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RESUMO

O treinamento fisico aerébio (TF) tem sido utilizado como um importante tratamento n&o farmacoldgico da
hipertenséo arterial (HA), uma vez que ele corrige a rarefacao microvascular e reduz a presséo arterial. Estudos
mostram que as anormalidades microvasculares estdo diretamente associadas as alteracoes do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e do VEGF receptor 2 (VEGFR2), bem como a um desequilibrio da sinalizacdo apoptdtica
na HA. Entretanto, pouco se conhece sobre os efeitos do TF sobre estes parametros na HA. Nos hipotetizamos
que o TF recupere os fatores angiogénicos e promova um equilibrio entre as protefnas anti e proé-apoptéticas da
familia Bcl-2 potencialmente, contribuindo para a revascularizacdo e regressao da doenca. Ratos espontaneamente
hipertensos (SHR, n = 14) e Wistar Kyoto (WKY, n = 14) com 12 semanas de vida e divididos em quatro grupos: SHR,
SHR treinado (SHR-T), WKY e WKY treinado (WKY-T) foram estudados. Como esperado, 10 semanas de TF foram
efetivas em reduzir a presso arterial em SHR-T. Além disso, o TF promoveu bradicardia de repouso nos grupos
de animais treinados (WKY-T e SHR-T), sendo considerado como um importante marcador de TF aerébio. O TF
também corrigiu a rarefagdo capilar em SHR-T e esta resposta se deve em grande parte por uma recuperagao dos
niveis periféricos de VEGF e um aumento na expresséo de VEGFR2. Em paralelo, foi observada uma normalizacdo
das vias apoptéticas, com aumento da expressao de proteinas antiapoptéticas (Bcl-2 e Bcl-x) e reducédo das pro-
-apoptoticas (Bad) acompanhada pela fosforilacdo de Bad. Estes resultados sugerem que o TF promove revascu-
larizagdo periférica na HA dependente de um fino balango de reguladores positivos e negativos de angiogénese.

Palavras-chave: treinamento fisico, hipertensao arterial, VEGF, apoptose, musculo esquelético.

ABSTRACT

Aerobic exercise training (ET) has been established as an important non-pharmacological treatment for hyperten-
sion, since it corrects the microvascular rarefaction and decreases blood pressure. Studies have shown that microvascular
abnormalities are directly associated with changes in the vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF receptor
2 (VEGFR2), as well as with imbalance of apoptotic signaling in hypertension. However, little is known about these
mechanisms in hypertension. We hypothesized that ET restores angiogenic factors and promotes balance between anti
and pro-apoptotic proteins of the Bcl-2 family, potentially contributing to revascularization and the disease regression.
Twelve-week old male Spontaneously Hypertensive Rats (SHR, n=14) and Wistar Kyoto Rats (WKY, n=14) were randomly
assigned into 4 groups: SHR, trained SHR (SHR-T), WKY and trained WKY (WKY-T) were studied. As expected, ten weeks
of ET were effective in reducing blood pressure in SHR-T group. In addition, ET promoted resting bradycardia in trained
groups (WKY-T and SHR-T), being considered an important marker of aerobic ET. ET has also corrected the capillary
rarefaction in SHR-T and this response is partly due to recovery of the peripheral levels of VEGF and increase in VEGFR2
expression. Concomitantly, normalization of the apoptotic pathway was observed, with increased expression of the
anti-apoptotic proteins (Bcl-2 and Bcl-x) and reduction of the pro-apoptotic protein (Bad), followed by phosphorylation
of the Bad protein and decrease in the Bad/Bcl-x association. These data suggest that ET promotes peripheral revas-
cularization in hypertension dependent on a fine balance between positive and negative requlators of angiogenesis.

Keywords: exercise training, hypertension, VEGF, apoptosis, skeletal muscle.

INTRODUCAO

A hipertenséo arterial (HA) é uma sindrome multifatorial caracte-
rizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA) que
afeta aproximadamente um bilh&o de individuos em todo mundo, re-
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presentando um dos fatores de risco mais relevantes na etiologia das
doencas cardiovasculares (DCV)'.

