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RESUMO

A hipertenséo arterial (HA) é uma doenga crbnica, sendo um dos principais fatores que colaboram
para o surgimento de doengas cardiovasculares (DCV). O controle da pressao arterial (PA) contribui
para a regressao da hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE). O presente trabalho teve como objetivo
verificar, experimentalmente em SHR e clinicamente em estudo de metanalise, se a associag¢do entre
0 exercicio fisico regular e o tratamento farmacoldgico, pode promover a regressdao da HVE, e
experimentalmente, se menores doses de captopril e losartana podem atingir este efeito quando
associados ao exercicio fisico regular. Os animais foram distribuidos nos grupos sedentarios (n=6
cada) e treinados em esteira (n=6 cada). O treino foi realizado durante 60 min/dia, 5 dias por semana,
na velocidade 18 m/min durante 8 semanas. Os animais foram tratados por via oral com veiculo,
captopril 12,5, 25 ou 50 mg/kg ou losartana 2,5, 5 ou 10 mg/kg. Ao final de 8 semanas, foram
avaliados a pressdo arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD), frequéncia cardiaca (FC), e 0s
intervalos PR, QRS, QT e QT corrigido (QTc) do eletrocardiograma (ECG). Posteriormente, 0s
animais foram eutanasiados e os corag¢Ges foram extraidos. Os ventriculos esquerdos foram utilizados
para determinar a atividade de MMP-2 por zimografia gelatinolitica, e para avaliacéo histolégica (HE
e tricrdmico de Masson). O exercicio fisico isoladamente ndo alterou nenhum dos pardmetros
analisados. O tratamento com captopril reduziu PA, FC, QT, QTc, em todas as doses, porém nao
alterou a atividade de MMP-2 e a estrutura cardiaca. Associado ao exercicio, o captopril 25 e
50 mg/kg promoveu reducdo de 6,7% e 14,2% no intervalo QTc, respectivamente, e na dose de
50 mg/kg, reduziu 13,6% de QT, comparado ao sedentario. O tratamento com losartana 5 e 10 mg/kg
reduziu QT tanto em sedentarios quanto treinado e reduziu PA apenas na dose de 10 mg/kg.
Isoladamente, a losartana ndo alterou a atividade de MMP-2, mas associado a préatica de exercicio
fisico reduziu em 25,4%, 24,8% e 31,8% a atividade de MMP-2 nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg,
respectivamente. O tratamento com captopril ou losartana ndo alterou 0 nimero de ndcleos do tecido
cardiaco e o comprimento dos cardiomidcitos. A segunda parte do trabalho consistiu de revisao
sistematica seguida de metanalise. A revisdo utilizou as bases de dados Pubmed, Bireme, Lilacs,
Central (Cochrane) e Science Direct, compreendendo periodo indeterminado até 2018, e a
comparacao foi realizada entre pacientes treinados e sedentarios, tratados com anti-hipertensivos. Os
parametros analisados foram a massa do ventriculo esquerdo (MVE), indice de massa do ventriculo
(IMVE), diametro diastélico final do ventriculo esquerdo (DDVE), fracdo de ejecdo (FE), PAS, PAD
e FC. Cinco estudos (907 individuos) foram incluidos na metanalise. A associagdo exercicio fisico e
anti-hipertensivos reduziu a MVE (IC95%: -21,63 a -1,81, N = 783), PAD (IC95%: -2,84 a -0,16, N
=843), FC (IC95%: -4,57 a-1,53, N =907), aumentou FE (1C95%: 0,47 a 2,88, N = 843) e apresentou
tendéncia a reducdo de IMVE e PAS. DDVE foi semelhante nos dois grupos. Concluimos que a
associacdo do exercicio fisico ao tratamento com losartana mostrou ter efeito adicional nos
parametros analisados, porém o mesmo néo foi observado para o captopril. A metanalise demostrou
que individuos em tratamento com farmacos anti-hipertensivos, combinados com a pratica de
exercicios fisicos, podem ter o beneficio adicional da reducdo da MVE e da PAD. Sendo assim, a
prescricdo de exercicio fisico deve ser considerada para prevencdo e tratamento da HVE em
individuos hipertensos.

Palavras-chave: pressdo arterial, hipertrofia do ventriculo esquerdo, anti-hipertensivos, exercicio
fisico, metalopreteinases, alteracfes estruturais, metanalise
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ABSTRACT

Hypertension (AH) is a chronic disease and it is one of the main factors that contribute to the onset
of cardiovascular disease (CVD). Blood pressure (BP) control is important for left ventricular
hypertrophy (LVH) regression. The aim of the present work was to verify, experimentally in SHR
rats and clinically in a meta-analysis study, if the association between regular exercise and
pharmacological treatment can promote the regression of LVH and experimentally, if lower doses of
captopril and losartan can achieve this effect. when associated with physical exercise. The animals
were distributed in sedentary groups (n = 6 each) and treadmill trained (n = 6 each). The training was
performed 60 min a day, 5 days a week, speed 18 m/min during 8 weeks. The animals were treated
orally with vehicle, captopril 12.5, 25 or 50 mg/kg or losartan 2.5, 5 or 10 mg/kg. At the end of 8
weeks, systolic blood pressure (SBP) and diastolic (DBP), heart rate (HR), and the electrocardiogram
(ECG) PR, QRS, QT, and corrected QT intervals (QTc) were evaluated. Subsequently, the animals
were euthanized and the hearts were extracted. Left ventricles were used to determine MMP-2
expression by gelatinolytic zymography, and for histological evaluation (HE and Masson's
trichrome). The exercise alone did not change the parameters analyzed. Captopril reduced BP, HR,
QT, QTc at all doses, but did not alter MMP-2 expression and cardiac structure. Associated with
exercise, captopril 25 and 50 mg/kg promoted a reduction of 6.7% and 14.2% in the QTc interval,
respectively, and in the 50 mg/kg dose, reduced 13.6% of QT compared to sedentary. Losartan 5 and
10 mg/kg reduced QT of both sedentary and trained patients and reduced BP at the dose of 10 mg/kg.
Losartan did not alter MMP-2 expression, but associated with physical exercise reduced by 25.4%,
24.8% and 31.8% the expression of MMP-2 at doses of 2.5, 5 and 10 mg/kg, respectively. Treatment
with captopril or losartan did not alter the number of cardiac tissue nuclei and the cardiomyocytes
length. For the second part of the work, a search revision was performed at Pubmed, Bireme, Lilacs,
Central (Cochrane) and Science Direct databases, covering an indefinite period up to 2018, comparing
trained and sedentary patients treated with antihypertensive drugs. Left ventricular mass (LVM),
ventricular mass index (LVMI), left ventricular end-diastolic diameter (LVDD), ejection fraction
(EF), SBP, DBP and HR were analyzed. Five studies (907 subjects) were included in the meta-
analysis. Five studies (907 subjects) were included in the meta-analysis. Physical exercise associated
to anti-hypertensive drugs decreased LVM (95% CI: -21.63 to -1.81, N = 783), DBP (95% CI: -2.84
to -0.16, N = 843), HR (95% CI: -4.57 to -1.53, N = 907), increased EF (95% CI: 0.47 to 2.88, N =
843) and tended to decrease LVMI and SBP. LVVDD was similar in both groups. We concluded that
the association of physical exercise with losartan treatment seems to have additional effect, but it was
not observed for captopril. The meta-analysis showed that hypertension subjects receiving
antihypertensive drugs combined with exercise can have the benefit of reduced LVM and DBP.
Therefore, exercise prescription should be considered for prevention and treatment of LVH in
hypertensive subjects.

Key words: blood pressure, left ventricular hypertrophy, antihypertensives, physical exercise,
metalloproteinases, structural alterations, meta-analysis
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CAPITULO I: INTRODUCAO, REVISAO DA LITERATURA E OBJETIVO
GERAL

1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) € uma doenca crénica que atinge a popula¢do mundial,
sendo um dos principais fatores que colaboram para o surgimento de doencas
cardiovasculares (DCV) e problemas de saude, tanto em paises em desenvolvimento
como em paises desenvolvidos (OMS, 2018). Em 2015 a prevaléncia mundial de HA em
adultos acima de 18 anos foi de 22 % (OMS, 2018).

Quando néo tratada, a HA pode levar ao desenvolvimento de alteracdes estruturais
e funcionais cardiacas, dentre elas 0 aumento da massa do ventriculo esquerdo (MVE)
(ver GONZALEZ et al., 2018). Essa alteracio é um fator preditor importante para o
desenvolvimento de DCV, como infarto do miocéardio, acidente vascular encefalico,
insuficiéncia cardiaca (1C) congestiva e morte subita cardiaca (TOVILLAS-MORAN et
al., 2009). As alteracGes cardiacas decorrentes da HA, inicialmente, sdo uma resposta
adaptativa ao aumento de estresse na parede do ventriculo, porém, em longo prazo, podem
evoluir para disfungdo progressiva do ventriculo esquerdo (VE) e IC (ver LAZZERONI,
RIMOLDI; CAMICI, 2016).

A IC tem etiologia heterogénea, sendo a principal causa a cardiopatia isquémica,
responsavel por 40 a 50% dos casos, seguida pela HA e por doenca valvular, responsaveis
por aproximadamente 15% dos casos (VOS et al., 2012). No Brasil, o0 estudo BREATHE
(Brazilian Registry of Acute Heart Failure), realizado de fevereiro de 2011 a dezembro
de 2012, foi observado que pouco mais da metade dos 1263 pacientes com IC incluidos
no estudo apresentavam disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo (58,7%) e a grande
maioria apresentava HA (70,8%) (DE ALBUQUERQUE et al., 2015).

Para o tratamento da HA recomenda-se o tratamento n&o-medicamentoso e
medicamentoso ou ambos, para a maioria dos pacientes, que tém como objetivo primario
o controle da pressao arterial (PA). O tratamento medicamentoso inclui diferentes classes
farmacologicas, como os antagonistas B-adrenérgicos, diuréticos tiazidicos, inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA), antagonista do receptor de angiotensina Il
(ARAII), blogueadores de canais para célcio (MALACHIAS et al. 2016). Umas das
recomendac¢des no tratamento ndo medicamentoso é a pratica de exercicio fisico, tanto

para a prevencdo da HA quanto para o controle da PA (ver NUNAN et al., 2013;
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PESCATELLO et al., 2004). Tanto homens quanto mulheres que relatam a préatica de
exercicio fisico regular, apresentam reducdes no risco relativo de morte, em cerca de 20 %
a 35% (ver BLAIR; LAMONTE; NICHAMAN, 2004; ver MACERA; HOOTMAN;
SNIEZEK, 2003).

Além do controle da PA, estudos tanto em animais e como em humanos
demonstraram que a terapia anti-hipertensiva com medicamentos é efetiva na regressao
da hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE), como descrito em metanalise de Ferreira
Filho e colaboradores (2010). Dentre os anti-hipertensivos que promovem regressao da
HVE destacam-se os IECA, os ARAII e os bloqueadores de canais para calcio (ver
COWAN; YOUNG, 2009). A regressao da HVE é importante por promover melhoria da
funcdo diastdlica e do fluxo coronariano, minimizando o desenvolvimento de DCV (ver
POKHAREL; BELLA, 2013).

Assim como o tratamento farmacologico, o exercicio fisico promove reducéo da
HVE (ver HEGDE; SOLOMON, 2015). Estudos de curto prazo em pacientes com HA
leve a grave mostraram que o exercicio fisico regular pode levar a alteragdes favoraveis
na estrutura e na MVE (HINDERLITER et al.,, 2002; TURNER et al., 2000).
Experimentalmente, Locatelli e colaboradores (2017) observaram que ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) submetidos ao exercicio de natagcdo por 6 semanas
apresentavam reducdo da espessura dos midcitos do VE, do numero de células
inflamatdrias e das areas de fibras colagenas tipo 11l e tipo | em comparacdo aos SHR
sedentérios.

A associacdo do exercicio fisico & terapia anti-hipertensiva foi amplamente
estudada para a avaliacdo do controle da PA (GUIMARAES et al., 2018; IZADI et al.,
2018; ENYINNIA et al., 2016; AZEVEDO et al., 2003). Poucos estudos avaliaram a
adocdo da associacdo sobre a potencial possibilidade de usar doses reduzidas de anti-
hipertensivos e sobre a regressao da HVE.

Neste contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo verificar,
experimentalmente em SHR e clinicamente em estudo de metanalise, se a associagao
entre o exercicio fisico regular e o tratamento farmacoldgico anti-hipertensivo, pode
promover a reducdo da PA e mais especificamente a regressao da HVE. E ainda, somente
experimentalmente, se estes efeitos podem ser observados com doses baixas de um IECA

ou de um ARAII quando associados ao exercicio fisico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hipertensao arterial como fator de risco cardiovascular

A HA ¢é uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de PA, de acordo com as 72 Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo
(MALACHIAS et al., 2016).

