** p<0,01; # p< 0,05. * LOS x ENA; # CTL x ENA.
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Figura 9. Andlise da quantidade (em gramas) da gordura retroperitoneal (A) e perigonadal (B) dos
animais submetidos ao tratamento com veiculo, enalapril e losartan. Two-way Anova (Pds-teste:
Bonferroni). (Tratamento: p=0,0272, F(2, 21)=4,301; Residual: DF=21, MS=0.1040; n= grupo CTL:6; LOS:9;
ENA:9). * p=0,0272. Barras mostram médiatEPM.
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4.2 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Uma diminuicdao da PAM estatisticamente significativa foi observada apds a 4 semana de
tratamento no grupo ENA, quando comparado com o grupo CTL (figura 10A, p<0,05). Além disso, a
anadlise da area sob a curva da PAM referente a cada semana de tratamento mostrou reducdo desse

parametro no grupo ENA quando comparado com o CTL (figura 10B, p=0,0215). Ndo foram

observadas diferengas entre o grupo CTL e LOS ou entre ENA e LOS durante
esse mesmo periodo.
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Figura 10. Analise da pressao arterial média (PAM). (A) Pressdo arterial média dos animais submetidos
aos testes maximos de esforco semanais. Barras mostram médiatSEM (mmHg). Two-way Anova (Pds-
teste: Bonferroni). (Interagdo: p=0,773, F(8, 144)=1.823; Tempo: P=0.0146, F(4, 144)=3.214; Tratamento:
P=0,0332, F(2, 36)=3750; Sujeitos (matching): P<0,0001, F(36, 144)=3.556; Residual: DF=144, MS:245,3;
n= CTL:11; LOS:15; ENA:13). * p < 0,05. (B) Area sob a curva (ASC) da pressdo arterial média (PAM) dos
animais submetidos aos testes maximos de esfor¢o semanais. Barras mostram médiatSEM. One-way
Anova (Pds-teste: Bonferroni). (Tratamento: p=0,0215, F(2, 36)=4280; Residual: DF=36, MS:2954; n=
CTL:11; LOS:15; ENA:13). * p=0,0215.

Em relagdo A FC, ndo foram observadas quaisquer altera¢des nos animais durante o

decorrer do experimento (Figura 11).
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Figura 11. Frequéncia cardiaca média dos animais submetidos aos testes maximos de esforgo semanais.
Barras mostram médiatEPM (bpm). Two-way Anova (Pds-teste: Bonferroni). (Interagao: p=0,1109, F(8,
144)=1.169; Tempo: P<0,0001, F(4, 144)=12.07; Tratamento: P=0,8164, F(2, 36)=2039; Sujeitos
(matching): P<0,0001, F(36, 144)=4.478; Residual: DF=144, MS:425.7; n=grupo CTL:11; LOS:15; ENA:13).
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4.3 DISTANCIA PERCORRIDA — EFEITO DO TRATAMENTO

Apds 14 dias de tratamento (ou teste de esforco mdaximo 2), foi observado declinio da
distancia percorrida no grupo CTL, comparado a distancia percorrida pelo ENA, mas ndo foram
observadas diferengas entre GRUPO CTL e LOS ou diferencas entre LOS e ENA. Ao longo de 21 dias de
tratamento (ou teste de esforco maximo 3), o declinio da distancia percorrida no grupo CTL
manteve-se quando comparado com o ENA, mas nao foram observadas diferencgas entre o grupo CTL
e LOS. Neste ponto, porém, também se observou diferenca na distancia percorrida entre o LOS e
ENA. Ao término dos 28 dias de tratamento (ou teste de esforco maximo 4), observou-se tanto
declinio da distancia percorrida no grupo CTL quanto no LOS, quando comparados com ENA. Nao
foram observadas diferencas entre o grupo CTL e LOS. Estes dados sugerem que o tratamento que
IECA foi capaz de evitar o declinio do desempenho fisico ao longo do periodo de 28 dias, quando
comparado ao tratamento com o grupo CTL ou com o LOS (Figura 12). Dessa forma, os resultados do
Two-Way Anova apontam tanto efeito do tratamento (p=0,0040), quanto efeito do tempo de
tratamento sobre a distancia percorrida (p=0,0173). Entretanto, ndo se observou interagdo entre os
fatores (p=0, 1163) (tabela 1). Em seguida, a Andlise de Covariancia (Ancova) demonstrou que a
variancia do erro da covariavel “distancia percorrida no tempo basal”, ndo interferiu no resultado

final ao tratamento (tabela 1).
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Figura 12. Andlise indireta do desempenho fisico através da distancia percorrida (m) pelos animais SHR
em teste de esforco maximo ao longo de 28 dias. Barras mostram médiazEPM da distancia percorrida
(em metros). Two-way Anova (Pds-teste: Bonferroni). (Tempo: P=0.0173, F(4, 144)=3.109; Tratamento:
P=0,0040, F(2, 6)=6.453; Interagdo: P=0,1163, F(8, 144)=1.648; n=GRUPO CTL:11; LOS:15; ENA:13).(**
p=0.0075; * p= 0.0050; # p=0.0229; *** p=0.0074; ## p=0.0083).
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Distancia Percorrida (metros)
Controle Losartan Enalapril
Teste de Esforco Basal 263,90+25,44° 259,39+21,79° 331,48+23,40°
Teste de Esforgo 1 247,05+25,44* | 317,97+21,79° 323,00+23,40°
Teste de Esforgo 2 209,57+25,44° | 268,92+21,79° 315,52+23,40”
Teste de Esforco 3 231,57+25,44° | 228,82+21,79°¢ 315,12+23,40°%
Teste de Esforco 4 215,33+25,44° | 224,50+21,79¢ 321,48+23,40°%
Resultados T-I;Z?;Fr):egio Tratamento InteTr?g:?l:rr'll'eenTg)o X
Valores de p — Anova Two Way 0,017 0,004 0,116
Valores de p - Ancova 0,019 0,002 0,425

Tabela 1. Distancia percorrida pelos animais nos diferentes grupos. Two-way anova (Pds-teste: Bonferroni).
Distancia percorrida expressa em média * EPM. Letras diferentes, bem como os simbolos # e T, indicam
diferenga entre grupos.

4.4 DISTANCIA PERCORRIDA — EFEITO TARDIO

Conforme descrito anteriormente, parte dos animais (CTL=5; LOS=7; ENA=5), apds os 28
dias de tratamento (apds o teste de esforco 4) permaneceram por mais 7 dias consecutivos no
biotério, no intuito de avaliarmos o efeito tardio do tratamento. Para tanto, estes animais foram
submetidos a mais um teste de esforco maximo (ou teste de esforco maximo 5). Sete dias apds o
término do tratamento, percebeu-se um menor declinio da distancia percorrida no grupo ENA
guando comparado com o grupo CTL (p=0,0461), ao mesmo tempo em que a distancia percorrida
pelo grupo CTL diminuiu (p=0,0145) (Figura 13). Assim, observamos que o efeito do tratamento com
ENA na manutengdo do desempenho fisico dos animais permaneceu mesmo uma semana apds o

término do tratamento.
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Figura 13. Andlise indireta do desempenho fisico através da distancia percorrida pelos animais SHR em teste
de esfor¢o maximo - Efeito Tardio ao Tratamento (1 semana apds término do tratamento). Barras mostram
médiazEPM da distancia percorrida (em metros). * One-way anova (Pds-teste: Bonferroni). (Tratamento:
p=0,0145, F(5, 28)=3.469; Residual: 10156; n=CTL:5; LOS:7; ENA:5). ** Teste t ndo pareado (t=3.109, df=8; n=5).
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4.5 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO
4.5.1 Avaliacdo do Status de Defesa Antioxidante (FRAP E ABTS)