O débito cardiaco normal acompanhado de um aumento da resis-
téncia vascular periférica sdo considerados as maiores marcas da HA
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essencial em adultos, demonstrando que a PA elevada é associada a
um dano na microcirculacao®*. Consideraveis dados mostram que anor-
malidades microvasculares, tais como redugdo do fluxo sanguineo e
rarefacdo microvascular, sdo claras evidéncias do disturbio do processo
angiogénico e maior destruicdo dos vasos na HA*S,

Vérios fatores tém sido apontados como responsaveis pela dis-
funcéo endotelial e pela falha no processo angiogénico na HA. Entre
eles destaca-se o crucial papel do 6xido nitrico (NO)” e do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF)?, bem como o equilibrio de
estimuladores e inibidores de apoptose mediados principalmente pela
familia linfoma de células B2 (Bcl-2)°.

O VEGF é reconhecido como uma proteina reguladora chave da
angiogénese fisioldgica tanto na fase embriogénica como poés-natal.
Funciona também como um potente fator pré-sobrevivéncia para cé-
lulas endoteliais, induzindo a expressdo de proteinas antiapoptoticas
e inibindo as pro-apoptoticas®.

A familia Bcl-2 vem sendo intensivamente investigada por ser uma
familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por apoptose que
participam ativamente da regulacdo da apoptose'®. Os membros da fami-
lia Bcl-2 como Bcl-2 e Bcl-xL inibem a apoptose, pois previnem a libera-
¢do de citocromo ¢ e sao chamados de reguladores antiapoptoticos. Por
outro lado, Bad, Bax e Bak sdo proteinas pro-apoptéticas por induzirem a
liberacdo de citocromo c''. O citocromo ¢ liga-se ao fator de ativagéo das
proteases pré-apoptoticas 1 (Apaf-1) o qual, através de alteracdes con-
formacionais dependentes de ATP, oligomeriza-se e forma o aptossomo,
um complexo que ativard a pro-caspase 9. Esta pro-caspase 9 ativada
desencadeia o sinal para a ativacdo das caspases 3, 6 e 7 resultando num
processo amplificado e catalitico resultando no processo apoptoético'?.

Evidéncias acumuladas indicam que uma reducédo da sobrevida
das células endoteliais na microcirculacdo pode causar rarefacéo em
individuos hipertensos; embora os mecanismos das vias pré e/ou
antiapoptoticas ndo tenham ainda sido bem investigadas'. Estudos
mostram que o estresse oxidativo promove apoptose de célula endo-
telial na microcirculagdo e induz rarefacdo em SHR. De fato, estudos
posteriores comprovaram que o tratamento crénico com antioxidantes
reduziu a apoptose das células endoteliais em microvasos e preveniu
a rarefacdo estrutural em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)'.

Ensaios clinicos e meta-analises tém mostrado que o treinamento
fisico aerobio (TF) provoca reducéo nos niveis de PA em individuos
hipertensos'>'®. Estudos com animais de experimentacdo também tém
mostrado reducao significativa na PA em SHR'7'°,

Estudos apontam importantes efeitos do TF aerdbio sobre a microcir-
culagdo em SHR, tais como aumento na densidade capilar e razéo capilar:
fibra no musculo esquelético e cardiaco, promovendo uma completa
reversao da rarefacdo capilar ocorrida na HA. Além disso, o exercicio
aerébio normaliza a resisténcia vascular periférica para a musculatura
esquelética e a razao parede: luz arteriolar'”. O restauro da rede micro-
vascular pode contribuir determinantemente para o efeito da diminuicéo
da PA através da reducdo da resisténcia vascular periférica, a qual vem
sendo intitulada como a responsavel pela HA essencial em adultos®*'71°,

O aumento no fluxo sanguineo para a musculatura esquelética
promovido pelo TF aerdbio e o consequente aumento do estresse de
cisalhamento apresentam correlacéo direta com o aumento na libe-
racado de NO e VEGF, que também contribui para o aumento do fluxo,
pois leva ndo somente a vasodilatacado dependente do endotélio, como
a angiogénese, sendo considerados por muitos pesquisadores o sinal
primario para o remodelamento vascular?®. Em condicoes fisiolégicas, a
manutencdo, a formacédo e/ou a perda de capilares séo dependentes de
um fino balango de reguladores positivos e negativos de angiogénese®.