E uma doenca cronica que abrange a populacdo mundial, sendo um dos principais
fatores que colaboram para o surgimento de DCV e problemas de salde, tanto em paises
em desenvolvimento como em paises desenvolvidos (OMS, 2018). A HA cronica e fator
de risco cardiovascular ja estabelecido para o desenvolvimento de aterosclerose e
aumento da incidéncia de doenca vascular periférica, doenca vascular cerebral, doenca
renal crénica, doenca arterial coronariana e infarto do miocérdio, IC, acidente vascular
encefalico e morte (ver FRANKLIN; WONG, 2013). Entre essas complicacGes, ganha
destaque a IC. Dados epidemiolégicos de 2005 a 2012 mostram que a IC acomete cerca
de 26 milhdes de individuos em nivel mundial (ver PONIKOWSKI et al., 2014). Nos
Estados Unidos, cerca de 550 mil novos casos sdo diagnosticados anualmente, sendo a
quinta causa mais frequente de hospitalizacdo (HUNT et al., 2009). No Brasil, segundo
dados do Departamento de Informética do Sistema Unico de Satde (DATASUS), em
2017 foram realizadas cerca de 238 mil internacGes por IC e 27 mil dbitos por esta causa
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O surgimento de IC esta relacionado a altera¢Ges estruturais, como a HVE (ver
KANNAN e JANARDHANAN, 2014). O remodelamento cardiaco observado na HVE é
caracterizado pelo aumento da massa ventricular, ou do indice de MVE (IMVE) (ver
LINZBACH, 1960), sendo o desenvolvimento da geometria concéntrica (HVE
concéntrica) o fator que apresenta maior risco para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular (ver GAASCH; ZILE, 2011; ver VERDECCHIA et al., 2007).

O surgimento de alteracBes estruturais no VE caracteristicas da HVE esta
relacionada com a gravidade, duracdo e status de tratamento da HA (ver DRAZNER,
2011). Em metanalise realizada por Cuspidi e colaboradores (2012) com 37.700
individuos hipertensos, foi constatado que 10 a 19% dos individuos com HA
apresentavam HVE e esta estava mais prevalente em hipertensos de alto risco (58 a 77%),
gue consiste em individuos com HA grave, eventos prévios de DCV e evidéncias

eletrocardiogréaficas de HVE.



A HVE decorrente da HA resulta da adaptacdo do miocardio frente a sobrecarga
de presséo na tentativa de reduzir o estresse imposto nas paredes da camara ventricular
(ver GAASCH; ZILE, 2011; TOMANEK; HOVANEC, 1981). A elevagéo persistente na
pressdo de enchimento das camaras cardiacas resulta em aumento da resisténcia cardiaca,
sendo essa caracterizada pelo aumento da espessura da parede e, posteriormente, HVE
concéntrica caracterizada pelo aumento da MVE e da espessura da parede do VE
(GRANT; GREENE; BUNNELL, 1965). Em curto prazo, o aumento na MVE e na
espessura da parede apresentam efeito benéfico ao reduzir o estresse sobre a parede VE.
Porém, caso a sobrecarga de pressdo nao seja controlada, esse remodelamento patologico
pode levar a dilatagdo da camara e a disfuncéo sistélica (ver OKTAY et al., 2016).

Para diagndstico de doencas cardiacas decorrente da HA ndo tratada, o
eletrocardiograma (ECG) é uma importante ferramenta (HAZARI et al., 2011; KANNEL,
1983). Associado ao ecocardiograma (CASALE et al., 1986) sao dois exames utilizados
para o diagnéstico da HVE. O diagnostico de HVE é sugestivo quando se observa
depressdo do segmento ST ou onda T negativa no ECG (PASTORE et al., 2016).

O prolongamento do intervalo QT do ECG pode ser observado em pacientes com
HA, independente da presenca de HVE, porém quando associada a HVE ocorre com
maior frequéncia (SUN et al., 2019). O prolongamento do intervalo QT esté associado a
condicGes como parada cardiaca decorrente da taquicardia ventricular polimérfica com
torsade de pointes (ver TRINKLEY et al., 2013), sendo assim fator preditor de morte
stbita (BEINART et al., 2014).

A frequéncia cardiaca (FC) também pode ser avaliada no ECG, utilizando o
inverso do intervalo RR, bem como o intervalo QT corrigido (QTc) pela FC, utilizando
mais frequentemente as formulas de Bazett (BAZZET, 1997) ou de Fridericia
(FRIDERICIA, 1920). Os valores normais em humanos para o intervalo QTc sdo até o
maximo de 450 ms para homens e até 470 ms para mulheres utilizando Bazzett
(PASTORE et al., 2016).

A HVE esta associada a anormalidades de repolarizagdo ventricular
potencialmente arritmogénicas e pode gerar condigdes para o prolongamento do intervalo
QT (OIKARINEN et al., 2001). Haugaa e colaboradores (2014) avaliaram 3364 registros
de ECG do sistema Mayo Clinic’s QT alert € observaram que o prolongamento do
intervalo QTc em 181 registros e que este prolongamento era um preditor da mortalidade
em pacientes com HVE. Kunisek e colaboradores (2015) também investigaram a

correlacdo entre o intervalo QT e os tipos de HVE (concéntrica e excéntrica) em pacientes
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hipertensos e observaram aumento de QTc e dispersdo de QT em pacientes com HVE,
independentemente do tipo de HVE.

O ecocardiograma possui grande utilidade na deteccdo das alteragdes da massa
cardiaca, permite a avaliacdo das fungdes sistolica e diastdlica, das lesdes valvares ou
coronariopatias associadas (ver POVOA e SOUZA, 2008). Nos pacientes portadores de
DCV, como a HA, o ecocardiograma 2D, com modo M sdo os mais utilizados, uma vez
que permitem calcular a MVE (THOMAS et al., 2015). Segundo a recomendacdo da
American Society of Echocardiography e da European Association of Echocardiography,
para fins de comparacédo entre individuos, as medicGes da camara devem ser corrigidas
pela area de superficie corporal, sendo os valores expressos como IMVE. Consideram-se
IMVE anormais os valores iguais ou superiores a 89 g/m? para mulheres e 103 g/m? para
homens, parametro este utilizado como padrdo ouro para a comparacao entre individuos
(LANG et al., 2015).

Uma das importantes caracteristicas patoldgicas do coragdo dos pacientes com
HA é a mudanca na quantidade e qualidade da matriz extracelular cardiaca (ver ITO,
2008). A matriz extracelular cardiaca é primordial para a manutencdo da integridade
estrutural do coracdo e é composta por elementos estruturais, como o colageno, e outras
proteinas, como a fibronectina, proteoglicanos e proteinas matricelulares. Um
componente importante desta matriz extracelular é a familia de enzimas, as
metaloproteinases (MMPs). As MMPs sdo uma familia de mais de 25 espécies de
proteases dependentes de zinco e célcio, que sao essenciais para o remodelamento normal
do tecido e estdo envolvidas em diversas patologias, como o céncer, doencas
inflamatorias e cardiovasculares. MMPs especificas expressam-se em células cardiacas
como os midcitos, fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas e macréfagos.
Essas enzimas sdo sintetizadas como zimdgenos inativos e sao secretadas dentro da matriz
extracelular como pré-enzimas, as pro-MMPs, que permanecem adormecidas até que o
dominio pro-peptidico seja dividido. E possivel que muitas MMPs, incluindo gelatinases
(MMP-2 e MMP-9), estejam associadas as alteragdes cardiacas causadas por diferentes
agressdes (ver SPINALE, 2007). A MMP-2 é conhecida como gelatinase A e a MMP-9
como gelatinase B, sendo que a MMP-2 é de expressao constitutiva, pouco responsiva a
maioria de estimulos e a MMP-9 é induzivel, sendo considerada um marcador da
inflamacéo sistémica em animais (ver OPDENAKKER; VAN DEN STEEN; VAN
DAMME, 2001).



Fontana e colaboradores (2011) avaliaram a expressdao de MMP-2, MMP-8 e
MMP-9 no plasma de 38 pacientes hipertensos ndo tratados e de 33 pacientes
normotensos, e observaram aumento da expressdo da MMP-9 nos individuos hipertensos,
porém MMP-2 e MMP-8 permaneceram inalterados nesses pacientes. Sendo assim, a
deteccdo e a quantificacdo da atividade enzimatica das MMPs sdo fundamentais para
compreensdo da participacdo dessas endopeptidases no aspecto fisioldgico, na patologia
da hipertrofia desenvolvida na HA e na associagdo do exercicio fisico ao uso de

medicamentos anti-hipertensivos.

2.2 Ratos espontaneamente hipertensos e doencas cardiovasculares

Modelos experimentais sdo amplamente utilizados em estudos para o
conhecimento da fisiopatologia, desenvolvimento e terapéutica da HA e de suas
consequéncias. Um dos modelos experimentais mais utilizados para o estudo in vivo de
DCV séo os SHR, tendo muitas vezes o rato Wistar Kyoto normotenso como controle. E
um modelo de hipertensdo cronica apresentando evolucdo e sintomas previsiveis e
controlaveis (ver YAMORI; OKAMOTO, 1973), com grande semelhanca a HA priméria
em humanos (ver LERMAN et al., 2005).

Os SHR sdo pré-hipertensos durante as primeiras 6 a 8 semanas de vida, com PA
sistélica (PAS) entre 100 a 120 mmHg (YAMORI, 1971), e em seguida, a HA se
desenvolve ao longo das 12 a 14 semanas seguintes ( ver YAMORI; OKAMOTO, 1973;
OKAMOTO; AOKI, 1963). A semelhanca entre a HA humana e a observada no SHR,
inclui a predisposi¢do genética, aumento da resisténcia periférica total sem expansédo de
volume e igual resposta aos tratamentos com farmacos (ver LEONG; NG; JAARIN,
2015; ver TRIPPODO; FROHLICH, 1981). Por apresentar curto periodo de vida, ser de
pequeno porte, ter relativamente baixo custo e ser de facil manutencéo em biotérios, 0s
SHR séo utilizados para estudo da histéria natural, determinantes genéticos, alteraces
fisiopatologicas (ver FAZAN JUNIOR; SILVA; SALGADO, 2001) e para avalia¢io da
eficacia terapéutica da HA (ver LEONG; NG; JAARIN, 2015).

Em relacdo a HVE associada a HA, os SHR apresentam altera¢cdes na morfologia
do miocéardio como hipertrofia cardiomiocitica, miocitolise focal e fibrose ventricular
(BING et al., 1995). Apresentam ainda alteracdo nos potenciais de a¢do dos midcitos
ventriculares, apoptose (ver DOGGRELL; BROWN, 1998) e aumento da contratilidade



frente a estimulacdo adrenérgica aumentada, caracteristica do aumento da atividade
simpatica nesse modelo (COOTE e SATO, 1997).

SHR apresentam intervalos QT e QTc aumentados comparados aos animais
normotensos, como descrito por Klimas e colaboradores (2012). Fato também encontrado
por Hazari e colaboradores (2009), utilizando a técnica de telemetria e obtencéo do sinal
em animais conscientes, em que foi observado valores basais aumentados desses
intervalos do ECG dos animais SHR em comparacéo aos ratos Wistar Kyoto.

Em relacdo a alteracdes dos niveis de MMPs, Fontana e colaboradores (2011)
observaram que SHRs apresentam alteracdes similares as encontradas em individuos
hipertensos, como aumento de MMP-9 e expressao de MMP-2 e MMP- 8 proximos aos
de animais normotensos, quando dosados no plasma. Antonio e colaboradores (2014), ao
avaliarem MMP-2 em aorta de SHRs, observaram aumento da expressdo e da atividade
dessa metaloproteinase comparado aos animais hormotensos.

A relacdo da atividade de MMPs ao desenvolvimento da IC foi demonstrada por
Peterson e colaboradores (2001) que avaliou se a inibicdo da MMP influenciaria o
remodelamento do VE. Para isso utilizaram ratos obesos e Wistar com 9 e 13 semanas,
tratados com nao com inibidor de MMP, e observaram que a atividade de MMP foi maior
em ratos obesos que em Wistar. Também foi observado aumento da atividade de MMP
com o aumento da idade e este aumento precedeu o desenvolvimento da IC. A inibigédo
de MMP reduziu a dilatacdo do VE, sugerindo que a dilatacdo do VE mediada pela
atividade da MMP é um evento importante na transicdo para a IC.

O papel da MMP-2 no coragdo de SHR foi estudado por Zeng e
colaboradores (2011), que observou aumento da expressdo de MMP-2 no VE de SHR
comparado aos animais normotensos e que a inibicdo dessa metaloproteinases preservar
parcialmente o desempenho sistélico do VE e restringir a dilatacdo da camara do VE.