A capacidade das amostras em resistir ao dano oxidativo foi determinada com o
potencial da capacidade de redugdo férrica (FRAP) e sua habilidade em eliminar radicais livres (ABTS).
A administracdo de enalapril ou losartan ndo induziram mudancas nesses marcadores ((FRAP
gastrocnémio CTL: 36,1345,29; LOS: 37,46%3,35; ENA: 44,1146,54; p=0,4702), (FRAP sdleo CTL:
40,65+1,83; LOS: 42,11+1,89; ENA: 34,60+2,94; p=0,0843), (FRAP plasma CTL: 76,231+3,91; LOS:
78,55+4,64; ENA: 70,45%2,97;  p=0,3510); (ABTS gastrocnémio: CTL: 149,10+17,11; LOS:
177,20+16,80; ENA: 185,20+24,17; p=0,4212), (ABTS sdleo: CTL: 175,947,94; LOS: 171,4043,57; ENA:
156,20+8,16; p=0,1488), (ABTS plasma: CTL: 207,5+2,66; LOS: 212,50,2+1,59; ENA: 209,0+4,50;
p=0,5280)) (Figura 14).
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Figura 14. Determinac¢dao dos niveis de FRAP e ABTS no musculo gastrocnémio, séleo e no plasma.
(Resultados foram expressos em médiatEPM, n=5 por grupo por experimento, dois experimentos
independentes. Teste ANOVA One Way, seguido por teste post Hoc Bonferroni).
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4.5.2 Avaliacdo da Producdo de Anion Superdxido (NBT)

A quantificacdo da producdo do anion superdxido (02”) em homogeneizado de tecido
foi realizada através do ensaio NBT. A administracdo de enalapril ou losartan ndo induziram
mudancas nesses marcadores (gastrocnémio CTL: 1,60+0,49; LOS: 1,50+0,41; ENA: 1,83+0,51;
p=0,8812); (séleo CTL: 0,76%0,20; LOS: 0,60+0,14; ENA: 0,48+0,16; p=0,5300); (plasma CTL:
0,4210,05; LOS: 0,74+0,23; ENA: 0,24+0,04; p=0,0653) (figura 15).
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Figura 15. Quantificagdao da produgdo do anion superdéxido (O2e-) no musculo gastrocnémio, séleo e no
plasma. (Resultados foram expressos em médiazEPM; plasma: CTL n=5; LOS n=5; ENA n=5). Teste ANOVA
One Way, seguido por teste post Hoc Bonferroni).
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4.5.3 Avaliacdo da Peroxidacao Lipidica (MDA)

A peroxidacao lipidica dos musculos gastrocnémio, séleo e do plasma foi avaliada a
partir da determinacdo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA) (TBARS),
principalmente o malondialdeido (MDA). A administracdao de enalapril ou losartan ndo induziram
mudancas nesses marcadores (gastrocnémio CTL: 0,19+0,04; LOS: 0,23+0,02; ENA: 0,22+0,07;
p=0,8354); (séleo CTL: 0,34%0,05; LOS: 0,35+0,05; ENA: 0,35%0,05; p=0,9972); (plasma CTL:
0,10+0,01; LOS: 0,11+0,01; ENA: 0,09+0,01; p=0,4096)) (Figura 16).
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Figura 16. Determinagdo da peroxidagdo lipidica através do ensaio do ensaio TBARS (quantificagdao do
MDA) no musculo gastrocnémio, séleo e no plasma. (Resultados foram expressos em médiatEPM, n=5
por grupo por experimento, dois experimentos independentes. Teste ANOVA One Way, seguido por teste
post hoc Bonferroni).
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4.6 ANALISE EPIGENETICA: EFEITO DOS TRATAMENTOS NA METILACAO GLOBAL DO DNA

Observou-se um aumento estatisticamente significante na metilacdo global de células
musculares esqueléticas do gastrocnémio (p=0,0239) do grupo ENA quando comparado com o grupo
CTL. Ndo houve diferenca estatisticamente significante na porcentagem de metilagdo global do DNA

guando comparados os grupos CTL e LOS (p=0,0775) ou LOS e ENA (p>0,9999) (figura 17).
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Figura 17. Efeitos do tratamento com enalapril ou losartan na metilagdo global do DNA em células do
miusculo gastrocnémio de ratos espontaneamente hipertensos. Resultados foram expressos em
mediana, intervalo interquartil (IQ: percentil 25 — percentil 75), n=5 por grupo; p=0,0239 - Teste de

Kruskal-Wallis, seguido por teste post hoc de Dunn. Barra representa valores minimo e maximo das
medidas.

Com relagdo as andlises de metilacdo global do DNA do musculo séleo, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significaticantes quando comparado os grupos CTL e ENA

(p>0,9999), CTL e LOS (p=0,7726) ou LOS e ENA (p=0,2490) (figura 18).
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Figura 18. Efeitos do tratamento com enalapril ou losartan na metilagao global do DNA em células do
miusculo sdleo de ratos espontaneamente hipertensos. Resultados foram expressos em mediana,
intervalo interquartil (1Q: percentil 25 — percentil 75), n=5 por grupo; p=0,2215 - Teste de Kruskal-Wallis,
seguido por teste post hoc de Dunn. Barra representa valores minimo e maximo das medidas.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a relacdo entre o uso de enalapril ou losartan com possiveis
melhorias no desempenho fisico de animais SHR, avaliado de forma indireta através da distancia
maxima percorrida pelos animais em esteira adaptada. Os efeitos foram, resumidamente: 1) A
ingestao de enalapril modula o peso corporal dos animais, impedindo o ganho de peso e diminuindo
o acumulo de gordura retroperitoneal ao longo do tratamento; 2) Reducéo significativa na PAM dos
animais tratados com enalapril foi observada em comparagdo aos outros grupos; 3) O uso de
enalapril ndo melhorou a distancia percorrida pelos animais, mas evitou o declinio da mesma quando
comparada com os outros grupos; 4) O tratamento com enalapril foi capaz de prevenir o declinio da
distancia percorrida dos animais, mesmo 1 semana apds o término do tratamento ; 5) A
administracdo de enalapril ou losartan ndo alteraram a capacidade oxidante e antioxidante total dos
musculos gastrocnémio, sdleo e do plasma dos submetidos ao teste de esforco mdximo em esteira;
7) A administracdo de enalapril — mas ndo de losartan, alterou a metilagcdo global do DNA de células
musculares esqueléticas do musculo gastrocnémio de animais ao teste de esforco maximo em

esteira.

Os animais tratados com enalapril apresentaram reducdo do peso corporal e menor
acumulo de gordura retroperitoneal, sendo este mais evidente apds o 142 dia de tratamento e tal
reducdao nao foi observada nos outros grupos. Varios estudos corroboram com este achado e
sugerem que o SRA é envolvido em processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos ligados a sindrome
metabdlica, onde o tratamento com enalapril reduziu a adiposidade relacionada ao envelhecimento
de animais F344, na auséncia de alteracGes na atividade fisica, na temperatura corporal ou na
ingestdo de alimentos (CARTER, CHRISTY S. et al., 2011). Ratos wistar alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com enalapril apresentaram reducdo do peso corporal, nos niveis de leptina,
da atividade da ECA no tecido adiposo e aumento nos niveis de PPAR-y e adiponectina (SANTOS,
EDSON LUCAS et al., 2009). Animais SHR tiveram niveis reduzidos de ET-1, da insulina de jejum,
melhora da sensibilidade a insulina e niveis de adiponectina com a administracdo de enalapril
(POTENZA et al., 2006). O provavel mecanismo que modula a perda de gordura na administracdo de
enalapril esta relacionada com aumentos da oxidacdo de acidos graxos, nos niveis de adiponectina e
melhor sinalizacdo de receptores ativados por proliferadores periféricos (PPAR-y) e de insulina
(CARTER, CHRISTY S. et al., 2011; FONTANA et al., 2014; SANTOS, EDSON LUCAS et al., 2009). Estes
dados sugerem um papel importante do enalapril na modulagdo do RAS também em relacdo a

regulacdo do peso corporal (SANTOS, EDSON L. et al., 2008).