Mediadores da sinalizacdo celular j& tém sido identificados como
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determinantes na recuperacdo da rede microvascular na HA, porém
estudos com abordagem ndo farmacoldgica, como o TF, no que con-
cerne a regulacdo dos fatores angiogénicos e anti e pré-apoptéticas
musculares ainda ndo foram estudadas. Portanto, a proposta para este
estudo é verificar: 1) o possfvel prejuizo dos fatores angiogénicos e o
desequilibrio das proteinas anti e pré-apoptoticas associados ao dano
microvascular em SHR; e 2) o efeito do TF sobre a correcdo da rarefacao
capilar e de seus mediadores celulares, potencialmente contribuindo
para a regressao da HA.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados 28 SHR, com
12 semanas de vida, em que o quadro de HA ja estd estabelecido, e
28 ratos machos Wistar Kyoto (WKY), como controles do SHR. Os ani-
mais foram provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP). Os ratos estavam
pesando entre 240 e 270g no inicio do protocolo.

Os animais utilizados neste estudo foram mantidos em gaiolas plas-
ticas em grupos de trés ou quatro animais por caixa e separados por
grupo experimental. A temperatura ambiente do biotério foi mantida
entre 22-24°C, com luz controlada em ciclo invertido de claro-escuro
de 12 em 12 horas. Aqua e comida foram administradas ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Princi-
pios Eticos de Experimentacao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal, sendo este projeto de pesquisa aprovado
pelo Comité de Ftica da Escola de Educacéo Fisica e Esporte da Uni-
versidade de Sdo Paulo (EEFE-USP) (n° 2007/35).

Identificacdo dos animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos com
sete animais em cada grupo, conforme o protocolo experimental:
« ratos Wistar-Kyoto (WKY);
- ratos Wistar-Kyoto treinados (WKY-T);
- ratos espontaneamente hipertensos (SHR);
- ratos espontaneamente hipertensos treinados (SHR-T).

Protocolo de treinamento fisico aerébio

O TF de natacdo foi realizado segundo protocolo de Medeiros et
al?'. Os animais foram treinados durante 10 semanas, sessdes de 60
min, uma vez ao dia, cinco vezes por semana, com aumento gradual
da sobrecarga de trabalho (peso na cauda em porcentagem do peso
corporal) até atingir 4% do peso corporal. O protocolo utilizado foi
caracterizado como treinamento de baixa a moderada intensidade e
longa duracao, sendo efetivo na promogdo de adaptacdes cardiovascu-
lares e no aumento da capacidade oxidativa muscular. Os ratos foram
identificados e pesados semanalmente, para a correcdo da sobrecarga
de treinamento em fungdo do aumento do peso corporal.

Pré e pos o perfodo de TF os animais foram submetidos a analises
hemodinamicas e, posteriormente, foram mortos por anestesia com
injecdo intraperitoneal de pentobarbital de sédio (80mg/kg), e as amos-
tras necessarias foram coletadas e armazenadas adequadamente para
andlises histologicas e moleculares.

Avaliacao das respostas hemodinamicas

A PA foi realizada pré e pos-perfiodo de TF por pletismografia de
cauda (sistema da KENT SCIENTIFIC RTBP1001 para ratos e camundon-
gos, Litchfield, EUA), nos quatro grupos de animais. Os animais esta-
vam acordados, em repouso e mantidos sob restricdo de movimentos
para que as medidas fossem realizadas. Para evitar erros de medida e
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analise, os ratos foram submetidos a um periodo de uma semana de
ambientacdo com a técnica de medida.

O equipamento de registro da PA de cauda consiste em um man-
guito de borracha que é adaptado a regiao proximal da cauda, que
esta ligado ao pletismografo para insuflar e desinsuflar gradualmente
0 manguito de 1 a 250/300mmHg. Numa regido mais distal da cauda é
acoplado um transdutor de pulso pneumatico para deteccao dos sinais
de passagem da onda de pulso de PA na artéria caudal e registrado
no sistema de aquisicdo de sinais. Este método de medida indireta da
PA permite quantificar a PA e a frequéncia cardiaca (FC) ao longo de
todo o periodo do protocolo.

Anadlise da razao capilar por fibra

A razdo capilar por fibra do musculo séleo foi avaliada por meio
da reacéo histoquimica para miosina ATPase no pH 10,3, como des-
crito por Sillau e Banchero® e quantificada pela analise de 10 campos
nao sobrepostos, com uma amplificacdo de 200x, distribuidos de uma
maneira randdmica usando um sistema computacional morfométrico
(Leica Quantimet 500, Cambridge, UK). Para calcular a razéo capilar
por fibra, o nimero total de capilares foi dividido pelo nimero total
de fibras contabilizadas no mesmo campo. Somente vasos com um
didmetro menor que 12um foram contabilizados.