Do ponto de vista histoldgico, lliev e colaboradores (2018), compararam coragoes
de SHR com idades de um e seis meses, e observaram aqueles com um més de vida
apresentavam cardiomidcitos como células eosinofilicas, com estriagcbes cruzadas bem
expressas e um ou dois nucleos basofilicos centralmente posicionados, presenca de
nucleos fibroblasticos e fibrociticos, e a abundancia de fibras de colageno nas zonas
perivasculares a parede do ventriculo esquerdo. Ja com seis meses foi observada alteracao
estrutural, como estreitamento dos limens dos capilares, indicativo de hipertrofia
cardiomiocitica, aumento do numero de cardiomiocitos binucleados, presenca de

infiltracdo de neutrdfilos e fibras de colageno mais grossas do que no grupo de animais
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jovens. A espessura da parede do VE aumentou mais de 40% no grupo SHR de seis meses
comparado ao grupo de um més de vida. Esse aumento foi ainda maior, 60%, no
ventriculo direito.

Assim, as semelhancas entre este modelo experimental de HA e a doenca
hipertensiva em humanos ressaltam o uso desse modelo para melhor caracterizar as
alteracdes presentes na hipertensdo, assim como a investigacdo de tratamentos que

busquem prevenir ou controlar tal enfermidade.

2.3 Farmacos anti-hipertensivos e sua utilizacdo no tratamento da hipertrofia do

ventriculo esquerdo

O tratamento medicamentoso ou farmacol6gico para o controle primério da PA,
inclui 0 uso dos antagonistas B-adrenérgicos, diuréticos tiazidicos, IECA, ARAII ou
bloqueadores de canais para calcio, como primeira escolha, em monoterapia ou em
associacdo quando necessario (MALACHIAS et al., 2016). O objetivo terapéutico
primario é a normalizacdo da PA a 140 e 90 mmHg, respectivamente para PAS e PA
diastdlica (PAD), para pacientes sem outros fatores de risco e a 130 e 80 mmHg,
respectivamente para PAS e PAD, na presenca de fatores de risco tais como obesidade,
sedentarismo, doenca CV, metabolica ou renal presente ou prévia, entre outros
(MALACHIAS et al., 2016)

Detectar precocemente a doenca, determinar o tratamento correto a ser realizado
e obter o controle da PA sdo fatores primordiais para se reduzir os eventos
cardiovasculares (CHOBANIAN et al., 2003). O controle da PA é a estratégia mais
importante para a regressédo da HVE em pacientes com hipertens&o associado a desfechos
favoraveis (ver OKTAY et al., 2016). A influéncia da reducdo da PA na regressdo da
HVE foi demonstrada por Simpson e colaboradores (2010) quando a reducdo de 9 mmHg
na PAS promoveu a regressdo da MVE. Além disso, estudo de metanélise realizada por
Zhang e colaboradores (2013) mostrou a reducdo da PAD como um importante efeito
para a regressdao da HVE de individuos hipertensos, especialmente acima de 60 anos.

O tratamento da HVE patoldgica tem como foco as DCV associadas ao seu
aparecimento, como a HA e a doenca valvular, e envolve um amplo espectro de agentes
farmacologicos eficazes na reducdo da hipertrofia (ver SCHIATTARELLA; HILL,
2015). Embora todos medicamentos anti-hipertensivos promovam a regressao da HVE,

os farmacos que atuam no sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) sdo as mais
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eficazes na regressao da HVE (ver MA et al., 2010).

O SRAA ¢ constituido de cascata hormonal complexa composta por maltiplas
enzimas e peptideos efetores (ver FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008; ver TAKIMOTO-
OHNISHI; MURAKAMI, 2019). O eixo classico do SRAA, tem como principais
componentes a enzima conversora de angiotensina (ECA), a angiotensina (Ang) Il e
receptor AT1 e o eixo contra regulatério, a ECA2, a Ang (1-7) e o receptor Mas (ver
SANTOS et al., 2018), estando presente em na circulagdo sanguinea e em tecidos, como
o tecido cardiaco.

A renina é liberada pelas células justaglomerulares em resposta a hipotenséo
arterial renal, diminuicéo da carga de sédio no tubulo distal, que é detectado pela macula
densa e a ativacdo do sistema nervoso simpatico em resposta a diminuicdo da pressdo
arterial (LYONS; CHRUCHHILL, 1975; UEDA, 1976; PETI-PETERDI; HARRIS,
2010). Nacirculacdo, ela catalisa a conversao do angiotensinogénio (liberado pelo figado)
em Ang | que, ao entrar em contato com a enzima conversora da angiotensina situada na
superficie do endotélio vascular, é convertida no peptideo efetor Ang II. A Ang Il é um
potente vasoconstritor, age em receptores AT1 e AT2. Sua ligagdo ao receptor AT1
promove contragdo da musculatura lisa vascular, estimula a liberagdo de aldosterona,
prostaciclina e catecolaminas, aumenta a reabsorcdo de s6dio no tdbulo proximal e
estimula a secre¢do de horménio antidiurético. A aldosterona causa retencdo de sodio e
agua, agindo nos tubulos contorcidos distais e nos ductos coletores corticais dos rins (ver
revisao de RIET et al., 2015). Assim, 0 SRAA contribui para o controle da PA. (RAMOS,
2012). Apesar da sua importancia na homeostase cardiovascular, quando hiperativado
causa efeitos deletérios, incluindo hipertensdo, fibrose cardiaca e vascular, hipertrofia
cardiaca, disfuncdo endotelial e constricdo das artérias renais (OIGMAN; FRITSCH,
1998; RIBEIRO; FLORENCIO, 2000).

Por sua vez, a Ang (1-7) é considerada um importante peptideo do SRAA, pois a
maioria de suas acdes apresenta efeitos cardioprotetores em relacdo aos provocados pela
Ang 1l, como efeitos anti-hipertroficos e antifibroticos, melhora da funcéo endotelial,
liberacdo de oOxido nitrico e dilatacdo em varios leitos vasculares, previne taquicardia
atrial e melhora a fungéo autondmica. Esse peptideo é gerado pela clivagem de Ang | por
endopeptidases ou Ang Il por carboxipeptidases (ver SANTOS et al., 2018).

Além da formacéo de Ang (1-7), a hidrdlise de Ang Il pode formar os peptideos
Ang 111, Ang IV e Ang A. Estes parecem ter efeito semelhante a Ang Il, como aumento
da PA e vasocontri¢do renal (ver ZHUO et al., 2013). A partir da Ang (1-7) pode ocorrer
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a formacéo a alamandina. Este peptideo possui uma alanina que substitui a asparagina na
posicdo 1 da Ang (1-7). Assim como a Ang (1-7), a alamandina exerce efeitos protetores
no sistema cardiovascular ao interagir com o receptor D (ver SANTOS et al., 2019;
VILLELA; PASSOS-SILVA; SANTOS, 2014).

Todos componentes do SRAA, assim como os receptores de Ang Il ja foram
identificados no tecido cardiaco, sendo este conhecido como SRAA tecidual (DOSTAL;
BAKER, 1999). Possui funcdo local, podendo ocorrer independente do efeito sistémico
da renina produzida nos rins, e sua importancia no desenvolvimento da HVE ainda néo ¢
claro, porém alguns estudos relatam que o sistema tecidual é o principal responsavel pelo
remodelamento cardiaco (CAREY; SIRAGY, 2003).

As classes farmacoldgicas que atuam interferindo no SRAA envolvido na
fisiopatologia da HA, sdo os IECA, os ARAII e os inibidores de renina (ver MA et al.,
2010). Um dos farmacos da classe IECA, que inibe a conversdo de Ang | em Ang II,
utilizados clinicamente é o captopril (SANTELLO; MION JUNIOR, 1998; CARTER et
al., 2005). A diminuicdo da producdo Ang Il melhora a natriurese, reduz a pressao
sanguinea e evita a remodelacdo do masculo liso e dos midcitos cardiacos. A pressdo
arterial e venosa reduzida reduz a pré-carga e a pos-carga. Alem disso, a hipotese € que
os inibidores da ECA interferem na degradacdo da bradicinina, que é um peptideo que
causa vasodilatacdo (HERMAN; BASHIR, 2019). O captopril esta presente na Relacdo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), e é disponibilizado pelo Sistema
Unico de Salde (SUS) (BRASIL, 2018). Os IECA s&o normalmente indicados para
pacientes com historico de infarto agudo do miocérdio e IC, sendo que a dose minima e
maxima diaria recomendada para o captopril sdo respectivamente de 25 mg e 150 mg.
Sdo farmacos de escolha em pacientes hipertensos com insuficiéncia renal cronica e
aguda, pois possuem propriedades antiproteindricas e renoprotetoras (ver ALMEIDA et
al., 2002; ver PRAGA; MORALES, 2002). E utilizado sob a forma farmacéutica de
comprimido na dose de 25 mg e 50mg, utilizados de 2 a 3 vezes ao dia (SBC, 2010),
dependendo do objetivo terapéutico.

Em pacientes hipertensos, Teniente-Valente e colaboradores (2008) avaliaram a
HVE em 98 individuos tratados com captopril 50 a 200 mg/dia associado a clortalidona
durante 12 meses e observaram que o tratamento reduziu o IMVE e os indices de fungéo
diastdlica - tempo de relaxamento isovolumeétrico, onda E (associada a fase rapida de

enchimento do ventriculo esquerdo) e onda A (associada a contracao atrial).
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Os IECA séo bem tolerados pela maioria dos pacientes hipertensos e a tosse seca
¢ seu principal efeito adverso, acometendo 5 a 20% dos pacientes (MALACHIAS et al.,
2016). A taquicardia reflexa é um efeito adverso que pode ocorrer apés utilizacdo de
alguns anti-hipertensivos, devido a reducao rapida da PA, o que ndo ocorre no caso do
captopril, revelando ser uma boa vantagem para o seu uso (AKHRAS; JACKSON, 1991).

Para a classe ARAII, a losartana € um dos exemplares mais amplamente utilizados
desde sua introducdo para uso clinico em 1995 (TRIGGLE, 1995). Seu mecanismo de
acao consiste na ligacdo competitiva e seletiva ao receptor AT1, resultando em uma
elevacdo compensatoria dos niveis de renina e Ang I. Liga-se com alta afinidade ao
receptor AT1 bloqueando assim os efeitos fisioldgicos induzidos principalmente pela Ang
Il (MULLA; SIDDIQUI, 2019). Um metabdlito ativo, o E3174, contribui
substancialmente para seu efeito anti-hipertensivo, que persiste ao longo de 24 h ap6s
administracdo oral, permitindo sua administracdo uma vez ao dia (AL-MAJED et al.,
2015). A losartana também esté presente na RENAME, sendo disponibilizado pelo SUS
(BRASIL, 2018). E indicada no tratamento da HA especialmente em populagdes de alto
risco cardiovascular ou que apresentam comorbidades, como IC congestiva e diabetes
(SBC, 2010). E comercializado na forma de comprimido revestido, nas doses de 12,5 mg,
indicada para pacientes que apresentam IC, para individuos hipertensos a dose usual para
0 inicio e para a manutencdo do tratamento é de 50 mg, podendo aumentar até 100 mg
(SBC, 2010). E bem tolerado, tendo como vantagem ndo apresentar tosse como a
observada para IECA, por ndo afetar a resposta a bradicinina (MULLA; SIDDIQUI,
2019). Além disso, ndo ha relatos de efeitos adversos relacionados aos seus metabdlitos
ou alteracdes em exames laboratoriais; ha preservacao da funcdo renal em pacientes com
ou sem IC (AL-MAJED et al., 2015). Assim, € a primeira escolha para o tratamento de
pacientes hipertensos com doenca renal cronica e aguda. Seu efeito benéfico na doenca
renal se deve a propriedade antiproteindrica, a vasodilatacdo renal, aumento do fluxo
sanguineo renal, levando a melhora da isquemia renal e da hipdxia. Também séo eficazes
na redugdo da excrecdo urinaria de albumina (ver KOBORI et al., 2013; ver PRAGA,;
MORALES, 2002). Em relacdo a HVE, Moroni e colaboradores (2017) avaliaram o uso
de losartana (100mg/dia) sobre a HVE em pacientes com HA priméria e observaram
reducdo da HVE e melhoria da funcédo diastolica do VE, contribuindo para um melhor
prognostico.

Estudos experimentais avaliando os efeitos de IECA demonstraram melhora da

funcdo ventricular esquerda, associada a reducdo da hipertrofia cardiaca, isquemia,
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necrose e vasculite. Esses efeitos foram observados em ratos ZSF: idosos e obesos,
sugerindo que o tratamento com captopril é benéfico em casos de IC com fracéo de ejecéo
preservado, mesmo quando associada a comorbidades como obesidade, diabetes e
dislipidemias (SALAH, et al., 2018). Simko e colaboradores (2010) demostraram que o
tratamento com captopril (100mg/kg/dia) por seis semanas foi capaz de proteger o
coragdo contra o remodelamento causado pelo N-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME)
em ratos Wistar. Em SHR, o captopril é capaz de atenuar a HVE em animais com IC
(BROOKS et al., 1997). Adicionalmente, em SHR foi observada a reducéo dos intervalos
QT e QTc, além da reducdo da hipertrofia do ventriculo esquerdo, apds dois meses de
utilizagdo do IECA trandolapril (BAILLARD et al., 2000), constatando entdo seu efeito
protetor de 6rgdos-alvo.