Redugdes estatisticamente significativa na PAM dos animais tratados com enalapril

foram observadas a partir da 42 semana de tratamento. Além disso, a analise da area sob a curva
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demonstrou uma reducao da PAM ao longo das semanas de tratamento. Esse dado corrobora com o
descrito na literatura, onde ha relatos que doses de 10 mg/kg/dia de enalapril é suficiente para
desencadear diminui¢des consideraveis na PA em animais SHR (AMANO et al.,, 1995). Ao mesmo
tempo, ndao foram observadas redugdes significativas na PAM nos animais tratados com losartan 10
mg/kg/dia. Dados da literatura apresentam resultados divergentes em relagdo a diminuicdo da PAM
em animais SHR utilizando a mesma dose, demonstrando eficacia (CODY et al., 1995) ou ndo (STIER
et al., 1993) na reducdo da PAM. Apesar de descrito na literatura que os ARA sdo eficientes anti-
hipertensivos (MAIDA et al.,, 2016), uma vez que reduzem o efeito tréfico da Ang Il sobre o
componente autdbnomo simpatico e diminuem a secrecdo de catecolaminas, reduzindo
indiretamente a atividade simpatica (RIBEIRO, 2007; SAAVEDRA, 2005), o estresse causado pela
restricdo dos animais durante o protocolo de analise indireta da PA pode ter interferido no controle
da PAM dos animais. Ha relatos de tal situacdo, onde animais SHR podem ter aumentos na PA
mesmo com um pequeno nivel de estresse, como o causado pela restricio ou imobilizacdo forcada
nas mensuracdes através de métodos indiretos e a compressdo prolongada da cauda do animal
durante a mensuracdo indireta da PA pode produzir leituras que ndo estimam a PA intravascular com
precisdo (CHIUEH; KOPIN, 1978; FRITZ; RINALDI, 2008). Além disso, esses animais sdo considerados
simpatotdnicos, pois apresentam maior atividade simpdatica e/ou reducdo da influéncia vagal,
reduzida sensibilidade do barorreflexo e os niveis plasmaticos de Ang Il nessa espécie de animal,

interferindo no controle da PA (OPARIL; SCHMIEDER, 2015).

N3o observamos altera¢des na FC dos animais SHR tratados com 10 mg/kg de losartan
ou enalapril. Este resultado corrobora com a literatura e justifica-se pelo fato que losartan exibe
efeitos simpatoinibitdrios no nivel vascular, mas ndo no nivel cardiaco (MOREAU et al., 1993; WEBER

et al., 1995).

A atenuac¢do do declinio da for¢a muscular apds tratamento com IECA é bem relatada na
literatura, mas apresenta resultados conflitantes. O menor declinio da for¢ga muscular foi observado
ao avaliar o desempenho fisico e qualidade muscular em ratos idosos (F344), submetidos a
tratamento com enalapril e losartan (30mg/kg/dia para losartan e 40mg/kg/dia para enalapril)
(CARTER, CHRISTY S. et al., 2011). O tratamento com enalapril (5mg/kg/dia) promoveu maior
resisténcia ao enfraquecimento muscular em ratos MDX e melhorou a capacidade de exercicio em
animais SHR tratados com perindopril (3mg/kg/dia) (COZZOLI et al., 2011; MINAMI et al., 2007). Ha
relatos de beneficios em humanos. Idosos usuarios de IECA apresentam maior resposta funcional ao
exercicio, idosos com deficiéncia funcional obtiveram melhorias no teste de caminhada de 6 minutos
equivalente a 6 meses de treinamento e o uso de IECA foi associado a taxas reduzidas em até 3 anos
no declinio da forca muscular e velocidade de caminhada (BUFORD et al., 2012; CARTER, CHRISTY S

et al., 2002; SUMUKADAS et al., 2007). Entretanto, estudo recente avaliou diferentes parametros de
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desempenho muscular e fisico em 838 idosos, ndo encontrando relagdo positiva entre a ingestdo de
IECA e a qualidade ou fun¢do muscular (SPIRA et al., 2016). Nao foi observada melhorias na resposta
ao exercicio em idosos apés 20 semanas de administragdo de IECA nem na resisténcia ou capacidade
oxidativa maxima do musculo esquelético de ratos wistar tratados com perindropil (2 mg/kg/dia) por

10 a 12 semanas (BAHI et al., 2004; SUMUKADAS et al., 2014).

Com relagdo ao tempo de tratamento, o presente estudo evidenciou que os animais
expostos ao uso de enalapril apresentam menor declinio da distancia percorrida ao longo dos 28 dias
de tratamento, quando comparado com os outros grupos. Este achado corrobora com estudo
associando o tempo de exposicdo a tratamento com IECA com tendéncia a maior quantidade de
massa muscular e mais recentemente mulheres usuarias de IECA apresentaram tendéncia a maiores
indices de massa muscular esquelética, bem como maior massa magra apendicular (DI BARI et al.,
2004; SPIRA et al., 2016). Postulamos que tais diferencas poderiam ser evidenciadas em outras
formas de avaliacdo do desempenho, maior dosagem da droga ou até mesmo em periodos maiores

de intervengao.

Diversos fatores influenciam a capacidade do IECA em modular a funcao fisica. Os IECA
melhoram a func¢do endotelial, o fluxo sanguineo e o transporte de glicose, estes interligados com a
melhora da fung¢do muscular, melhoram ainda a sensibilidade a insulina, independentemente de
reducBes na PA e podem ser secundarias a melhorias na sinalizacdo do NO (DE CAVANAGH, E. M. V;
INSERRA; FERDER, 2011; GIOVANNINI et al., 2010; HENRIKSEN; PRASANNARONG, 2013), decorrente
do aumento dos niveis circulantes de BK apds tratamento com IECA, com posterior liberacdo de
prostaglandinas, prostaciclinas e NO (BURNIER, M; WAEBER; BRUNNER, 1994). A atividade da BK
mantém a producdo de NO, inibindo a citocromo-c oxidase e limitando o consumo de oxigénio
mitocondrial (WANG; FEDORUK; RUPERT, 2008), ao mesmo tempo que uma maior atividade no
receptor 2 de cininas estaria associada a eficiéncia metabdlica e ao maior desempenho de
resisténcia (PUTHUCHEARY et al., 2011). Dessa forma, os efeitos benéficos produzidos pelo
tratamento com IECA ndo se deve apenas a redugao na sintese de Ang Il, mas também a potenciagao
dos efeitos bioldgicos da bradicinina, devido sua menor degradagdo endégena (COELHO et al., 2016;
WANG; FEDORUK; RUPERT, 2008). Diferentes isoformas do NO também podem influenciar a
eficiéncia do musculo esquelético, uma vez que a expressao de iNOS tende a diminuir ao mesmo
tempo que a expressao de nNOS tende a aumentar no musculo esquelético apds tratamento com
enalapril, mas somente a expressdo de eNOS aumenta de forma estatisticamente significante
(MARZETTI et al., 2013). Cada uma delas pode produzir efeitos especificos sobre a sensibilidade a
insulina, estresse oxidativo, apoptose e processos inflamatodrios, fungGes protetoras e patoldgicas,
dependendo da quantidade, bem como da sua disposicdo espacial (LEITNER et al., 2017). Ratos