Determinagao da expressdo de proteinas

O musculo séleo foi homogeneizado em tampao de lise hipotdnico
contendo tampao fosfato de potassio 50mM (pH 7,0), sucrose 0,3M,
DTT 0,5mM, EDTA TmM (pH 8,0), PMSF 0,3mM, NaF 10mM e coquetel
de inibidor de fosfatase (1:100). O homogenato foi centrifugado por
10 minutos a 4°C com 12.000rpm. O sobrenadante foi transferido para
tubos de 1,5ml e a concentragdo de proteina das amostras foi analisada
por meio do método de Bradford?®. As amostras foram armazenadas
em freezer -80°C até o momento da utilizago.

Aliquotas do homogeneizado, 30ug de protefna foram diluidas em
tampao de amostra (Tris-HCl pH 6,8 240mM; SDS 0,8%; B-mercaptoetanol
200mM; glicerol 40% e azul de bromofenol 0,02%). A anélise dos niveis
proteicos foi realizada pela técnica de western blotting. Para isso, foi utiliza-
da a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 6-12%:
dependendo do peso molecular da proteina), que consiste na migragao
de moléculas com carga, numa solucédo, decorrente da aplicacdo de um
campo elétrico no aparelho para minigel (Mini Protean, BioRad, EUA).
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Amersham Biosciences, NJ, EUA), do mesmo modo que
foram separadas no SDS-PAGE. As membranas foram coradas com Pon-
ceau S, para a verificacdo das bandas proteicas obtidas pela eletroforese.

Afim de bloquear ligagdes inespecificas, a membrana foi incubada
em solugdo contendo caseina, proteina que compete com os sitios de
ligacdo e reduz a absor¢do inespecifica de conjugados da peroxidase.

Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi incubada com o
anticorpo primdrio que se liga a proteina que se pretende detectar,
formando um complexo anticorpo-proteina. Depois de lavar a mem-
brana para remover o anticorpo néo ligado, ela foi exposta ao anticor-
po secundario conjugado a horseadish peroxidase (HRP), direcionado a
porcoes espécies-especificas do anticorpo primdrio.

Foram utilizados como anticorpos primarios o VEGF (Rabbit polyclo-
nal, 1:1000, Santa Cruz, CA, EUA), VEGFRT (Rabbit polyclonal, 1:1000,
Santa Cruz, CA, EUA), VEGFR2 (Rabbit polyclonal, 1:1000, Santa Cruz, CA,
EUA), Bcl-x (Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA),
Bcl-2 (Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA), Bad
(Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA) e p-Bad*e'?
(Rabbit polyclonal, 1:1000, Cell Signaling Tech., MA, EUA). Em seguida, as
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mesmas foram lavadas 3x10 min com TBS-T, incubadas por duas horas
com os respectivos anticorpos secundarios (IgG anti-rabbit, anti-rabbit,
anti-rabbit, anti-rabbit, anti-mouse, anti-rabbit, anti-rabbit, anti-rabbit
e anti-rabbit; Amersham Biosciences, NJ, EUA) conjugados a peroxi-
dase. Posteriormente, o complexo foi detectado mediante reacéo de
quimiluminescéncia (ECL) e os blots foram visualizados e quantificados
(nimero de pixels) pelo sistema Scion Image, fornecido gratuitamente
pela NIH (EUA) via internet. O gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi utilizado como normalizador.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando a analise de variancia ANOVA
de duas vias (TF e HA como fatores independentes), para comparar 0s
valores dos grupos e teste de Tukey como post hoc (Statistica software,
StatSoft, Inc, Tulsa, OK, EUA). Foi adotado para todos os experimentos
um p < 0,05 de significancia. Todos os resultados foram apresentados
na forma de média + erro padrdo da média (EPM).

RESULTADOS

Parametros hemodinamicos: presséo arterial e frequéncia cardiaca

Os valores de PA expressos em milimetros de mercurio (mmHg) e
da FC expressos em batimentos por minuto (bpm) pré e pos-TF estao
representados na figura 1.