Experimentalmente, também ja foi demonstrado que a losartana é capaz de reduzir
a HVE em SHR. Mizuno e colaboradores (1992) observaram que o tratamento por duas
semanas com losartana (10 mg/kg/dia) reduziu a HVE em SHR. Cerbai e colaboradores
(2000) observaram reducdo da HVE associada alteraces eletrofisioldgicas, como
diminuicdo da capacitancia da membrana e diminui¢do da duracdo do potencial de acéo,
em SHRs tratados com losartana (10 mg/kg/dia) por oito semanas. Ja Koprdové, Cebova
e Kristek avaliaram o tratamento com losartana (20 mg/kg/dia) por cinco semanas e
observaram que o tratamento foi capaz de reduzir o peso do coragdo, a razao peso coragdo

pelo peso corporal e afetou a geometria e a estrutura da artéria coronaria em SHR.

2.4 Beneficios do exercicio fisico na hipertensdo arterial e hipertrofia do ventriculo

esquerdo

Para o tratamento ndo-medicamentoso da HA as recomendac6es sdo a adogao de
dieta rica em fibras, com baixos niveis de agUcares, gorduras e sal, redu¢cdo do consumo
de bebidas alcodlicas, pratica de exercicios fisicos, principalmente aerobico de
intensidade leve a moderada, e controle do estresse (MALACHIAS et al., 2016;
CHOBANIAN et al., 2003). Profissionais de satde orientam 0s pacientes hipertensos em
relacdo a importancia da melhoria da qualidade de vida, indicando a préatica de esportes
acompanhada de dieta saudavel como forma de controle dos niveis pressoricos
(PAULUCCI et al., 2014).

O exercicio fisico regular contribui para o tratamento de varias doencas crénicas
(ver WARBURTON; NICOL,; BREDIN, 2006), como a prevencao primaria e secundaria
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das doencas pulmonares e cardiovasculares (doenga pulmonar obstrutiva cronica,
hipertensdo, claudicagdo intermitente); distdrbios metabolicos (diabetes tipo 2,
dislipidemia, obesidade, resisténcia a insulina); doencas musculares, dsseas e articulares
(artrite reumatoide, fibromialgia, sindrome da fadiga cronica, osteoporose); cancer; e
depressdo (PEDERSEN; SALTIN, 2006; ver WARBURTON; NICOL; BREDIN, 2006).
O exercicio de intensidade e duracdo leve a moderada reduz a PA (ver GHADIEH;
SAAB, 2015) e contribui para a regressdo da MVE na HA (TELEB et al., 2018).

Embora o exercicio fisico intenso praticado por atletas possa estar associados ao
desenvolvimento de HVE (ver AUGUSTINE; HOWARD, 2018), esta é geralmente ndo
patoldgica e ndo apresenta a fibrose observada na HA (ver HEGDE; SOLOMON, 2015),
enquanto o remodelamento cardiaco na HA é patoldgico.

O exercicio fisico como parte do tratamento da HA é preconizado pelas Diretrizes
do American College of Sports Medicine - ACSM (2014, cap. 10:276), de forma que seja
realizado “exercicio aerdbico preferencialmente todos os dias da semana, de intensidade
moderada, de 30 a 60 min por dia” (PESCATELLO etal., 2014). A 72 Diretrizes Brasileira
de Hipertensao recomenda fazer, no minimo, 30 min por dia de atividade fisica moderada,
de forma continua (1 x 30 min) ou acumulada (2 x 15 min ou 3 x 10 min) em 5 a 7 dias
da semana (MALACHIAS et al., 2016). Ja para prevencdo de DCV, a | Diretriz Brasileira
de Prevencdo de Doenca Cardiovascular recomenda a préatica regular de atividade fisica
aerdbia por pelo menos 30 min por dia, 3 vezes por semana (SIMAO et al., 2013).

O exercicio fisico também se mostra eficaz na reducao dos niveis presséricos dos
SHR, como encontrado no estudo de Rossoni e colaboradores (2011) que concluiu que a
sessdo de exercicio de intensidade leve a moderada proporciona beneficios em qualquer
idade, com melhoria das fun¢des cardiacas, incluindo reversdo da HVE e da taquicardia.

A associacdo entre exercicio fisico e a terapia anti-hipertensiva com medicamentos
ja foi estudada em relacdo a PA. Martins-Meneses e colaboradores (2015) realizaram
estudo com 44 mulheres que utilizam medicamentos anti-hipertensivos e observaram que
a pratica de Mat Pilates, por 60 min, durante 16 semanas, foi capaz de reduzir
significativamente a PA clinica e ambulatorial, comparado apenas ao uso de medicamento
anti-hipertensivo. Dentre os medicamentos utilizados pelas participantes, foi constatado
que destas 82 % utilizavam ARAII.

Experimentalmente, alguns poucos estudos avaliaram a associa¢do do exercicio
fisico com o tratamento anti-hipertensivo com IECA ou ARAII. Enyinnia e colaboradores

(2016) avaliaram o uso de captopril durante 16 semanas associado a sessdes de exercicio

13



(21 m/min, 60 min/dia e 3 dias/semana) no modelo SHR e observaram que 0 grupo
treinado e tratado com captopril 50 mg/kg apresentou PA média (PAM) de 130 *
3 mmHg, valor bem menor se comparado ao grupo treinado, que apresentou PAM igual
a 151 + 7 mmHg, e ao grupo sedentario, com PAM de 190 + 11 mmHg (mensuradas por
pletismografia de cauda), demonstrando os beneficios desta associacdo no controle dos
niveis pressoricos. Azevedo e colaboradores (2003) investigaram a associa¢do entre o
tratamento com losartana (10 mg/kg) e a préatica de exercicio fisico em esteira motorizada,
cinco dias por semana, 60 min por dia, por 18 semanas, em SHR. Foi observado que a
losartana reduziu a PA média, HVE e aumentou sensibilidade barorreflexa em
comparagdo aos animais tratados com placebo. J& a associacdo entre o tratamento
farmacoldgico e exercicio fisico, ndo promoveu efeito adicional na redugdo da PA, na
sensibilidade barorreflexa e na hipertrofia cardiaca. Maida e colaboradores (2016)
investigaram os efeitos autonémicos cardiovasculares da associacdo entre exercicio fisico
e o tratamento com enalapril (10 mg/kg) ou losartana (5 mg/kg) em SHR. Para isso 0s
animais foram submetidos a sessao de treino de natagdo, por 10 semanas e tratados com
enalapril ou losartana uma vez ao dia. Foi observado que ambos farmacos promoveram
melhoria da funcéo autonémica, caracterizada pela reducédo do tonus simpatico e aumento
do tdnus vagal cardiaco, porém apenas a associacdo do exercicio fisico com o enalapril
potencializou esses efeitos.

Neste contexto, o presente trabalho teve como principal hipdtese verificar se a
associacdo entre o exercicio fisico regular realizado por SHR tratados com captopril ou
losartana, pode contribuir para a redugédo da PA, normalizacdo dos parametros do ECG e
regressdo da HVE, e se a préatica de exercicio fisico permite a reducdo da dose dos
farmacos mantendo os mesmos beneficios. Considerando ainda os poucos estudos
clinicos que avaliaram a associacdo dos tratamentos medicamentoso e nao-
medicamentoso sobre o desenvolvimento e regressdo da HVE, no presente trabalho foi
realizado adicionalmente um estudo de metandlise sobre o tema, afim de contribuir para
o conhecimento acerca da adogdo da associagdo do exercicio fisico regular e farmacos

anti-hipertensivos na terapéutica da HA.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar experimentalmente os efeitos do exercicio fisico associado aos farmacos
captopril ou losartana sobre parametros cardiovasculares de SHR e avaliar em estudo de
metanalise os efeitos do exercicio fisico associado ao tratamento farmacoldgico anti-

hipertensivo sobre a hipertrofia do ventriculo esquerdo.
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CAPITULO II: EFEITOS DO EXERCICIO FISICO ASSOCIADO AOS
MEDICAMENTOS CAPTOPRIL E LOSARTANA SOBRE A FUNCAO
CARDIOVASCULAR

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1. Avaliar a influéncia da préatica de exercicio fisico associado ao tratamento com captopril ou
losartana sobre a PA e sobre os parametros do ECG em SHR;

1.2. Avaliar a influéncia da prética de exercicio fisico associado ao tratamento com captopril ou
losartana sobre atividade da MMP-2 no coragéo de SHR;

1.3. Avaliar a influéncia da préatica de exercicio fisico associado ao tratamento com captopril ou

losartana sobre a fibrose e infiltrado inflamat6rio no tecido cardiaco de SHR.

2. METODOLOGIA
2.1. Materiais

Captopril (Galena Quimica e Farmacéutica LTDA); Losartana (Sigma-Aldrich); o
anestésico utilizado foi a associagdo de Cetamina (100 mg/kg; Syntec) e Xilazina (14 mg/kg,
Agener Unido); para preparar solucdo salina 0,9% foram utilizados o cloreto de sédio (NaCl,
Synth) e &gua MiliQ (Millipore, 0,22 um); Heparina 5000 U.I/ml (Hipolabor); Polietileno (PE)
10 e 50 (Clay Adams) foram utilizados para confeccionar o catéter.

Para a zimografia foram utilizados tampdo RIPA [150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL® CA-
630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS e 50 mM Tris (pH 8.0)]; tampé&o de amostra para
SDS-PAGE [Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 4% (w/v), glicerol 20% (v/v), p-mercaptoetanol
0,1 M e azul de bromofenol 0,02% (w/v)]; marcador padrdo de massa molecular (BLUeye
Prestained Protein Ladder — Genedirex).

Para a histologia foram utilizados metanol (Synth), dimetilsulféxido (DMSO) (Synth),

corante Hematoxilina-Eosina (HE) (EasyPath) e corante Tricdmico de Masso (EasyPath).

2.2. Equipamentos

Para realizagdo do protocolo de exercicio fisico, foi utilizada uma esteira elétrica adaptada
(figura 2.1), cedida pela professora Lenice Kappes Becker Oliveira (CEDUFOP, UFOP). O
sistema de aquisi¢é@o de dados consistiu de sistema condicionador de sinais em tempo real a uma

frequéncia de 1200 Hz, processados por uma placa conversora analogico-digital
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(DagBoard/2001, EUA); pletismografo com manguito acoplado a uma bomba insufladora de ar
(Eletro-esfignomandmetro, Narco Bio-Systems). A andlise histoldgica de coracao foi realizada
com o auxilio do software Leica Application Suite.

Para a zimografia foi utilizado aparato para o western blotting. A quantificacdo das
bandas foi realizada com auxilio do software Quantity One (BioRad) utilizando uma estagéo de

captura de imagem (Carestream 4000 MM Pro Image Station) e do software ImageJ versao 1.32j.

Figura 2.1: Esteira elétrica adaptada com seis baias para treinamento de exercicio fisico de

pequenos animais.

2.3. Animais

Foram utilizados SHR machos com 16 semanas de vida (260 a 320g), fornecidos pelo
Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP), protocolo
CEUA/UFOP N° 2015/05. Os animais foram mantidos por 3 a 5 dias antes e durante todo o
protocolo experimental na sala de manutencdo de roedores do Laboratorio de Farmacologia
Experimental em raques ventiladas, contendo no maximo seis animais por isolador, com controle

de luz 12/12 h claro/escuro, dgua e racao ad libitum.

2.4. Protocolos experimentais

Inicialmente foi realizada a medida indireta da PAS de todos os animais utilizando o
método de pletismografia da cauda. Antes de iniciar o procedimento, 0s animais passaram por
um periodo de adaptacdo ao ambiente. Cada rato foi colocado em um contentor de acrilico e sua
cauda foi diretamente exposta a luz com intuito de promover dilatacdo da artéria caudal. Em
seguida, a PAS foi mensurada com uso de um manguito em torno da cauda que infla e desinfla
automaticamente (IBRAHIM; BERK; HUGHES, 2006) a uma pressdo maxima estipulada de

240 mmHg em intervalos fixos de aproximadamente 60 segundos. Préximo ao manguito foi
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acoplado um transdutor de pulso (sensor) que captava 0s sinais a serem enviados e registrados
com o auxilio do software WinDaq Waveform (DATAQ Instruments, EUA).