tratados com enalapril apresentaram resisténcia ao enfraquecimento muscular e redugdo de
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espécies reativas de oxigénio (ROS), melhorando a funcdo dos musculos, reduzindo a ativacdo do
fator nuclear kappa B (NF-kB) (COZZOLI et al., 2011). O estresse oxidativo elevado poderia ser
causador da indugdo de vias de sinalizacdo que levam a degeneragdo muscular, enquanto que a
atividade aumentada de NF-kB resulta na produgdao aumentada do fator de necrose tumoral alta
(TNF- a) e diminuicdo da sensibilidade a insulina (CHOI et al., 2016; WEI et al., 2008) (Wei et al.,
2008; Choi et al., 2016). Por sua vez, o TNF-a prejudica a sinalizacdo da insulina, promove a
degradacdo das proteinas musculares e a apoptose dos midécitos, desempenhando um papel central
na perda de massa muscular (GIOVANNINI et al., 2010). Estes achados ligam a inflamacgao, o estresse
oxidativo e a expressado das isoformas do NO com a morte celular e as vias de sobrevivéncia celular.
Assim, enalapril produz acdo sobre a sinalizacdo do NO ao mesmo tempo que modula a acdo da Ang

Il, com consequente beneficios ao musculo esquelético (MARZETTI et al., 2013).

No presente trabalho, o tratamento com losartan ndo causou melhorias na distancia
percorrida pelos animais SHR e tal desempenho foi reduzido apds a 32 e 42 semana de tratamento.
Uma possivel explicacdo é que a dose administrada (10 mg/kg/dia), apesar de possuir relagdo com
efeitos benéficos, é menor que a usada em outros estudos que evidenciaram efeitos no musculo
esquelético de ratos (40mg/kg/dia) (CARTER, CHRISTY S. et al., 2011). Além disso, diferentemente do
encontrado com o tratamento do enalapril, a administracdo de losartan ndo altera os niveis
circulantes de BK, pois este interagindo diretamente no receptor AT,, ndo exerce qualquer bloqueio
na atividade da ECA e consequentemente menor degradacao da BK (SHARMA, 2009). Tal achado leva
a hipétese de que a maior liberacdo de NO causada pela menor degradacdo da BK seria uma das
possiveis vias responsaveis pelos beneficios dos IECA no menor declinio da fungdo muscular ao longo
do tratamento, observada no presente estudo. Estudos futuros sdo necessarios para elucidar tal

mecanismo.

Em humanos, estudos também ndao observaram melhorias na capacidade de exercicio
com a administracdo de losartan (50mg/dia — 4 semanas), em pacientes adultos com disfun¢do do
ventriculo direito ou do ventriculo esquerdo (DORE et al., 2005; GERDTS et al., 2006). Entretanto, o
beneficio com a administracdo de ARA também é visto na fungao fisica em idosos, em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva e em pacientes com doenca arterial periférica (CARTER, CHRISTY S.
et al., 2011; HAMROFF et al., 1999; ZANKL et al., 2010). Em roedores, melhorou a capacidade de
exercicio, acelerou a cicatrizagdo muscular, retardou a atrofia por desuso e atenuou o declinio da

forca de preensdo (CARTER, CHRISTY S. et al., 2011; FENG, X. et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais os ARA melhoram a funcdo fisica ainda sdo obscuros, mas
relacionam-se com a reducdo da inflamacdo e da producdo de radicais livres, reducdo sérica nos

indices da citocina inflamatéria IL-6 e aumentos nos indices de catalase e de glutationa peroxidase
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(GPX) (DAI et al., 2007; LIN et al., 2014). Os beneficios ainda estdo interligados a mecanismo
dependente da via PPAR-6/AMPK, independente do blogueio do receptor AT1 e uma maior ativacdo
da cascata de sinalizacdo TGF-B e IGF-1/Akt/mTOR, uma vez que estudo demonstrou que o bloqueio
do receptor AT1 protegeu a atrofia muscular por desuso (BURKS; COHN, 2011; FENG, X. et al., 2011).
Estudo demonstrando que o bloqueio do receptor AT1 com losartan, aumentou os niveis circulantes
de Ang-(1-7) (SCHINDLER et al., 2007) bem como a atividade da ECA2 (ZHANG, Y. H. et al., 2015),
juntamente com o fato que a ativagdo dessa via ndo cladssica do SRA resultaria em efeitos benéficos
como anti-fibrético, anti-inflamatdrio e antitréfico no musculo esquelético através da ativacdo do
receptor Mas (CABELLO-VERRUGIO; RIVERA; GARCIA, 2017), explicariam tal possibilidade. Assim,

estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer a acao dos ARA no desempenho fisico.

Recente mecanismo de acdo tem descrito células satélites musculares como alvo
principal da ativacdo ou bloqueio do SRA, onde o bloqueio culminou na protecdo dessas células
responsaveis pela regeneracdo e melhora da funcdo muscular (SARTIANI et al, 2015). Outro
mecanismo descreve que durante a administracdao de IECA, parte da Ang Il presente é degradada
pela ECA2 e, consequentemente, ativa o eixo Ang(1-7)/Receptor Mas, agindo contrariamente as
acGes desencadeadas pela ativacdo do receptor AT1 (SHI et al.,, 2015). Até o momento ndo é

conhecido se tal mecanismo ocorre em humanos.

Considerando tais achados, podemos afirmar que o menor declinio do desempenho
fisico através da intervencdo com enalapril pode trazer importantes implicages clinicas, tanto para
individuos em processo de envelhecimento (BUNOUT et al.,, 2009; CARTER, C S et al., 2005;
SUMUKADAS et al., 2007; ZHOU et al., 2015; ZI; CARMICHAEL; LYE, 2003), bem como para individuos
interessados em melhor performance fisica (WANG; FEDORUK; RUPERT, 2008). Primeiro, porque a
funcdo fisica, que envolve a massa muscular, forca, poténcia e desempenho fisico é determinante
critico para a realizagdo das atividades independentes na vida adulta, sendo considerado um
principio central da qualidade de vida (TROMBETTI et al., 2016) e a disfungdo do sistema musculo
esquelético € uma condicdo debilitante que predispde a maior risco de quedas, hospitaliza¢cdes e
mortalidade, principalmente em individuos em processo de envelhecimento (CHATTERJI et al., 2015;
SAYER et al., 2013; STUDENSKI, S et al., 2011). Segundo, até o momento, nenhum tratamento
farmacoldgico demonstrou ser eficaz na atenuagao do declinio do desempenho fisico relacionado ao
envelhecimento e uma intervengao farmacoldgica eficaz poderia ter um impacto clinico significativo,
uma vez que tal intervencdo exige tipicamente minimo esforco por parte dos pacientes - um ponto
importante dado que o esforco inicial para iniciar um programa de exercicios é uma barreira primaria
aos tratamentos baseados em estilo de vida (Simon et al., 2015). Além disso, uma intervencdo
farmacoldgica capaz de melhorar indices de desempenho muscular, chamaria a atenc¢do de atletas e

esportistas profissionais, dado que estudo ja levantou a hipétese que — considerando a possibilidade
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de melhorar resposta ao exercicio associado a diminuicdo da atividade da ECA plasmatica, o uso de
IECA ou ARA poderiam ser considerados agentes de doping (WANG; FEDORUK; RUPERT, 2008).

InvestigacGes futuras sdo necessarias para elucidar os mecanismos atuantes nesse processo.