Na figura 1A, pré-TF, podemos observar que os grupos de SHR
apresentavam niveis elevados de PAS (184 + 3,9mmHg), PAD (150 +
4,7mmHg) e PAM (167 + 5,3mmHg) comparados aos grupos controle,
WKY (127 +3;99 + 2,4; 110 + 3,2mmHg, respectivamente), indicando
que a HA estava estabelecida. Ndo foram encontradas alteracdes da
FC entre os grupos pré-TF (WKY: 390 + 12; WKY-T: 393 + 8; SHR: 409 £
8; SHR-T: 416 + 6bpm).
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Figura 1. Pardmetros hemodinamicos. Pressao arterial sistélica (PAS), presséo arterial
diastdlica (PAD), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de repouso
pré-TF (A) e pos-TF (B) de ratos WKY e SHR submetidos ao protocolo experimental.
Os resultados foram expressos como média + EPM. * p < 0,001 vs. WKY e WKY-T; #
p < 0,01 vs. WKY e SHR; T p < 0,001 vs. SHR. TF: treinamento fisico.
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Pos-TF, representado pela figura 1B, observa-se que o TF de natacao
de baixa intensidade e longa duracao foi eficaz em reduzir a PAS, PAD e
a PAM do grupo SHR-T (162 + 4,4, 131 + 2; 147 + 7,8mmHg, respectiva-
mente) comparado ao grupo SHR (207 +5,5; 160 + 2,5; 175 + 3,6mmHg,
respectivamente), sem nenhuma alteracdo da PAS, PAD e PAM nos
grupos de animais controle, WKY e WKY-T. Além disso, observamos
uma bradicardia de repouso nos grupos de animais treinados, portanto,
reduzindo os valores de FC destes grupos quando comparados aos
grupos mantidos sedentarios no mesmo periodo experimental (pds-
-TF-WKY: 393 + 12; WKY-T: 322 + 14; SHR: 407 + 11; SHR-T: 338 + 8bpm).

Determinagao da razéo capilar por fibra muscular esquelética

A figura 2 mostra a razao capilar por fibra pela avaliacdo histoqui-
mica do musculo esquelético soéleo por meio da reagdo da ATPase
miosinica. Como esperado, a rarefacdo capilar foi observada no grupo
SHR comparado ao grupo WKY. Por outro lado, o TF foi efetivo em
aumentar 47% o numero de capilares pela andlise da razdo capilar
por fibra no grupo WKY-T e corrigiu a rarefacdo capilar no grupo SHR-
-T quando comparado ao grupo WKY (WKY: 1,2 + 0,06; WKY-T: 1,8 +
0,04; SHR: 0,7 £0,02 e SHR-T: 1,1 + 0,04 n° de capilares/ fibra muscular).
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Figura 2. Efeito do TF sobre a analise de razdo capilar por fibra muscular pelo
método de histoquimica por meio da reagdo ATPase miosinica. Os dados foram
representados na forma de percentagem da média do controle + EPM. * p < 0,05
vs. WKY, SHR e SHR-T; 1 p < 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T,  p < 0,05 vs. WKY-T e SHR.
TF: treinamento fisico.

Quantificacao dos fatores angiogénicos: VEGF, VEGFR1 e VEGFR2

A figura 3 mostra os niveis proteicos avaliados por western blot de
VEGF, VEGFR1 e VEGFR2 no musculo séleo. Comparado ao grupo WKY
sedentério, o TF aumentou os niveis proteicos periféricos de VEGF e
VEGFR2 no grupo WKY-T (figuras 3 - B e C, respectivamente). Por outro
lado, no grupo SHR os niveis proteicos de VEGF foram significantemente
menores comparados aos niveis proteicos do grupo WKY, porém o TF
conseguiu restaurar os nfveis de VEGF no grupo SHR-T (figura 3B). Além
disso, a recuperacao de VEGF no grupo SHR-T foi acompanhada por um
aumento nos niveis proteicos do VEGFR2 (figura 3C). Entretanto, nao
existiu nenhuma diferenca significante nos niveis proteicos do VEGFR1
entre todos os grupos estudados (figura 3D).