Os animais foram tratados com captopril (12,5, 25 e 50 mg/kg) ou losartana (2,5, 5 e
10 mg/kg) dissolvidos em agua destilada, a uma concentracdo de 15 mg/ml e 3 mg/mi,
respectivamente, por via oral (gavagem), uma vez ao dia, sempre no mesmo horario, durante oito
semanas. Os animais treinados recebiam o tratamento cinco minutos antes da sessdo de treino,
durante os cinco dias da semana em que ocorria a sessdo de treino, e nos outros dois dias recebia
juntamente com os sedentarios. O grupo denominado treinado foi submetido ao exercicio fisico
em esteira motorizada, cinco dias por semana, durante oito semanas. A duracao e a velocidade
de corrida da esteira foram aumentadas progressivamente, a fim de adapta-los, de tal forma que
até 0 12° dia do experimento, 0s animais estavam aptos a realizar o exercicio por 60 min a
18 m/min (CARNEIRO-JUNIOR et al., 2010, 2013). Este aumento progressivo ao longo do
protocolo para os grupos de SHR treinados se deu da seguinte forma: na primeira semana a sessao
de treino tinha duracdo de 15 min por dia, em uma velocidade minima de 12 m/min; na segunda
semana a sessdo de treino foi de 30 min por dia, durante trés dias, a uma velocidade de 15 m/min
e nos dois ultimos dias desta semana, sessdo de treino com duragédo de 45 min por dia e mesma
velocidade. Estas condi¢Ges foram mantidas até o fim do protocolo. Os animais SHR dos grupos
denominados sedentérios também foram submetidos ao exercicio fisico na esteira dois dias da
semana, 10 min por dia, a uma velocidade maxima de 12 m/min (CARNEIRO-JUNIOR et al.,
2010, 2013). Ao término das 8 semanas, apds a sessdo de treino do Gltimo dia, os animais foram
anestesiados e submetidos ao procedimento cirdrgico para insercdo de cateter na artéria femoral
esquerda, utilizado para mensuracdo direta da PA. Vinte e quatro horas apds o tratamento, foi
realizado registro do ECG e da PA com o animal acordado, durante 3 min, e do ECG com o
animal anestesiado, durante 5 min, este ultimo a fim de se obter um registro livre de ruidos
(figuras 2.2 e 2.3).

Os grupos experimentais utilizados apresentaram n =5 a 6, sendo: 1) sedentério tratado
com veiculo; 2) treinado tratado com veiculo; 3) sedentério tratado com captopril 12,5 mg/kg; 4)
treinado tratado com captopril 12,5 mg/kg; 5) sedentario tratado com captopril 25 mg/kg; 6)
treinado tratado com captopril 25 mg/kg; 7) sedentario tratado com captopril 50 mg/kg; 8)
treinado tratado com captopril 50 mg/kg. 9) sedentario tratado com losartana 2,5 mg/kg; 10)
treinado tratado com losartana 2,5 mg/kg; 11) sedentario tratado com losartana 5 mg/kg; 12)
treinado tratado com losartana 5 mg/kg; 13) sedentario tratado com losartana 10 mg/kg; 14)

treinado tratado com losartana 10 mg/kg.
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Figura 2.2: Esquema do protocolo experimental para animais treinados.
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Figura 2.3: Esquema do protocolo experimental para animais sedentarios.

2.5. Procedimentos cirargicos e obtencao de sinais cardiovasculares

Para a obtencdo dos sinais de PA e ECG, os animais foram anestesiados com cetamina
(100 mg/kg) e xilazina (14 mg/kg), por via intraperitoneal. Apds a anestesia ter alcancado a
profundidade necessaria, foi realizada uma pequena incisdo para exposi¢do do feixe femoral da
regido inguinal esquerda. Para obtencédo dos sinais da PA, foi inserido um cateter de polietileno
na artéria femoral. Os cateteres foram constituidos de 5,0 cm de tubo de PE10 e 15,0 cm de PES0,
preenchidos com solucéo salina heparinizada 0,01% e ocluidos por agulhas 25x7 cortadas. Apos
a insercdo do cateter, a extremidade PE10 se encontrava localizada na aorta abdominal, abaixo
das artérias renais. Para realizacdo do registro da PA, a extremidade PE50 foi acoplada a um
transdutor de pressdo TruWave® (Edwards Lifescience, Canada) para aquisi¢do dos sinais de
PA.
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Para possibilitar a medicdo da diferenca de potencial relativa a derivagdo DIl do ECG,
agulhas hipodérmicas de aco inoxidavel foram inseridas no tecido subcutédneo dos animais
anestesiados.

Os sensores de ECG e transdutor de PA foram acoplados a um sistema condicionador que
fornece sinais em tempo real a uma frequéncia de 1200 Hz, processados por uma placa

conversora analdgico-digital (DagBoard/2001, EUA).

2.6. Analise dos parametros cardiovasculares

Os registros digitais dos experimentos foram convertidos pelo software Matlab 7.0
(MathWorks, EUA) e analisados inicialmente por inspe¢do visual com o auxilio do software
WinDaq Waveform (DATAQ Instruments, EUA). Foram separados 3 segmentos de 2 segundos
cada para cada animal, selecionados em instantes especificos. Os seguintes parametros
cardiovasculares foram extraidos: PAS e PAD, FC e intervalos RR, PR, QRS e QT (figura 4) do
ECG e intervalo QT corrigido pelo indice de Fridericia (1920): QTc = QT/(RR)*3.

RR l

m R

Q Q

Figura 2.4: Tracado representativo do ECG (DII) de um rato SHR adulto e seus intervalos

mensurados.

2.7. Determinacdo da massa do coracao e dos ventriculos

Para avaliar a massa do coragdo e dos ventriculos dos SHR, apds o ultimo registro do
ECG foi realizada a eutanasia por decapitacdo. O coracdo foi removido através da toracotomia,
lavado em salina para retirada do excesso de sangue e imediatamente pesado em balanca de
preciséo (Shimadzu — modelo AY 220).

Posteriormente, o VE foi separado e também pesado. O peso relativo do coracdo foi
calculado pela razéo entre a massa do coracdo (mg) e a massa corporal (g), e o peso relativo do
VE foi calculado pela razdo entre a massa do VE (mg) e a massa corporal (g). Apenas o VE foi
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armazenado para uso posterior. O VE foi divido em 2 partes, o apice foi armazenado em
metanol/DMSO para avaliacdo do as alteraces histopatoldgicas e a base foi armazenada em
freezer -80°C para uso na dosagem de MMP-2 por zimografia.

2.8. Zimografia genatinolitica

A zimografia foi executada segundo protocolo previamente descrito por Sung e
colaboradores (2007), em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 8% contendo gelatina do tipo A de
pele suina (Sigma Chem. Co, St. Louis, Mo. EUA) na concentracdo de 2 mg/ml e os géis de
entrada poliacrilamida 5% (w/v) em placas de 0,75mm. A eletroforese foi realizada com de 30pg
de proteina para cada amostra, acrescido de tampdo RIPA e tampdao de amostra para SDS-PAGE.
Antes da aplicacdo no gel as mesmas foram aquecidas por 2 min a 37°C em banho Umido. O
volume de 10 pl do marcador padrdo de massa molecular (BLUeye Prestained Protein Ladder —
Genedirex) foi utilizado em todas as corridas de eletroforese.

A corrida da eletroforese foi realizada durante 120 min a 100 V no sistema utilizado para
0 Western blotting. Apds a eletroforese os géis foram cuidadosamente lavados 3 vezes em 2,5%
Triton X-100 para total remocdo do SDS seguido de incubacdo a 37°C por 18h em tampéo
contendo 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaClz, 0.05% NaNs (pH 7.5). Os géis foram corados
com 0,05% Coomassie Brilliant blue G-250 por trés horas e descorados com solugdo descorante
(4% metanol, 8% &cido acético e 4gua). A atividade da gelatinase foi visualizada por bandas nao

marcadas em um fundo azul representando areas de protedlise no substrato de proteina.

2.8.1. Preparo do homogenato do tecido para zimografia gelatinolitica

Parte do VE dos SHR foram pulverizados em nitrogénio liquido (-165 °C) e mantidos em
freezer -80°C. Para realizacdo da zimografia, foram pesados e homogeneizados (na proporcao de
100mg/400ul) em tampdo RIPA, acrescido de coguetel inibidor de protease (1:1000) a 4°C. Apds
a centrifugacdo (10 min, 10.000g), o sobrenadante foi coletado e usado imediatamente para a
quantificacdo da concentracao de proteinas.

2.8.2. Proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com o método de BCA
(Bio-Rad Protein Assay Kit) proposto por Smith e colaboradores (SMITH et al., 1985), também
conhecido por método do &cido bicinchoninico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'- biquinolina). Baseia-
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se na reacao de cobre (I1) com proteinas, em meio alcalino, produzindo cobre (1) e formando um
complexo com 0 BCA, que absorve fortemente na regido de 595 nm.

Inicialmente foram realizados quatro pontos para a construcdo da curva padrdo para
proteinas totais, pelo seguinte procedimento:

e P1- 25 ul de uma solucéo estoque de proteinas a 0,2 mg/dl e o volume completado com agua
destilada para 100 ml. A concentracao final obtida deste ponto é de 0,05 mg/ml.

e P2-7,5ul de uma solugdo estoque de proteinas a 2 mg/dl e o volume completado com agua
destilada para 100 ml. A concentracdo final obtida deste ponto foi 0,15 mg/ml.

e P3- 15 ul de uma solucéo estoque de proteinas a 2 mg/dl e o volume completado com &gua
destilada para 100ml. A concentracdo final obtida deste ponto foi 0,30 mg/ml.

e P4- 25 ul de uma solucédo estoque de proteinas a 2 mg/dl e o volume completado com &gua
destilada para 100ml. A concentracgdo final obtida deste ponto foi 0,5 mg/ml.

Para a realizacdo da dosagem, foram adicionados 10 ul de amostra ou padrdo em
eppendorf e completados para 100 pl com agua Milli-Q. O reagente de BCA foi diluido em &gua
Milli-Q na proporg¢éo 1:4. Para o branco foi utilizado 100 pl de agua destilada. Foi adicionado
10 pl de amostra e 190 pl do mix do reagente BCA diluido a uma microplaca de 96 pocgos. O
volume foi misturado e incubado a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 30 min. Em
seguida, realizou-se a leitura em espectrofotdometro a 595 nm. Os dados obtidos foram utilizados
para construir um grafico expressando a concentracdo (eixo Y) versus absorbancia do padréo
(eixo X). A equacdo da reta gerada foi utilizada para determinar a concentracdo de proteinas

totais nos homogenatos de tecidos. Todas as concentragfes foram obtidas em mg/ml.

2.8.3. Densitometria das bandas

Apds descorar 0s géis, as bandas marcadas foram quantificadas com auxilio do software
Quantity One (BioRad) utilizando uma estacdo de captura de imagem (Carestream 4000 MM
Pro Image Station) e do software Image] versdo 1.32) de dominio publico
(http://rsb.info.nih.gov.ij/ ) onde a densidade Optica de cada banda foi mensurada. Foi utilizado
como parametro para analise o volume ajustado das bandas, que significa o volume total,

diminuido do background.

2.9. Avaliacdo histopatoldgica

Para avaliar as alteracGes histopatoldgicas, o VE de todos os animais foram coletados e

fixados em solugé@o de metanol/DMSO 80:20.
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Para a confeccao das laminas, os 6rgdos foram submetidos a desidratacdo em banhos de
alcool. Em seguida, foram incluidos em parafina, utilizando dois banhos de parafina para
penetracdo da mesma nos vasos e espacos intercelulares. Os blocos de parafina contendo os
tecidos impregnados foram submetidos a microtomia e os cortes colocados em banho-maria para
que as fitas fossem esticadas e colocadas sobre as laminas de vidro que foram mantidas em estufa
a 60°C para secagem.

As laminas foram submetidas as colora¢fes HE e Tricrdmicro de Masson. Os cortes
histologicos corados pelo HE foram usados para identificacdo da presenca de inflamacéo e
determinacdo da hipertrofia cardiaca. Os cortes histoldgicos corados com Tricrémicro de Masson
foram utilizados para observacdo da area de fibrose, determinada pela presenca de colageno
(SOARES et al., 2011).

As laminas foram escaneadas em microscopio digital, a saber scanner de laminas 3D
HISTECH do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
Posteriormente foram selecionadas 10 imagens aleatdrias de cada ldmina com aumento de 40x
utilizando o programa CaseViewer.

Para a avaliacdo de processo inflamatdrio cardiaco, o nimero total de células presentes
no campo microscépio foi determinado pela contagem automatica de nucleos celulares (LEITE
et al., 2017), com o auxilio do software Leica Qwin V.3.2.1 (Leica Switzerland). Foi avaliado
também o comprimento dos cardiomidcitos, atraves de medidas interativas, pelo desenho de uma
reta ligando os limites celulares (EVANGELISTA; BRUM; KRIEGER, 2003). Somente fibras
com ndcleos e limites celulares visiveis foram incluidas, com total de 100 cardiomidcitos

analisados para cada animal. Tal anélise foi realizada com auxilio software ImageJ versao 1.32j.