No presente trabalho, nem a administracdo de enalapril, bem como de losartan, foram
capazes de alterar a capacidade dos musculos gastrocnémio, sdéleo e do plasma em resistir ao
estresse oxidativo - reduzindo o ion férrico (avaliado pelo FRAP), na sua habilidade em sequestrar
radicais livres (avaliado pelo ABTS), na producdo de anions superdxido (avaliado pelo NBT) e na
producdo peroxidacdo lipidica (avaliada pelos niveis de malondialdeido — MDA) em ratos
espontaneamente hipertensos submetidos a teste de esforco mdximo em esteira. Tal achado
corrobora com o encontrado na literatura, uma vez que a administracdo do IECA perindopril ndo
melhorou a capacidade oxidativa dos musculos esqueléticos e nem melhorou a performance de ratos
sedentdrios submetidos a teste de exaustdo em esteira (BAHI et al., 2004) e ndo foi capaz de
melhorar a capacidade oxidativa do musculo gastrocnémio em ratos diabéticos, também submetidos
a teste de tolerancia ao exercicio (ROUYER et al., 2007). Resultados similares foram observados em
outros tecidos, como (GUL et al., 2006) demonstraram que o nivel de MDA no tecido cardiaco ndo foi

afetado pelo exercicio exaustivo agudo em ratos ndo treinados.

Entretanto, outros estudos disponiveis na literatura indicam que os inibidores da ECA
modulam variados processos biolégicos, como funcdo metabdlica geral, sensibilidade a insulina,
inflamacdo e resisténcia oxidativa (HENRIKSEN; JACOB, 2003), atenua o estresse oxidativo em ratos
diabéticos (DE CAVANAGH, E. M. V. et al., 2001) e tal beneficio ndo é isolado ao musculo esquelético,
pois diversos estudos demonstraram que o tratamento com o IECA enalapril atenua a disfungdo em
outros sistemas organicos, incluindo rins e coracdo, que parecem ser mediados por reduc¢des no
estresse oxidativo, inflamacdo e sinalizacdo da insulina (BASSO et al., 2007, CHANDRAN et al., 2014;
DE CAVANAGH, E. M. V. et al., 2001), indicando inclusive preservagdo da fungdo muscular, uma vez
gue o tratamento com enalapril atenuou a apoptose mediada por mitocéndrias (CARTER, CHRISTY S.

etal., 2011).

Por sua vez, a administracdo do antagonista do receptor da Ang Il - olmesartan, por 8
semanas, ndo melhorou a atividade das enzimas associadas com o metabolismo oxidativo no
musculo esquelético de individuos obesos, uma vez que ndao houve alteragdo na concentragao de
CO,, produzido pela oxidacdo do palmitato apds o tratamento (BOUTAGY et al., 2015). Ainda, estudo
realizado por Moors e colaboradores (MOORS et al., 2013) ndo observaram mudancgas na expressao
de mRNA do musculo esquelético de genes alvos associados com o metabolismo oxidativo apds
tratamento com o ARA valsartan por 26 semanas em humanos com metabolismo de glicose

diminuido. Entretanto, estudos demonstram que a administracdo de losartan tem potencial efeito
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antioxidante em outros sistemas organicos, uma vez que aumentou a atividade de enzima
antioxidantes (Cu, Zn-superéxido dismutase, catalase e GSH peroxidase) em ratos com infarto do
miocardio (KHAPER; SINGAL, 2001) e portadores de nefropatia diabética (OGAWA et al., 2006),
reduziu niveis de citocinas inflamatodrias (DAl et al.,, 2007; TAKAGI et al., 2013), inclusive sua
administracdo foi capaz de reduzir a fibrose e melhorar a regeneragdo muscular, em doses abaixo

das necessarias para qualquer efeito anti-hipertensivo (BEDAIR et al., 2008).

Com relagdo a capacidade do teste de esfor¢o agudo produzir danos oxidativos capazes
de serem avaliados, (LIU et al., 2000), avaliaram diversos biomarcadores de estresse oxidativo,
oxidacdo de proteinas e antioxidantes enddgenos (peroxidacdo lipidica [MDA], oxidacdo de
proteinas, danos no DNA, e os antioxidantes enddgenos incluiram acido ascdrbico, alfa-tocoferol,
GSH e GSSG, ubiquinona, ubiquinol, cisteina e cistina) em ratos submetidos a exercicio agudo, sendo
este a corrida em esteira até exaustdo. Os animais foram condicionados a esteira por um periodo de
2 semanas, 10 minutos a 0,8 km/h / 3 vezes por semana antes do teste de exaustdo. Os niveis de
MDA nos musculos das patas traseiras (vasto lateral, dividido em grupos musculares rapidos e lentos)
ndo foram alterados pelo exercicio agudo, somente no exercicio crénico. Tal achado corrobora com
nosso estudo, uma vez que ndo observamos alteracdes nos niveis de MDA, tanto no grupo tratado

com enalapril, bem como no grupo tratado com losartan.

Nestas circunstancias, é possivel que no presente trabalho o simples teste de esforgo
maximo ndo foi suficiente para causar dano oxidativo exacerbado nos musculos avaliados e no
plasma, ao mesmo tempo que o estresse oxidativo possa ter ocorrido logo apds a realizagdo do
ultimo teste de esforco, sendo reduzido e/ou controlado ao longo das 24 horas decorrentes até a
realizacdo da eutanasia dos animais. Essa é uma hipotese a ser considerada uma vez que ha relatos
na literatura que uma Unica sessdo de exercicio agudo pode na verdade ndo causar estresse
oxidativo significativo ao tecido muscular por causa das a¢des de tamponamento de sistemas
antioxidantes, mas a imposi¢ao didria de longas sessdes de exercicios parece deixar vestigios de
estresse oxidativo acumulado (LIU et al., 2000). Além disso, optamos por ndo utilizar nenhuma forma
agressiva de estimulo a corrida dos animais como o choque elétrico, uma vez que tal estimulo

poderia ser o gatilho do estresse oxidativo (SUN et al., 2016).

Atualmente esta claro que tanto o exercicio agudo aerébio (ASHTON et al., 1998) como
o anaerdbio (BAILEY et al., 2007) tém o potencial de resultar em aumento da producdo de radicais
livres, o que pode ou nao causar estresse oxidativo agudo. Entretanto, para que o estresse oxidativo
ocorra, as EROs produzidas durante o exercicio devem exceder o sistema de defesa antioxidante
presente, resultando em dano oxidativo as biomoléculas especificas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984)

. Diferentes protocolos de exercicios podem induzir niveis variados de producdo de EROs, ja que o
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dano oxidativo tem mostrado ser tanto dependente da intensidade e duragdo do exercicio, idade,
status de treinamento e ingestao dietética dos individuos quanto a deteccao desse estresse in vivo
(biomarcador escolhido, amostra de tecido, tempo de amostragem). Durante protocolos de baixa
intensidade e duracgdo, as defesas antioxidantes parecem suficientes para atender a producdo de
EROs, mas a medida que a intensidade e / ou duragdo do exercicio aumenta, essas defesas ndo sdo
mais adequadas, resultando potencialmente em dano oxidativo aos tecidos circunvizinhos (FISHER-
WELLMAN; BLOOMER, 2009). Tais varidveis podem explicar parcialmente os presentes achados.
Além disso, uma limitagdo do nosso estudo em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo é o fato
de ndo contarmos com um grupo onde fora induzido uma situagao de estresse oxidativo adicional,
verificando assim a real capacidade dos IECA ou dos ARA em melhorar tal capacidade, como é
descrito na literatura (CHOI et al., 2016; COZZOLI et al., 2011; MARZETTI et al., 2013; WEI et al.,
2008).