Quantificacao de fatores anti e pré-apoptéticos: familia Bcl-2

Recentes estudos tém demonstrado que os mecanismos envol-
vidos na inibicdo do processo angiogénico estao associados a um
aumento na expressao de varios genes relacionados a apoptose, con-
siderando um significante aumento na morte de células endoteliais
no musculo esquelético’.
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Figura 3. Efeito do TF aerdbio sobre os fatores angiogénicos musculares esqueléticos
na hipertenséo arterial. Blots representativos de VEGF, VEGFR1, VEGFR2 e GAPDH
de WKY, WKY-T, SHR, SHR-T (A). Niveis proteicos de VEGF, VEGFR1 e VEGFR2 no
musculo séleo analisados por western blot, respectivamente (B-D). As bandas-
alvo foram normalizadas pela proteina GAPDH muscular esquelética. Os resultados
foram expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs. WKY, SHR e SHR-T; t p < 0,05
vs. WKY, WKY-T e SHR-T; + p < 0,05 vs. WKY-T e SHR; § p < 0,05 vs. WKY e SHR. TF:
treinamento fisico.
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Os autores investigaram vias regulatérias chave que controlam a
resposta molecular para apoptose, principalmente a familia Bcl-2. Essas
proteinas interagem funcionalmente por atuarem umas sobre as ou-
tras no controle do pocesso apoptotico. Sabe-se, principalmente, que
as proteinas Bcl-2 e Bcl-x suprimem e as proteinas Bad e p-Bads'?
promovem apoptose'®'2,

A figura 4 mostra os niveis proteicos avaliados por western blot de
Bcl-2, Bcl-x, Bad e p-Bad.,.;, no musculo séleo. Os niveis proteicos das
protefnas antiapoptdticas Bcl-2 e Bcl-x foram similares entre os grupos
WKY e WKY-T (figuras 4 - B e C, respectivamente). Além disso, nenhu-
ma mudanga nos niveis proteicos da proteina pro-apoptética Bad assim
como no seu sitio de fosforilacdo na Serina 112 foram observadas no
grupo WKY-T comparado ao seu controle sedentario WKY (figuras 4 - D
e E, respectivamente). Em contraste, o grupo SHR apresentou um pro-
nunciado aumento nos niveis proteicos da proteina pré-apoptdética Bad
e diminuicao desses niveis no seu sitio de fosforilagao Serina 112, bem
como da razéo p-Bad.,,;»/Bad comparados ao grupo WKY (figuras 4 -
D, E e F, respectivamente), acompanhados por uma reducao dos niveis
proteicos das proteinas antiapoptdticas Bcl-2 e Bcl-x (figuras 4 - B e C,
respectivamente). Interessantemente, como mostrado pelas figuras 4 —
A-F, o TF restaurou os niveis proteicos das proteinas anti e pré-apoptoticas
no grupo SHR-T, trazendo para valores similares ao grupo controle.

DISCUSSAO

No presente estudo foi utilizado o modelo de SHR e seus controles
WKY para estudar a influéncia da HA essencial sobre as mudancas na
microcirculacdo muscular esquelética. Além disso, avaliamos o efeito
do TF sobre a correcao da rarefacdo capilar e os possiveis mecanismos
envolvidos nessas alteracées, favorecendo a regressao da doenca.

Os principais resultados do estudo mostram que o TF aerdbio sobre a
HA: 1) reduziu a PA acompanhada de bradicardia de repouso; 2) corrigiu
a rarefacdo capilar; 3) normalizou os niveis de VEGF muscular e aumentou
a expressao do VEGFR2; e 4) desativou as vias apoptoticas periféricas.

O desequilibrio no controle do ténus vascular observado na mi-
crocirculacdo na HA pode ser o resultado da excessiva vasoconstricao
causando a ocluséo de arteriolas de resisténcia e a ndo perfuséo de
capilares, induzindo a rarefacdo microvascular e a diminui¢éo da con-
dutancia em paralelo da microcirculacdo muscular esquelética®s. Além
disso, estudos demonstram que o shear stress endotelial conduz para
uma sustentada liberacdo de xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
a auséncia de fluxo sanguineo, e portanto de NO, poderia conduzir a
disfuncdo endotelial acompanhada por apoptose periférica e posterior-
mente perda de vasos ndo perfundidos na hipertensao, promovendo
assim o quadro de rarefacao microvascular. Dessa forma, a angiogénese
é, sem duvida, um fator essencial para individuos hipertensos, visto que
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Figura 4. Efeito do TF aerdbio sobre as proteinas regulatérias da apoptose muscular esquelética na hipertenséo arterial. Blots representativos de Bcl-2, Bcl-x, Bad, p-Badser112
e GAPDH de WKY, WKY-T, SHR, SHR-T (A). Niveis proteicos de Bcl-2, Bcl-x, Bad e p-Badser112 no musculo séleo analisados por western blot, respectivamente (B-F). As
bandas-alvo foram normalizadas pela proteina GAPDH muscular esquelética. Os resultados estédo expressos como média + EPM. * p < 0,05 vs. WKY, WKY-T e SHR-T; t p <