2.10. Andlise estatistica

Os dados obtidos de cada animal em cada momento definido para os parametros de PA,
ECG, histologia e zimografia foram inicialmente organizados em planilha Excel. As anélises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad
Software, EUA). Os dados foram submetidos a analise de variancia one-way ANOVA seguida
do teste de Tukey. Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m), sendo
utilizado intervalo de confianga (IC) de 95 % e as diferengas foram consideradas significativas

quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).
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3. RESULTADOS

A HA foi confirmada nos SHR pela mensuragéo da PAS por pletismografia de cauda. Os
animais (n= 6 por grupo) apresentaram PAS média de 187,0 £ 1,32 mmHg, como demonstrado
na figura 2.5. Kristek, Drobna e Cacanyiova (2017) observaram que ratos Wistar apresentavam
PAS em torno de 115 mmHg, sendo entdo confirmada a HA. Apds a confirmacgdo da HA, os

animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos experimentais.

[ Sedentario SHR
Bl Treinado Captopril SHR
Treinado Losartana SHR

225+
200+

1754

OO

N

1504

N

LMY

125471~
100+

PAS (mmHg)

751
50+

25+

Veiculo 125 25 50 10

Captopril mg/kg Losartana mg/kg

Figura 2.5: Valores absolutos (media + e.p.m) da pressdo arterial sistélica (PAS) obtidos por
plestismografia de cauda dos animais distribuidos aleatoriamente nos grupos experimentais,

antes de iniciar o protocolo experimental.
Os valores dos intervalos PR e QRS estdo apresentados nas tabelas 2.1 e 2.2. Estes

intervalos ndo apresentaram diferenca estatistica independente do tratamento captopril ou

losartana quando comparados aos animais tratados com veiculo, treinados ou sedentarios.
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Tabela 2.1: Valores absolutos (média + e.p.m.) dos intervalos PR e QRS do

ECG de SHR sedentérios ou treinados tratados com veiculo ou captopril em 3

doses.
Grupos PR (ms) QRS (ms)
Veiculo 49,08 + 0,704 24,06 £ 0,652
) 12,5mg/kg 46,85+1,231 25,14+ 1,339
Sedentarios _
Captopril 25 mg/kg 50,36 £ 1,153 23,34 + 1,376
50 mg/kg  45,61+1,332 22,25+0,303
Veiculo 4743 +1,241 23,24 +1,080
) 12,5mg/kg 50,54 +1,302 22,48 +0,637
Treinados ]
Captopril 25 mg/kg 51,01 +£1915 23,40+ 0,796
50 mg/kg  45,74+0,975 23,76 £ 0,695

n=5-6 animais por grupo

Tabela 2.2: Valores absolutos (média + e.p.m.) dos intervalos PR e QRS do

ECG de SHR sedentarios ou treinados tratados com veiculo ou losartana em 3

doses.
Grupos PR (ms) QRS (ms)
Veiculo 49,08 £0,704 24,06 £ 0,652
) 2,5mg/kg 49,06 +0,100 21,00 + 0,264
Sedentarios
Losartana 5 mg/kg 4583 +1,037 22,11 +1,401
10 mg/kg 46,84 +1,101 21,43+1,147
Veiculo 4743 +£1,241 23,24 +£1,080
) 2,5mg/kg 48,91+1583 22,85+0,608
Treinados
Losartana 5 mg/kg 50,21 +1,208 22,96 + 0,215
10mg/kg  48,80+1,288 22,60 + 0,648

n=5-6 animais por grupo
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Em relacdo aos intervalos QT e QTc do ECG, o modelo SHR apresenta alteracdo dos
mesmos quando comparados a linhagens de animais ndo hipertensos (KLIMAS et al., 2015). O
tratamento com ambos os farmacos, em algumas doses, foi capaz de reduzir o prolongamento
destes intervalos.

O tratamento com captopril nas doses de 12,5 e 25 mg/kg reduziu o intervalo QT em 9,0%
e 6,6% comparado ao grupo veiculo, ambos sedentarios. Ja quando associado ao exercicio fisico,
reduziu o intervalo QT na dose de 50 mg/kg em 14,2% comparado ao grupo veiculo, ambos
treinados (figura 2.6). Para o intervalo QTc (figura 2.6), o captopril promoveu reducdo em todas
as doses, sendo essas reducdes de 16,4%, 10,4% e 10,4%, para as doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg
quando comparado ao grupo tratado com veiculo. O captopril 12,5 e 50 mg/kg em animais
treinados reduziu o mesmo intervalo em 11,6% e 15,8% quando comparado ao grupo tratado
com veiculo. O captopril 25 mg/kg reduziu também o intervalo QT do grupo treinado comparado
ao grupo sedentario de mesma dose em 6,7%. A dose de 50 mg/kg, o captopril reduziu os
intervalos QT e QTc do grupo treinado comparado ao grupo sedentario de mesma dose,
respectivamente em 13,6% e 14,2%.

O exercicio fisico por si sé ndo reduziu os intervalos QT e QTc, porém quando associado
ao captopril nas doses de 25 e 50 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente esses parametros
do ECG.

O tratamento com losartana (figura 2.7) reduziu o intervalo QT em 9,7% e 8,2% nos
grupos sedentarios e em 7,8% e 8,9% nos grupos treinados, nas doses de 5 e 10 mg/kg,
comparado ao grupo veiculo sedentério e treinado, respectivamente. Porém a associacdo com

exercicio fisico ndo promoveu melhor resposta para tais parametros.
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Figura 2.6: Valores absolutos (media + e.p.m.) dos intervalos QT e QTc de SHR anestesiados,

sedentarios ou treinados, tratados com captopril em 3 doses. * Diferenca significativa comparado

ao grupo tratado com veiculo. # Diferenca significativa comparado ao grupo sedentario tratado

com a mesma dose do farmaco. P <0.05, one-way ANOVA seguido de teste de Tukey.
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Os valores de PAS, PAD, PAM e FC estdo apresentadas nas tabelas 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6.
No procedimento com os animais em livre movimentacao foram mensurados PAS e PAD (tabelas
2.3 e 2.4). Néo foi observada reducéo significativa de PAS nos animais treinados veiculo (198
+ 4,2 mmHg) em relacdo aos sedentarios (204 £+ 2,7 mmHg), porém foi observada reducéo de
4,8% para PAD (146 = 12mmHg e 139 + 2,8 mmHg, para sedentarios e treinados
respectivamente). Nos animais tratados com captopril, foi observado reducéo de PAS em todos
0s grupos tratados com o farmaco em comparagdo com os tratados com veiculo. Houve reducdo
significativa de 14,2% no grupo sedentario na dose de 50 mg/kg comparado ao grupo sedentario
veiculo; 10,1%, 13,1% e 22,2% nos grupos treinados nas doses de 12,5, 25 mg/kg e 50 mg/kg,
respectivamente, comparados ao grupo treinado veiculo. J& para PAD, foi observado reducdo
significativa de 13,7% no grupo treinado na dose de 50 mg/kg em comparagao ao grupo treinado
veiculo. A associacgdo a pratica de exercicio fisico apresentou afeito aditivo nas doses de 12, 25
e 50 mg/kg. Para PAS foram observadas reduc@es de 10,6%, 9,5%, 12%, nas doses de 12,5, 25 e
50 mg/kg; para PAD foram observadas redugdes de 11,0% e 17,2%, nas doses de 25 e 50 mg/kg,
comparado aos animais sedentarios tratados com mesma dose.

Ja nos animais tratados com losartana, assim como nos animais tratados com captopril,
foi observado reducdo de PA em todos os grupos tratados com o farmaco em comparacao aqueles
tratados com veiculo. Foi observado reducdo de 10,1% para os animais treinados tratados com
losartana na dose de 2,5 mg/kg; 14,2% e 12,6%, para os animais tratados com losartana na dose
de 5 mg/kg, para o grupo sedentario e treinado respectivamente, comparados aos respectivos
grupos veiculos. Para os grupos tratados na dose de 10 mg/kg, foi notado reducdo significativa
de 13,2% e 11,6%, para o grupo sedentario e 18,7% e 12,9%, para o grupo treinado, para PAS e
PAD, comparado aos animais tratados com veiculo. A associacdo a préatica de exercicio fisico
apresentou afeito aditivo para PAS na dose de 10 mg/kg, sendo observada reducdo de 9,0%
comparado ao sedentéario tratado com a mesma dose.

Para FC, foi observada reducdo significativa nos seguintes grupos treinados em relagéo
aos sedentarios: 9,8% para os tratados com veiculo; 6,3% para tratados com captopril
12,5 mg/kg, 10,0% % para tratados com captopril 25 mg/kg, 4,1% % para tratados com captopril
50 mg/kg de captopril e 11,2% tratados com losartana 2,5 mg/kg.

No procedimento com anestesiados (tabelas 2.5 e 2.6), foram obtidos os sinais de PA e
ECG (tabelas 2.5 e 2.6, sendo observado que o tratamento com captopril foi capaz de reduzir a
PA em animais SHR sedentarios. Para PAS foi observado reducéo de 18,5%, 14,6% e 12,6% nos
grupos tratados com captopril 12,5, 25 e 50 mg/kg, comparados ao tratamento com veiculo. Para

PAD foi observado reducéo de 23,3% e 19,4% na PAD no grupo tratado com captopril 12,5 e
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50 mg/kg comparado ao tratamento com veiculo. Para PAM, foi observado reducédo de 20,2% no
grupo tratado com captopril 12,5 e 50 mg/kg comparado ao tratamento com veiculo em
sedentérios. Nao foram observadas diferencas para PAS, PAD e PAM nos animais treinados
tratados com captopril, indicando que a associa¢do ndo produziu beneficio adicional. No entanto,
0S niveis pressoricos se aproximaram daqueles definidos como objetivo terapéutico. Para os
animais tratados com losartana, treinados e sedentarios, ndo foi observado diferenga significativa
entre eles, e nem quando comparado ao tratamento com veiculo. No entanto, a losartana 10mg/kg
reduziu a PA atingindo 0s niveis pressoricos desejaveis como objetivo terapéutico quando
associado ao exercicio fisico.

Em relagdo a FC, foi observado reducdo no grupo treinado (303 + 20,8 bpm) em
comparagao ao grupo sedentario (365 * 25,6 bpm), ambos tratados com veiculo. Foi observado
reducdo significativa de 25,7%, 18,9% e 24,1% nos grupos sedentarios tratados com captopril
nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg, em comparacdo ao grupo sedentério tratado com veiculo.
Também foi observado reducdo de 22,8% e 19,5% nos grupos treinados tratados com captopril
12,5 e 25 mg/kg comparados ao grupo treinado tratado com veiculo. O tratamento com losartana

ndo reduziu a FC, tanto em sedentarios quanto em treinados.
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Tabela 2.3: Valores absolutos (media + e.p.m.) da PAS, PAD, PAM e FC de SHR treinados e sedentarios em livre

movimentacao, tratados com veiculo ou captopril em 3 doses.

Grupos PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mmHg) FC (bpm)
Veiculo 204 £ 2,7 146 £ 1,2 165+14 450 £9,3
) 12,5 mg/kg 199+ 3,8 144 £ 1,7 162+2,4 475+ 1,2
Sedentarios _
Captopril 25 mg/kg 189+29 146 + 3,7 156 £ 6,3 461 + 10,4
50 mg/kg 175+ 2,2* 145+ 3,8 155+2,6 464 £ 6,1
Veiculo 198 £ 4,2 139+ 2,8* 158 + 3,2 406 + 4,1%
) 125 mg/kg 178 £ 4,2** 138 + 3,3 1514272 445 + 3,2%%
Treinados ]
Captopril 25 mg/kg 171 + 4,6** 130 + 4,07 144 + 3,6 415+ 12,7%
50 mg/kg 154 + 5,8+ 120 +5,1** 132 + 5,0** 445 + 1,5%*

n = 5-6 animais por grupo. * Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com veiculo. # Diferenca significativa

em relacdo ao sedentario tratado com a mesma dose @ Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com veiculo
sedentério. P <0,05, One-way ANOVA seguido de teste de Tukey.
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Tabela 2.4: Valores absolutos (media + e.p.m.) da PAS, PAD, PAM e FC de SHR treinados e sedentarios em livre

movimentacao, tratados com veiculo ou losartana em 3 doses.