Ainda no presente estudo evidenciamos a associacdo entre a administracdo do IECA
enalapril e um aumento nos niveis globais de metilagdo do DNA, em células do musculo
gastrocnémio de ratos espontaneamente hipertensos, submetidos a teste de esforco maximo em
esteira. Este é o primeiro registro na literatura demonstrando altera¢des epigenéticas oriundas da

administracdo do enalapril.

Alteragdes epigenéticas ocorrem dentro das células musculares durante o
desenvolvimento, maturagdo e regeneracdo (BAAR, 2010). Tais alteragcbes podem envolver dois
principais mecanismos: (1) modificagbes covalentes nas caudas do terminal N das proteinas histonas
e (2) metilacdo do carbono 5 da citosina, geralmente seguido por guanina (nucleotideos CpG), em

moléculas de DNA (GOMES; PELOSI, 2013).

Considerando os resultados do presente estudo, relacionados a hipermetilagdo do DNA
do musculo gastrocnémio dos animais submetidos ao tratamento com enalapril, juntamente com o
fato desse musculo apresentar maior porcentagem de fibras musculares de contragao rdpida ou do
tipo lla (ARMSTRONG; PHELPS, 1984; MORITANI; ODDSSON; THORSTENSSON, 1991; SANCHEZ et al.,
2014; WIBERG et al., 2015), nds postulamos a existéncia da reducdo na expressao de possiveis genes
presentes nas fibras, sendo eles: ATPase, transportador de Ca2*, musculo cardiaco, contrac3o lenta —
tipo Il - SERCA2 — ATP2A2; troponina tipo | (lenta) — TNNI1; Cadeia pesada de miosina 7B, musculo
cardiaco, beta - MYH7B; Cadeia leve de miosina 2, cardiaca, lenta - MYL2; Troponina T tipo 1
(esquelética, lenta) - TNNT1; Cadeia pesada de miosina 7, musculo cardiaco, beta - MYH7; Lactato
desidrogenase B (LDH-H) - LDHB e Tropomiosina 3 (a-tropomiosina lenta) - TPM3. Recente e pioneiro

estudo relacionou a metilagao especifica do tipo de fibra muscular, identificando os genes acima
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descritos como hipermetilados e apresentando baixo nivel de expressdo nesse tipo de fibra muscular

predominante (BEGUE et al., 2017).

Assim, a hipermetilacdo dos genes da miosina lenta em fibras musculares rapidas
poderia ser parcialmente responsavel por sua baixa expressao no tipo de fibras musculares rapidas
(SCHIAFFINO et al., 2015), deixando claro que os niveis de metilagdo podem influenciar as
propriedades metabdlicas do musculo, baseado no tipo de fibra predominante. Postulamos ainda
qgue a reducdo da expressao desses genes pode ser ainda mais significativa com a administracdao de
enalapril. Estudos futuros sdo necessdrios para comprovar tal hipétese. Além disso, hipotetizamos
gue a administracdo do enalapril seria capaz de induzir a diferentes modulagdes na metilacdo global
do DNA e na expressdo de mRNA de genes codificadores dos receptores para adiponectina e BK,
hormonios que estdo envolvidos na regulagdo do metabolismo do musculo esquelético (TAGUCHI et
al., 2000), uma vez que estudo identificou mudancgas na metilacdo do DNA e na expressdao de mRNA
de varios genes em humanos, incluindo ADIPOR1, ADIPOR2 e BDKRB2 em resposta a uma
intervencdo de exercicio de longo prazo. Tais efeitos poderiam causar melhorias no metabolismo,
reduzindo a circunferéncia abdominal, peso e IMC de individuos com predisposicdo ao
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (NITERT et al., 2012). Tais hipdteses sustentariam nossos
achados relacionados a reducdo do peso corporal, induzida pela administracdao de enalapril.

Pesquisas futuras sdo necessdrias para investigar essa possibilidade.

O musculo esquelético é um tecido multicelular composto por varios tipos de fibras
musculares, cada um com perfis funcional e metabdlico diferentes (CICILIOT et al., 2013). Fibras
musculares de contra¢do lenta - composta por cadeia pesada de miosina |, possuem uma alta
capacidade oxidativa sendo menos fatigaveis que as fibras musculares de contragdo rapida — estas
compostas por cadeia pesada de miosina lla, mais anaerdbicas na natureza e pode gerar
substancialmente mais poténcia (até 20 vezes) do que fibras musculares de contragdo lenta (TRAPPE
et al., 2015). Considerando as diferencas metabdlicas, estruturais e funcionais entre as fibras
musculares de contracdo lenta e rdpida (LUDEN et al., 2008; MURACH et al., 2014; TRAPPE et al.,
2015), as analises de metilacio do DNA especificas do tipo de fibra podem fornecer novas
informacGes sobre a saude, desempenho e doencga do musculo esquelético, na sarcopenia (BIOLO;
CEDERHOLM; MUSCARITOLI, 2014), em distrofias musculares (RODRIGUEZ-CRUZ et al., 2015), bem
como na gravidade dessa, controlando a capacidade de resistir a danos musculares (BAJANCA;
VANDEL, 2018). Entretanto, a interpretacdo das diferencas nos perfis de metilacdo do DNA para
tecidos é complicada pelo fato de que o perfil epigenético pode diferir substancialmente entre varios
tipos de células dentro de um tecido (VARLEY et al., 2013). No futuro, a relagdo entre o nivel de

metilacdo e a expressao génica deve ser estendida ainda a outros genes que mostram um perfil de
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metilagdo do DNA diferente entre os tipos de fibras musculares em relacdo aos diferentes estimulos

(BEGUE et al., 2017).

Diante desses achados, podemos considerar que a literatura busca compreender como
0s mecanismos epigenéticos podem controlar o desenvolvimento muscular, seu metabolismo, suas
adaptacOes e diferenciacées, bem como sua regeneracdao em processos patoldgicos e distrofias.
Grandes debates relacionados a modulacdo epigenética sobre o gene da ECA e sua influéncia sobre o
desempenho e resisténcia ao exercicio tém sido crivados por especialistas, chegando a ser
especulado que tal regulacdo seria relevante para a capacidade de resisténcia ao exercicio uma vez
que a hipermetilacdo do gene da ECA poderia influenciar nessa capacidade de resisténcia (RALEIGH,

2012).

O presente achado fornece novas bases para a compreensdao das modulacdes
epigenéticas induzidas mediante a administracdo de enalapril, abrindo possibilidades para
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas para distlirbios do sistema musculoesquelético
relacionados as deficiéncias metabdlicas, do desempenho, da qualidade muscular, do

envelhecimento e outras malignidades.
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6. CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho confirmam o efeito protetor do enalapril sobre o sistema
musculoesquelético e sobre a modulacdo do peso corporal, bem como demonstra pela primeira vez
gue a intervencao farmacolégica com foco na modulagao do SRA utilizando o IECA enalapril é capaz

de promover alteracdes epigenéticas no musculo esquelético de ratos submetidos ao teste de

esforco maximo.
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ANEXO A

Oficio de aprovacao do projeto de tese pelo CEUA

Universidade
==  LCstadual de Londrina

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 107/2015 Londrina, 19 de Junho de 2015.

Prezada Pesquisadora,

A CEUAUEL reunida em 10 de Margo de 2015 avaliou o projeto de pesquisa
intitulado “Efeito de drogas com agdo no sistema renina-angiotensina no desempenho
fisico de ratos hipertensos”, regisirado sob o processo CEUA n°30987.2014.73, pesquisa
da Centro de Ciéncias Bioldgicas, desenvolvido sob sua responsabilidade. Esclarecidos os
aspectos metodologicos solicitados, o projeto esté aprovadoe para execugido entendendo-se
que 0s principios éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal estdo respeilados.