0,05 vs. WKY e WKY-T. TF: treinamento fisico.
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melhora o aporte sanguineo para os tecidos reduzindo a PA, que esta
prejudicada pela alta resisténcia vascular periférica®+131°,

Considerando as evidéncias, o VEGF é considerado o mais impor-
tante regulador da angiogénese, quimiotaxia e sobrevivéncia da cé-
lula endotelial, impossibilitando a ativagao das vias de sinalizagao de
apoptose, consequentemente a perda do capilar®. De fato, a delecéo ou
inibicdo do VEGF na musculatura esquelética de camundongos adultos
tem mostrado efeitos nocivos, principalmente uma reducéo significante
na densidade capilar com apoptose das células endoteliais teciduais?.

Sabe-se que a resposta angiogénica mediada pela pratica do exer-
cicio fisico aerébio regular envolve diversos mecanismos, tais como o
aumento do fluxo sangufneo, desencadeando o aumento do shear
stress e da tensdo na parede dos capilares, a hipdxia ativando o fator
induzido pela hipdxia (HIF-1a), o sistema renina angiotensina, entre ou-
tros, 0s quais sao responsaveis pela inducdo de fatores de crescimento
vascular, principalmente o VEGF?4. Apesar de a literatura mostrar que
diversos fatores atuam como potenciais precursores de angiogénese no
musculo esquelético, o VEGF juntamente com a eNOS foram descritos
como 0s mais importantes na promocédo de formagao de capilares
com o TF aerébio?. Além disso, a interacdo de VEGF com seu princi-
pal receptor angiogénico, o VEGFR2, receptor do tipo tirosina quinase,
promove ativacdo de uma cascata de sinalizagdo intracelular mediada
principalmente pela via da PI3K/Akt que estimula a expressao de genes,
como a eNOS, comprometidos principalmente com a vasodilatagdo,
angiogénese e sobrevivéncia das células endoteliais®?*?.

Interessantemente, o VEGFR2 é mostrado ter baixa expressdo em
SHR e a utilizagdo de terapia génica como forma de tratamento da HA
com o uso de transferéncia génica de VEGF foi efetivo em melhorar o
prejuizo da angiogénse e a proliferacdo endotelial em SHR?,

De fato, um prejuizo dos fatores angiogénicos periféricos no grupo
SHR observado neste trabalho confirma os dados demonstrados pela
literatura supracitada, uma vez que nossos resultados apontam os niveis
proteicos de VEGF na microcirculagdo de SHR marcadamente reduzidos
comparados aos do WKY, ocorrendo em paralelo a rarefacdo capilar.
Dessa forma, parece concebivel que as anormalidades da estrutura
vascular seguidas da perda de capilares sdo uma clara evidéncia do
disturbio do processo angiogénico que impossibilita a regeneracdo de
microvasos funcionais no musculo esquelético de hipertensos.

Sabidamente, a rarefacéo capilar ocorre em paralelo a ativacéo da
via apoptotica que repercute prejudicialmente sobre a angiogénese e a
sobrevivéncia celular endotelial no musculo esquelético’®. As proteinas
Bcl-2/Bcl-x e Bad sdo importantes reguladores apoptéticos que atuam
inibindo ou promovendo a apoptose, respectivamente'%?’,

Como mencionado, os sinais de sobrevivéncia endotelial envolvi-
dos pela interacao VEGF/VEGFR2 sao predominantemente mediados
pela via PI3K/AKT/eNOS implicados no aumento de proteinas antia-
poptdticas como Bcl-2 e Bcl-x%, inibindo assim a ativagdo das caspases,
consequentemente a apoptose, bem como favorecendo a angiogé-
nese. Por outro lado, esta cascata de ativacdo pode inibir a atividade
pro-apoptotica de Bad?. Entretanto, como observamos uma reducéo
nos niveis de VEGF em SHR, este controle dos mecanismos indutores
e repressores de apoptose ficam prejudicados, culminando em uma
reducédo da sobrevivéncia da célula endotelial e na promocéo da rare-
facdo microvascular na HA.