Grupos PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mmHg) FC (bpm)
Veiculo 204 £ 2,7 146 £ 1,2 165+14 450 £9,3
) 2,5 mg/kg 193+6,9 137+ 2,7 156 + 3,7 464 + 6,8
Sedentarios
Losartana 5 mg/kg 175+ 1,4* 135+1,3 148 + 0,9* 447 + 14,8
10 mg/kg 177 + 3,2* 129 +1,8* 145+ 1,7* 437 £ 134
Veiculo 198 £ 4,2 139+2,8 158 + 3,2 406 + 4,1%
_ 2,5 mg/kg 177 £ 3,4* 136 £ 5,7 150 £ 4,0 412 +7,6*
Treinados
Losartana 5 mg/kg 173 £ 3,1* 135+ 0,7 148+1,1 434+ 74
10 mg/kg 161 + 4,0%* 121 £1,4* 135+ 1,8* 410+6,9

n = 5-6 animais por grupo. * Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com veiculo. # Diferenca significativa
em relacdo ao sedentério tratado com a mesma dose. P <0,05, One-way ANOVA seguido de teste de Tukey.
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Tabela 2.5: Valores absolutos (media + e.p.m.) da PAS, PAD, PAM e FC de SHR treinados e sedentarios anestesiados

tratados com veiculo ou captopril em 3 doses.

Grupos PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mmHg) FC (bpm)
Veiculo 151 +6,4 103 +£5,2 119+5,8 365 £ 25,6
_ 12,5 mg/kg 123 + 5,0* 79 £ 3,2* 95 + 3,0* 271 £11,2*
Sedentérios
Captopril 25 mg/kg 129 + 4 5* 94+272 105+ 2,6 296 +11,2*
50 mg/kg 132 £ 4,7* 83 +2,3* 104+£6,4 277 £5,9%
Veiculo 134 +£9,6 92+94 106 +9,4 303 +20,8
) 12,5 mg/kg 116 £ 6,6 76+ 2,8 89+28 234 £9,9%
Treinados ]
Captopril 25 mg/kg 123+ 3,6 88+3,8 100 + 3,6 244 £ 7,9%
50 mg/kg 127+3,3 85+3,8 99+35 273+ 17,2

n = 5-6 animais por grupo. * Diferenca significativa em relacdo ao tratamento com veiculo. P <0,05, One-way

ANOVA seguido de teste de Tukey.
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Tabela 2.6: Valores absolutos (media + e.p.m.) de PAS, PAD, PAM e FC de SHR treinados e sedentarios anestesiados

tratados com veiculo ou losartana em 3 doses.

Grupos PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mmHg) FC (bpm)

Veiculo 151+ 6,4 103 +5,2 116 £5,4 365 + 25,6

) 2,5 mg/kg 146 + 4,4 101+£25 116 £19 367 £ 13,6
Sedentérios

Losartana 5 mg/kg 142 + 3,4 109 + 3,0 119+ 35 378+21,1

10 mg/kg 137+£9,5 97+9,1 110+£9,1 367 +31,6

Veiculo 134 +£9,6 92+94 106 +9,4 303 +20,8

) 2,5 mg/kg 132+54 100 £ 6,4 109 £ 6,4 329+10,9

Treinados
Losartana 5 mg/kg 138 + 8,6 102+7,1 114+ 75 355+11,2
10 mg/kg 127 +5,3 85+6,5 99+5,7 334+ 26,4

n = 5-6 animais para 0 grupo
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Nas tabelas 2.7 e 2.8 estdo apresentados os resultados referentes a massa corporal
final, massa do coragdo, MVE, massa relativa do ventriculo esquerdo, dos SHR treinados
ou sedentérios. Nao foram observadas diferencas na massa corporal final (tabela 2.7) para
todos os animais tratados com captopril ao fim do protocolo de treinamento. A massa do
coracdo se apresentou menor nos grupos treinados tratados com captopril 25 e 50 mg/kg
em compara¢do ao grupo treinado tratado com veiculo. Assim como a massa do coragao,
0 peso relativo do coracdo foi menor no grupo treinado tratado com captopril 50 mg/kg
em comparagdo ao grupo treinado tratado com veiculo. Em ao peso e ao peso relativo do
VE, ndo foram observadas alteracdes significativas provocadas pelo tratamento
farmacoldgico, exercicio ou pela associacdo de ambos. Nos animais tratados com
losartana ndo foram observadas diferencas na massa corporal final ao fim do protocolo
de treinamento. Em relacdo ao peso Umido dos coragdes, cujo aumento pode ser usado
como indicador de hipertrofia cardiaca e hipertrofia ventricular, ndo foram observadas

alteracdes significativas entre os grupos estudados (tabela 2.8).
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Tabela 2.7: Valores absolutos (média * e.p.m.) de massa corporal, massa do coracdo, massa do ventriculo esquerdo e massas

relativas nos animais sedentérios e treinados tratados com captopril em 3 doses.

Parametros
Grupos MCF (g) MC (g) MC/MCF MVE (g) MVE/MCF
(mg/g) (mg/g)
Veiculo 330,7 £ 4,96 1,030,044 3,12+0,154 0,410,025 1,25+0,073
125mg/kg 292,2+10,61 0,86+0,046 294+0,106 0,38+0,049 1,29+0,141
Sedentérios
Captopril 25 mg/kg 3126+6,43 095+0,025 3,03+0,119 0,42+0,019 1,35+0,082
50 mg/kg 3034+512 087+0,043 289+-0,182 0,36+0,019 1,20+ 0,067
Veiculo 3054+6,08 1,07+0,049 351+0143 048+0,041 1,56+0,130
Treinados 125mg/kg 311,2+9,62 094+0,035 3,01+0,046 0,37+0,056 1,35+0,039
Captopril  25mg/kg  292,9+11,06 0,88+0,034* 301+0,093 0,38+0,026 1,31+0,078
50 mg/kg 298,7+6,08 0,85+0,014* 286+0,021* 041+0,024 1,370,078

n= 6 animais de cada grupo. MCF, Massa Corporal Final. MC, Massa do Cora¢do. MVE, Massa do Ventriculo Esquerdo. *diferenca

significativa em relacdo ao grupo veiculo. P <0.05 - one-way ANOVA seguido de teste de Tukey.



Tabela 2.8: Valores absolutos (média * e.p.m.) de massa corporal, massa do coragdo, massa do ventriculo esquerdo e massas

relativas nos animais sedentarios e treinados tratados com losartana em 3 doses.

Parametros
Grupos MCF (g) MC (g) MC/MCF MVE (g) MVE/MCF
(mg/g) (mg/g)
Veiculo 330,7 £ 4,96 1,030,044 3,12+0,154 0,41 +0,025 1,25+ 0,073
2,5 mg/kg 328,8 +4,87 0,98+0,010 299+0,030 0,470,018 1,44 + 0,059
Sedentarios
Losartana 5 mg/kg 3354+9,73 099+0042 297+0141 0,460,034 1,37 +0,093
10 mg/kg 316,8+17,05 0,84+0,050 2,75+0,056 0,37 +0,031 1,20 £ 0,041
Veiculo 3054+6,08 1,07+0,049 351+0,143 048+0,041 1,56+0,130
Treinados 25mg/kg  328,6+6,14 1,05+0,025 3,20+0,067 047+0,019 1,43+0,061
Losartana 5 mg/kg 336,2+15,73 1,04+0,062 3,33+0,137 0,48 £0,040 1,54 +£0,139
10 mg/kg 316,2 £ 5,74 1,02+0,031 3,23+0,073 0,450,017 1,41 + 0,062

n= 6 animais de cada grupo. MCF, Massa Corporal Final. MC, Massa do Coragdo. MVE, Massa do Ventriculo Esquerdo. " diferenca
significativa em relacdo ao grupo veiculo. * diferenca significativa em relacdo ao grupo sedentério tratado com a mesma dose. P <0.05 -

one-way ANOVA seguido de teste de Tukey.



Em relacdo a atividade de MMP-2 (figura 2.8) no VE de SHR, 0 exercicio
isoladamente (3,21 = 0,415 densidade de bandas) ndo alterou tal atividade quando
comparado aos sedentérios veiculo (3,44 + 0,144 densidade de bandas). Os animais
treinados tratados com captopril apresentaram atividade de MMP-2 de 3,14 + 0,219, 3,17
+ 0,334, 3,22 £ 0,139 densidade de bandas e os sedentarios 3,21 + 0,177, 3,19 + 0,216,
3,32 £ 0,300 densidade de bandas, nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg respectivamente. A
associacao do exercicio fisico e tratamento farmacol6gico ndo reduziu a atividade de
MMP-2.

Os animais treinados tratados com losartana apresentaram atividade de MMP-2
(figura 2.9) de 2,92 + 0,055, 2,71 £ 0,227, 2,54+ 0,356 densidade de bandas e os
sedentarios de 3,91+ 0,202, 3,60 + 0,148, 3,73 + 0,148 densidade de bandas, nas doses de
2,5, 5 e 10 mg/kg respectivamente. O tratamento com losartana ndo alterou a atividade de
MMP-2, porém a associa¢do com exercicio fisico reduziu significativamente a atividade
de MMP-2 em comparacdo aos sedentarios tratados com as mesmas doses. Em
comparacdo aos animais tratados apenas com o0 medicamento, a associagdo promoveu
reducdo de 25,4%, 24,8% e 31,8% nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg, respectivamente. A

associacdo foi similar ao exercicio fisico isoladamente.

5- [ Sedentéario SHR
B Treinado SHR

Atividade de MMP-2
(densidade de bandas)
N

Veiculo 12,5 25 50

Figura 2.8: Densidade de bandas (media = e.p.m.) de MMP-2 de SHR, sedentarios ou
treinados, tratados com captopril em 3 doses.
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Figura 2.9: Densidade de bandas (média = e.p.m.) de MMP-2 de SHR, sedentarios ou
treinados, tratados com losartana em 3 doses. *diferenca significativa em relacéo ao grupo
sedentério tratado com a mesma dose. P <0.05 - one-way ANOVA seguido de teste de
Tukey.

Né&o foi observada correlacao entre as varia¢oes de PA e 0 aumento ou diminuicao
dos intervalos QT e QTc do ECG, assim como para a atividade de MMP-2, conforme
apresentado em anexo.

Utilizando a coloracdo de HE (figura 2.10), foi realizada a avaliacdo do infiltrado
inflamatdrio pela contagem de nucleos. O tecido cardiaco é constituido pela matriz
extracelular, células endoteliais e fibroblastos e cardiomiocitos (CAMELLITI; BORG;
KOHL, 2005). Nas doencas cardiovasculares, os fibroblastos possuem um papel
importante sobre o remodelamento cardiaco, atuando na hipertrofia do cardiomiécito, na
alteracdo da composicdo da matriz extracelular e na migracdo e proliferacdo celular
(CAMELLITI; BORG; KOHL, 2005). Sendo assim, ao contar o numero de nucleos,
conta-se principalmente o aumento de fibroblastos. Também foi realizada a determinagéo
da hipertrofia concéntrica, pela mensuracdo do comprimento do cardiomiécito. A

presenca de colageno foi avaliada na coloragdo Tricrémicro de Masson (figura 2.11).
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Figura 2.10: Aspecto histoldgico de coracfes de animais representativos dos grupos sedentarios
tratados com veiculo (A); captopril 12,5 mg/kg (C); captopril 25 mg/kg (E); com captopril
50 mg/kg (G); losartana 2,5 mg/kg (I); losartana 5 mg/kg (K); losartana 10 mg/kg (M). Grupos
treinados tratados com veiculo (B); captopril 12,5 mg/kg (D); captopril 25 mg/kg (F); captopril
50 mg/kg (H); losartana 2,5 mg/kg (J); losartana 5 mg/kg (L); losartana 10 mg/kg (N). Coloracao:

HE, aumento 40X, microscopia Optica.
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Figura 2.11: Aspecto histolégico de coracdes de animais representativos dos grupos sedentarios
tratados com veiculo (A); captopril 12,5 mg/kg (C); captopril 25 mg/kg (E); com captopril
50 mg/kg (G); losartana 2,5 mg/kg (I); losartana 5 mg/kg (K); losartana 10 mg/kg (M). Grupos
treinados tratados com veiculo (B); captopril 12,5 mg/kg (D); captopril 25 mg/kg (F); captopril
50 mg/kg (H); losartana 2,5 mg/kg (J); losartana 5 mg/kg (L); losartana 10 mg/kg (N). Coloracao:
Tricrémio de Masson, aumento 40X, microscopia Optica.
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Os animais sedentarios tratados com veiculo apresentaram 1205 =+
11,32 ndcleos/campo e 13,2 + 0,14 um de comprimento dos cardiomidcitos. O exercicio
isoladamente ndo foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatorio (114,6 =
4,55 nucleos/campo) do VE e aumentou o comprimento dos cardiomidcitos (13,90 +
0,72 pum), porém este aumento ndo foi significativo, corroborando com os achados de
MMP-2. O tratamento com captopril (figura 2.12) ndo alterou a contagem de nucleos e o
comprimento de cardiomidcitos, tanto sozinho como em associacdo com 0 exercicio
fisico.