Serdo utilizados 90 ratos, SHR mach' s, com 60 dias de idade e provenientes do
Biotério Central de ratos do Institulo’ de Clencla Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
O projeto tem como cbjetivo avaliar os 5] s agudos ou crénicos do tratamento
farmamlogmo com ECA ou BRA iH etros fisicos e autondmicos de ratos

hipertensos. Para tanto, I 3 grupos experimentais: Grupo
Controle {GC), o qual rece somente agua de torf upc de animais submetidos ao
tratamento com o IECA enalapril (10mg/kg/dia); Gripo fhais submetidos ao tratamento
com o bloqueador do receptor- AT1 losartan (1Dmg/kg/d|a) Os tratamenlos ocorrerdo via
gavagem durante 28 dias consecutivos, tendo seisiiriicio 24 horas apds o primeiro teste de
esforgo maximo. Os animais::serdo submetidos ao:exercicio fisico na esteira para ratos
roedores precedido de atividade de adaptagao a esteira para quantificagdo do trabalho
externo realizado pelo rato e o conffole  déd “intensidade e duragdo do exercicio para
posteriormente serem submetidos ag t¢ste de esforco para avaliagic do desempenha fisico
e da capacidade aerobica maxima dos animais ¢ serdo analisades parameiros
cardiovasculares e analisado a composug;ao corporal Os protocolos experimentais estéo
aprovados com previs&o para execugdo em 36 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragbes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter 6 novo prolocelo & apreciagdo da CEUA/UEL
anteriormente & execugio das modificagdes,

Coloco-me & disposicdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem
nacesséria. Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente,

Wldiau, Cp" Ve ypunen
Prof. Dr. Waldiceu Aparecido Vgsri Junior
Coordenador da CEUA/UEL

Iima. Sra.

Profa. Dra. Gislaine Garcia Pelosi Gomes

Coardenadora do Projeto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas

Centro de Ciéncias Bioldgicas

Com cOpia para Sra. Edilamar dos Anjos (Chefe da DCA/PROPPG), Chefe do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas e Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biolégicas,

Campas Universltirls; Rodovia Celsa Garein Cil (PR 445, o 380 - Vome (093] 33714000 PARX. P 3284490 - Cain Postal J0.C11 - CLD BE057-970— Toformel [
LONDIINA - - PARANA - BRASI,
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ANEXO B

Certificado de saude dos animais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Instituto de Ciéncias Biomédicas

Departamento de Fisiologia e Biofisica

Laboratério de Fisiologia Cardiovascular

Av: Prof. Lineu Prestes, 1524 — sala 103, SP — Cep: 05508-000
Fone: (11) 3091-7244 / Fax: (11) 3091-7213

A\

S&o Paulo, 21 de outubro de 2014

CERTIFICADO DE SAUDE

Eu, Alexandre Ceroni, Médico Veterinario registrado no Conselho Regional de Medicina
Veterinaria do Estado de S&c Paulo, Brasil sob o nimero 10.592, atesto que os animais
que acompanham este certificado 40 Rattus norvegicus (sendo da linhagem SHR),
animais criados e mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo Paulo. Ndo se originaram de estabelecimentos onde fossem realizados
trabalhos com agentes exoticos de doengas que afetam animais domésticos ou aves
domésticas. Sdo animais livres de patdgenos, ndo portadores de nenhuma doenga
infecto-contagiosa e ndo foram inoculados com quaisquer agentes bioldgicos e/ou
quimicos. Nao oferecem, portanto, nenhum risco aqueles que os manipulem e/ou

transportem.
|
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ANEXO C

Guia de transito dos animais

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL @

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO // DE FE SA
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA | SECRETARIA DE AGRICULTURA € ABASTECIMENTO /4 ARIA
DRPANTAMENTO o St OORDENADORIA DE DEFESA AGROPECUARIA AGROPECU

S e sERxé SO 7
GUIA DE TRANSITO ANIMAL (GTA) - g 460914
i » (VALIDA EM TODO O TERRITORIO NACIONAL) S P| F ' :
1. BOVIDEOS -
[ IBovlnos ["] Bubalinos | 2. MARCA DO REBANHO
NI . . (PARA BOVINOS/BUBALINOS)
até 12 moses 13 a 24 meses 25 a 36 meses + de 36 meses total
M ll- M lI M |F M lF M lF
3.AVES o )
Galinhas Qvos Feérteis __| Bisavos Corte Macho Fémea Total
- Perus __|Pintos de 1 dia _|Aves Postura ;
= _|Avestruzes Adultos | Matrizes I J
U Comercial oPL ET FTELTLY]
4.SUIDEOS | | 5. OUTRAS ESPECIES [ X] 6.CAPRINOS [_] 7.0VINOS [_] 8. EQUIDEOS [
Macho Fémea Total f(‘_] Peso (KG) até 6 meses | Acima de 6 meses| TOTAL Eqiiinos
| Unidades M F M F Asininos
y| L9 [0 | a0 | |
E 9. ANIMAIS AQUATICOS T
.. |Peixes __{Adultos __| Ovos Embrionados Peso(KG) Total Savar
o . |Crustaceos __|Alevinos: ( iCisIos Volumes(n.) | S numinall:::nstzéi?::ﬁﬁcadass:;
o _|Moluscos __|Larvas Unidades campo de observagiio
a1 L_IPés-arvas
% 10. TOTAL POR EXTENSO:
Quarenta ANIMAIS
11 PROCEDENCIA 12. DESTINO
CPE/CNPJ: 3025530000538 CPF/CNPJ: 35682881842
Nome: Instituto de Clénclas Blomédlcas Nome: Viviane Eatista Estrada
Estabelecimento/CB/USP Estabelecimento:  Unlversidade Estadual de Londrina -
Codigo do Eslabelecimentcs 7703080194 Cédigo do Estabelecimento: @ T
Mumclplo 580 Paulo UF 5P Municipio: Londrina UFPR ; :

13. FINALIDADE l ]Abate [JEngorda [_] Reprodugao [ ] Exposiqéol:]Leiléo B Esporte - mPe:quln :
14, Melo de Transporte L ] Apé [ ] Rodovigrio [ Ferroviario *] Aereo - [] Marit;molFluvraI [Lacre s

15, VACINAGOES [ | FEBRE AFTOSA [ ] BRUCELOSE I_—_IMAREK = :]

T DU SN, Wt T e FOOX A e R
16. ATESTADO DE EXAMES [_:'] Brucelose’ [ Tuberculose [ AlE [ 5‘"“"'1’- [] cetificagdo n°

18. UNIDADE EXPEDIDORA
7 Regﬁgxg?veglcus Atestado de Saude, por Med. Vet Alexandre ceroml
CAMYIO.09L= Escntonu de Defesa Agrupecuana
’ SSo0 Paulo
(11) 38652388
eda.sp@cda.sp.gov.br
NOTAFISCAL: 21, IDENTIFICAGAO E ASSINATURA DO EMITENTE

GUIA DE RECOLHIMENTO: 20042‘90999243402

19 EMTENTE. ) Faderal 20. EMISSAO
Médico Veterinario [f‘:] Estadual Local: 340 Paulo
Habilitado g |
* - abllita Data: 21/10/2014 Hora: 13:5435
"%} Funcionério Autorizado Validade: 24/10f/2014 |
Fone: (11) 3865-2388 |

L] Documonlo pnm o ernsno do animais de acordo com o Decreto n° 5.741, de 30 de margo de 2006
** A prosanto GTA ser4 invalidada nos casos de (1)

MINISTERIO DA AGRICULTURA,PECUARIAEABASTECIMENTO

rasura ou ad &o; (2) ir pgdo do transito entre a procedéncia e g/destino, com desembarque dos animais.
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ANEXO D