De fato, estudos da literatura evidenciam uma aumentada sinali-
zacdo apoptotica do musculo séleo em SHR comparado ao WKY, com
aumento da expressao da proteina pro-apoptética Bax, da atividade
da caspase 3 e da fragmentagdo do DNA assim como redugao nos
niveis proteicos de Bcl-2%.

Consistente com os dados da literatura em mostrar maior expressao
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de proteinas pré-apoptdticas e redugao das antiapoptdéticas na HA,
nossos resultados indicam que o musculo séleo de SHR apresenta um
aumento na expressdo de Bad e uma reducdo de Bcl-2 e Bcl-x. Sabe-se
que a atividade pré-apoptética de Bad é dependente da sua defosfo-
rilacdo; por outro lado, inibir a atividade de Bad representa manter o
peptideo em forma inativa, ou seja, fosforilado?. De fato, comprovamos
0 aumento da atividade pré-apoptotica de Bad em SHR, uma vez que
verificamos uma diminuicdo da Bad fosforilada na Ser112 e da razdo
p-Bad,,;,/Bad. Além disso, nossos resultados mostraram que uma re-
ducao da sintese de NO endotelial acompanhada por um aumento
na expressao proteica de iNOS poderia contribuir para uma moderada
troca da homeostase redox em direcao a um estado pré-oxidante, cor-
roborando para a ativagdo da via de sinalizagao pré-apoptética micro-
vascular uma vez que o estresse oxidativo mediado pela HA promove
prejuizo da resposta vasodilatadora e apoptose da célula endotelial
associada a perda de microvasos'>'*

Consistentes com os dados da literatura, o TF restaurou os niveis de
VEGF acompanhado por aumento na expressao de VEGFR2. Além disso,
pela primeira vez na literatura, mostramos que os niveis dos fatores
antiapoptéticos Bcl-2 e Bcl-x foram normalizados na HA quando indu-
zidos pelo TF, trazendo para valores semelhantes aos do WKY, ao passo
que a sinalizacdo pré-apoptoética foi reduzida com uma normalizacao
dos niveis de Bad. Sabe-se que a Bad se transloca para a mitocdndria
e forma um complexo pré-apoptético com Bcl-x. A heterodimerizacao
de Bad com Bcl-x previne o efeito antiapoptético de Bel-x. Dessa forma,
observamos que esta translocacdo é inibida pelo aumento dos fatores
de sobrevivéncia como VEGF e VEGFR2 pelo TF que induz a fosforilacao
de Bad, conduzindo para seu sequestramento citosélico, consequen-
temente impedindo a sinalizagdo apoptética (figura 5).

'TREINAMENTO _

" Hipertenséo

X Arterial Fisico

L
D

T. T. T. T.’

t. | D

Disfungio Endotelial *—
Apoptose
Rarefagao Capilar

Figura 5. Mecanismo hipotetizado de sinalizagdo de sobrevivéncia celular e
angiogénese mediado pela interagdo VEGF-VEGFR2: prejuizo na hipertensao arterial e
corregao pds-TF. A hipertensdo arterial diminuiu os niveis de VEGF, comprometendo,
portanto, a sinalizagdo mediada por sua interagdo com o VEGFR2, conduzindo para
uma reducéo de eNOS e da biodisponibilidade de NO, assim como alteracao da
sinalizacdo de sobrevivéncia com reducdo das proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e
Bcl-x e aumentando a atividade pré-apoptética pela defosforilacao de Bad e maior
interagdo Bad-Bcl-x. Interessantemente, sinalizado pelas setas em vermelho, o TF
corrigiu estes parametros mediados pela hipertensao arterial, regredindo a doenca.
TF: treinamento fisico, p: fosforilagao.
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Assim, os resultados obtidos sugerem que a permanéncia e a formacéo
de novos capilares podem ser dependentes do balango entre os fatores
angiogénicos e apoptdticos, uma vez que interagem de maneira sinérgica
para prevenir anormalidades microvasculares e manter a homeostase
vascular. Além disso, um aumento dos niveis proteicos de VEGF e VEGFR2
sem significantes mudancas na sinalizagdo apoptética microvascular no
grupo WKY-T comparado ao controle WKY pode representar uma potencial
via de sinalizacdo de angiogénese induzida pelo TF aerdbio.
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