Certificado de Analise de Qualidade — Enalapril

o o
CERTIFICADO DE ANALISE MAGISTTRAL

N' de Anilise: 044272012
Procodéncia: Nacionalizado

Aﬂi‘ilds
MAG ISTI‘RAIS

Produto: !nllaprll Maleato
Sinonimia em inglis: Enalapsil Maloate

Lote: AEN03121F2 Lote Fabricanto: §04/44/344004
Data Fab: 0411072011 Data Val: 040912015

DCB n*: 03370 CAS n*;: 76095.164

Férmula Molecular: CouHaNOy CHO, Peso Molecular: 452 52

Densidade aparents {Informativo): 0,5429'mL

Testos Wétodo Unidade Min. I Max. Resultados

N . P4 ctistaling brancs cu P2 crisialine quase

ASpecto (Carsctariaticas) FB5'ed NA U2se DAANCD. besats.

identifcazdo

“Al IR TPCL NA Poyeve Pestiva

B)HPLC IHS Posnve Pestivo
“Schutilidade em dgua FOb'ed NA Lgeiramente scllvel Lgeramenie sclies!
*Sobutilidade em metanol s s ea NA Facinems sobowl Facirnenie soliel
L ey e FBSod | NA Sokivel Solvel
Solublicade em dickrematanc S NA Pratcamess nschivel Praticaneme nsclivel
“Faixa de fusdo FB % ed < 14300 14500 1am
*Poder rotatdck TPaL b 4100 4350 4165

*pH (sclugio 1%) FB S wd. N 240 2mn 288
Substincias relacionadas

A) Impureza (RRT= 1,10) IHS % - 1.00 ND

B Outra impureza - 030 0.5

C) Total da Impurezas . 2,00 030
Nolais pesados IHS % - 0001 <0001
‘Perda por dessecagdo FBG"ed. ® . 1,00 0z7
*Clnzas suifatadas FB5' od » - 0,20 003

*Teor (base anidra) TPQL *® 85,00 0z $0.5%

WA = Nao Aglicavel 5 = In Housa Spectcaton TPQOL = Thira Pan Qualty Lateralory
Logenda de Refordncla: FB (Farmacopeda Srasdara) / USP (Untod Staws Phasmaccpea) ( EF (European Pramacopoeta) |
B9 (Brosh Pharmacopoeia) / JP {Japarese vam..nmn) MG mmdo thl Farmacopaico] | Fatrcanto (Exzeaicasio o
Metodsicgis cordonme o fabticeto & raums)  kafo (R oMo ek pelo LCQ)

(Amuummw Armazena em recpients harmetcaments fechado 8 lemperatura ambiente, Proleger da ha,
|cnbre umidade.

|Conclusto: O matonal fox confimada do acordo com prococtmanias ¢ analses alusis o 0s esulindes estio
'dentro das especificagles. O matenal esth de acordo com a gualidade requerida.
{*) Os ensaics assnalados foram confimados no Laboranono oe Controk: ce Quaicade ATTIVOS MAGISTTRAIS.

Resuftado: { X ) Aprovado [ |Reprovado
Rodnigues Silveira 0 Magamdes
Famacduica Resporsavel Cocrdenadora do Conrole ca Qualidade
CRAF-GO 7625
Anbpalis. 23 de Abel de 2012,
Asvos Magstraa iz ¢ Coreroo Lids el h 8 == core br

A Catncs Jost Roern, 17 = Wa Jewre « 75084150~ Angols - GO Fone 62 354 2100~ Far €2 23432100



ANEXO E

Certificado de Analise de Qualidade — Losartan

CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

84

~FAGRON e i
Aulonzacao oe Funcionaments M .S 1 012847 Irprossdo J06G/4L 1.26
Aut Especial de Funconamento M.S:1 20182.2 NF 002 437 geo 201052014
Insumo: LOSARTAN POTASSICO

Lote : 140316694 Qrigam = Indla Fabric : 31122013 ~

Lota Fab: LTPH31201% ~ Procadanca : Indla Valdade : 01112007

Formula : C22H22CIKNS O P - 461,00 Frac : 310014 2410412014

DCE  : 05432 0CI : 6913 CAS : 124750-99-8

Categoria Terapeutica : ANTIHIPERTENSIVO

F Ensalo l ci o Resultado Reforencia
" DESCRIGAO 70O BRANCD A QUASE BRANCO PO QUASE 8RANCD  [uSP .25
* IDENTIFICACAD gm? Egpecmo DA AMOSRA ESTA DE ACORDO POSITIVO USP - 35
* IDENTIFICAGAQ UV - O ESPECTRO DA AMOSTRA DA AMOSTRA E POSITIVD UsSP - 35
‘ SIMILAR AD DD PACRAD
CIDENTIFICAGAD lmsu\ro PARA POTASSIO POSITIVO USP - 36
* SCLUBILIDADE FACILMENTE SOLUVEL EM AGUA CONFORME UsSP . 35
* SCLUBILIDADE ILIGEIRAMENTE SOLUVEL EM ALCOOL CONFORME USP . 36
rsomomuco
SOLUBILIDADE SOLUVEL EM ACETONITRILA CONFORME USP - 26
* UMIDADE AAXIMO: 0,5% 0.39% USP - 36
* METAIS PESADOS  JWMAXIMO: 10 ppm < 10 ppm USP . 36
* PUREZA WM‘\JREZA INDIVIDUAL MAXIND 0.2% D,170% USP - 36
MAT ICA
* PUREZA TOTAL DE IMPUREZAS MAXIMO 0,5% D,170% USP . 26
MATOGRAFICA
* DOSEAMENTO a3 5 - éﬂ'r'é”‘ (BASE ANNDRA E LIVRE DE 50,51% USP . 25
Vi
* SOLVENTES ETATO DE ETILA: MAAXIND 1000 ppm 278,68 ppm USP . 26
RESIDUAS
" SOLVENTES ANCL: MAXIMO 500 ppen NAD DETECTADD USP . 28
RESIDUAIS
* SOLVENTES TOLUENO: MAXIMO 100 pprn 85,88 porn Iusp - 38
| RESIDUAIS
* SOLVENTES TRIETILAMINA- MAXIMO 100 ppm NAD DETECTADO SP. 36
RESIDUAIS
. g?sﬁﬂes lwu ISCAUTIL CETONA MAXIMD 500 ppm NAD DETECTADD USP - 36
15
* SOLVENTES [ISOPROPANDL MAXIMO 5000 ppm NAD OETECTADD  |USP-36
RESIDUAIS
SOLVENTES CLOROFORMID: MAXIMO &0 ppm NAD DETECTADD Iusv -35
| RESIDUAIS
* DENSIDADE APARENTE INFORMATIVO (SEM COMPACTACAD) 0,46 gimL |MET GERALFEV
NOMENCLATURA LOSARTAN POTASSICO
Ficha de Sequranca
SEGURANGA ACONDICIONAR EM RECIPIENTES HERMETICOS, AD AHRIGO DO CALOR E UMIDADE
QHS 1"} Op sr6m0n wianaados an ot O 0e Corvoie 0o Qualaacs SM Emoresndmernos Famachnoos LTDN CNPJ 24005 aT70000.2)

£ 08 Semas PrRAOR 126 HASSIILS LRI O Centcann de Avalse 00 Fatrcanse

-

Y %

Ora. Shirfol Contl Teruya de Sales
Formocéutco Respersivel Téomea
. CRF-S5PG5 711

SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

R Jwnupan, TTWTTS000
Cop CEM4B070

43 Onental
S3c Pl - 5P

Fore 11 40333700
wwn fagron com &r