Quanto a éarea de fibrose, ndo foram observadas diferencas do deposito de
colageno entre os grupos estudados.

O tratamento com losartana (figura 2.13) ndo promoveu alteracdo no infiltrado
inflamatdrio e do comprimento dos cardiomidcitos, tanto sozinho como em associacao
com o exercicio fisico, a losartana ndo alterou este parametro.

Assim como nos animais tratados com captopril, na avaliacdo da area de fibrose,

nédo foram observadas diferencas entre os grupos estudados.
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Figura 2.12: Valores absolutos (media £ e.p.m) do nimero de nucleos de células do VE
e do comprimento dos cardiomidcitos de SHR sedentarios ou treinados, tratados com
captopril em 3 doses.
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4. DISCUSSAO

O presente capitulo teve como objetivo avaliar a influéncia da pratica de exercicio
fisico associado aos farmacos captopril e losartana, administrados em trés diferentes
doses por via oral em modelo SHR, sobre o controle da PA, os parametros do ECG e as
alteracdes estruturais do VE. A hipdtese inicial para a avaliacdo de 3 doses de cada
farmaco se baseou nas premissas das diretrizes para o tratamento da HA, que induzem ao
entendimento de que a associacao de tratamento ndo-medicamentoso possibilita a reducado
da dose do tratamento medicamentoso. As doses utilizadas foram 50 mg/kg, 25 mg/kg e
12,5 mg/kg para o captopril; 10 mg/kg, 5 mg/kg e 2,5 mg/kg para a losartana.

O objetivo priméario na terapéutica da HA é o controle da PA, mantendo a
normotensdo e assim prevenindo ou evitando as consequéncias de médio e longo prazo
induzidas pela PA aumentada. Assim, a prevencdo ou mesmo reversao de alteracfes
cardiacas sdo objetivos de desfecho secundario. No presente trabalho, utilizando SHR
como modelo experimental da HA, foram avaliados ndo somente a PA, mas também
parametros do ECG, a atividade de MMP-2 e a estrutura e morfologia do VE por
histologia. Todos os parametros avaliados se apresentam alterados em SHR, o que foi
demonstrado aqui nos animais sedentarios tratados com veiculo.

Animais SHR apresentam hipertrofia cardiaca com quatro semanas de idade,
sendo esta caracterizada por aumento da razdo MVE pela massa corporal e espessura
normal da parede do coragdo. Com seis semanas apresentam aumento da espessura da
parede do ventriculo e com oito semanas apresentam disfuncdo diastélica (KOKUBO et
al, 2005).

O protocolo de treino utilizado foi adaptado de Carneiro-Junior e colaboradores
(2000). Neste estudo foi observado que SHR treinados por 8 semanas apresentavam
aumento do comprimento dos cardiomidcitos, melhorou os parametros de contratilidade
celular - velocidade maxima de encurtamento e velocidade maxima de alongamento. Em
estudo complementar, Carneiro-Janior observou SHR apresentavam transiente de calcio
mais lento, menor contratilidade celular e maior expressdo de fator natriurético atrial, a-
actina esquelética e da razdo o/p-MHCa, comparados aos animais normotensos, e 0
treinamento apresentou beneficios positivos nas propriedades mecéanicas e moleculares
do midcito do VE avaliadas.

Uma das principais consequéncias da HA é a hipertrofia cardiaca. A hipertrofia
cardiaca é caracterizada por alteracfes na estrutura e fungdo ventricular em resposta a

sobrecarga hemodinamica, ativagdo neuro-humoral e inflamacdo (ver GARCIA;
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INCERPI, 2008). Algumas alteracfes do ECG séo indicativas da hipertrofia cardiaca, o
que pode auxiliar o diagnostico. Animais SHR apresentam alteraces dos intervalos QT
e QTc (KLIMAS et al., 2015), assim como pacientes com HA cronica (SCHILLACI et
al., 2006). Sendo assim, no presente trabalho ao final das oito semanas do protocolo
experimental, foi realizado o ECG de todos os grupos. Os intervalos PR e QRS néo
apresentaram diferencas significativas independente do tratamento captopril ou losartana,
sedentérios ou treinados. Wehrens, Kirchhoff e Doevendans (2000) descreveram que
ratos brancos apresentam intervalo PR por volta de 43 ms e intervalo QRS de
aproximadamente 22 ms. No presente estudo foram encontrados intervalos PR de 49 ms
e QRS de 29 ms para 0s animais sedentarios tratados com veiculo e os tratamentos com
medicamentos n&o alteraram esses intervalos.

Um dos achados observados no ECG de individuos hipertensos com HVE € o
prolongamento do intervalo QT (HAUGAA et al., 2014). O prolongamento do intervalo
QT do ECG é um marcador ndo especifico de cardiotoxicidade de farmacos e drogas e de
patologias cardiacas associadas ao risco aumentado de doenca cardiaca subita e morte
(CRUMB; CAVERO, 1999; BEINART et al., 2014).

O exercicio isoladamente ndo foi capaz de reduzir os intervalos QT e QTc do
ECG. Porém ambos os farmacos isoladamente foram capazes de reduzir estes intervalos.
Fato semelhante foi observado por Nakos e colaboradores (2018) em que ratos Wistar,
controles ou que apresentavam diabetes induzida por estreptozotocina, submetidos ao
treinamento em esteira motorizada por oito semanas ndo apresentaram reducédo de QT e
QTc. Em SHR, Locatelli e colabores (2017) observaram que o exercicio de natagdo por
seis semanas foi capaz de reduzir o intervalo QTc em comparagdo aos animais
sedentarios.

O tratamento com captopril foi capaz de reduzir o intervalo QT e QTc em quase
todas as doses, tanto sozinho quanto em associacdo com o exercicio. Os resultados
encontrados neste estudo condizem com os descritos por Baillard e colaboradres (2000),
que utilizando SHR controles e tratados com trandolapril (1 mg/kg/dia) por 2 meses,
observou reducdo dos intervalos QT e QTc do grupo tratado comparado ao grupo
controle. Além disso, a associacdo do tratamento com captopril 25 e 50 mg/kg com o
exercicio promoveu reducdo dos intervalos QT e QTc em comparagdo aos animais
tratados apenas com o farmaco, sugerindo um efeito sinérgico do exercicio e do captopril.

O tratamento com losartana 5 e 10 mg/kg foi capaz de reduzir o intervalo QT no

grupo sedentéario comparado ao grupo sedentario tratado com veiculo. Porém a associagao
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com exercicio fisico ndo promoveu um melhor perfil de resposta quando analisados tais
pardmetros. Em individuos hipertensos, Galetta e colaboradores (2010) observaram que
0 tratamento com telmisartana 80 mg por oito semanas reduziu a disperséo do intervalo

QT em homens e mulheres que apresentavam, aléem da HA, a HVE.

No presente trabalho, a PAS foi reduzida em todos os grupos tratados com
captopril ou losartana, se comparado aos grupos sedentério e treinado tratados com
veiculo, comprovando que tratamento tanto com IECA guanto com ARA Il séo capazes
de promover esta reducdo da PA. A pratica de exercicio foi capaz de promover reducéo
da PAS e PAD quando associado ao tratamento com captopril na dose de 50 mg/kg e de
PAS quando associado ao tratamento com losartana na dose de 10 mg/kg em relacéo ao
grupo sedentario tratado com mesma dose. A associa¢do entre exercicio fisico e captopril
também se mostrou benéfica em um estudo realizado por Enyinnia et al. (2016), com
SHR, em que a maior redugéo da PA foi obtida no grupo de animais treinados e tratados
com captopril na dose de 50 mg/kg, em comparacdo aos grupos que foram somente
treinados. Azevedo e colaboradores (2003), ao associar o tratamento de ratos SHR com
losartana 10mg/kg e o exercicio fisico em esteira por 18 semanas, ndo observou efeito
sinérgico da sessdo de treino com o tratamento farmacoldgico, diferente do observado no
presente trabalho. Nos animais anestesiados, o tratamento com captopril reduziu a PAS e
PAD, principalmente em sedentarios, porém a associacdo com o0 exercicio ndo promoveu
reducdo de PA adicional, mas foi capaz de promover a normotensdo. Em relacdo ao
tratamento com losartana, ndo foi observado reducdo da PA, nem isoladamente nem
associado ao exercicio fisico; embora com a maior dose avaliada associada ao exercicio,
a normotenséo foi observada.

Vaérios estudos relataram reducdes de 5-15mmHg de PAS e 4-9mmHg de PAD
em individuos com hipertensdo essencial apds exercicio aerobio com duragdo de 4-12
semanas (MOSER; SETARO, 2006; WHELTON et al., 2002). Essas magnitudes de
reducdo podem ser modestas, mas clinicamente significativas, ja que uma redugdo na PAS
de 2mmHg foi atribuida a uma queda na doenca arterial coronariana (7%) e acidente
vascular encefalico (10%) (MARUF; SALAKO; AKINPELU, 2014). A reducdo da PA é
importante da regressao da HVE (SOLIMAN et al., 2017), porém isoladamente pode nao
ser suficiente para induzir a regressédo da HVE (LONNEBAKKEN et al., 2017).

Em relacdo a FC, em metandlise realizada por Reimers, Knapp e Reimers (2018)

foi descrito que o exercicio fisico regular é capaz de contribuir para a sua reducéo, sendo
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provavelmente relacionada ao aumento do ténus parassimpatico (BAHRAINY et al.,
2016) e a acdo vagal (ver GOURINE; ACKLAND, 2018). No presente trabalho ocorreu
uma redugdo da FC em todos os grupos treinados em relacdo ao grupo sedentério
correspondente, sendo os dados estatisticos significativos nos animais treinados tratados
com veiculo, captopril 12,5, 25 e 50 mg/kg, e losartana 2,5 mg/kg. Um estudo realizado
por Rossoni e colaboradores (2011), utilizando modelo SHR, avaliou o efeito do exercicio
fisico ap6s 13 semanas de sessdo de treino, sendo este de 60 min por dia, 5 dias por
semana, em uma esteira, comparado ao grupo sedentario, obtendo uma reducéo da FC do
grupo treinado em relacdo ao sedentario de 16,7%, corroborando assim com os dados
obtidos no presente trabalho. Com a reducdo da FC, ocorre consequente reducédo da PA,
sendo a associacgdo do exercicio fisico ao tratamento com captopril ou losartana, portanto,
importante para o controle dos niveis pressoricos.

Nos animais anestesiados, o exercicio fisico apresentou ndo efeito sinérgico ao
tratamento com ambos os farmacos, em relacdo a reducdo da pressdo arterial e da
frequéncia cardiaca. Acredita-se que o efeito possa ter sido mascarado devido a
diminuicdo da pressdo arterial causada pelo uso do anestesico. Cetamina, em baixas
doses, deprime o centro vasomotor, causando diminuicdo da PA inicial e diminuicdo da
FC, j& em doses elevadas, a cetamina deprime a atividade inibitdria dos barorreceptores,
provocando um aumento PA e aumento da FC em ratos (SAHA et al., 2007). Bencze,
Behuliak e Zicha (2013) descrevem que a utilizacdo de cetamina e xilazina em SHR pode
também ser parcialmente responsavel pela diminuicdo da FC e do débito cardiaco.

Em nivel celular, os principais componentes da HVE séo as alteracbes nos
cardiomidcitos, tais como, hipertrofia do cardiomidcito e apoptose, proliferacdo de
fibroblastos e alteracdes na producdo e degradacdo de proteinas da matriz extracelular
(ver FAN et al., 2012).

Os efeitos do exercicio fisico e do tratamento com farmacos anti-hipertensivos
sobre a atividade da MMP-2 ainda s&o controversos (ver LO PRESTI; HOPPS; CAIMI,
2017; ver FONTANA et al., 2012). No presente trabalho o treinamento em esteira
motorizada ndo reduziu MMP-2, fato também encontrado por Pagan e colaboradores
(2019), que observaram que SHR, com idade de 13 semanas, submetidos a treinamento
em esteira motorizada a uma velocidade de 17m/min, 45min por dia, 5 dias por semanas
por 4 meses apresentavam melhora da HVE acompanhada de reduacdo da atividade de

MMP-2. Por outro lado, Rossoni e colaboradores (2011) observaram que SHR
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submetidos ao exercicio fisico de baixa intensidade por 12 semanas apresentavam
aumentou expressdao do mRNA de MMP-2.

O tratamento com captopril isoladamente ou associado ao exercicio fisico, ndo
promoveu reducéo significativa de MMP-2. Okada e colaboradores (2010) observaram
que o tratamento com captopril na dose de 30 mg/kg por sete dias ndo foi capaz de reverter
0 aumento da atividade de MMP-2 causado pelo isoproterenol em ratos Wistar. O
tratamento apenas com losartana ndo reduziu a atividade de MMP-2, por outro lado,
associado ao exercicio fisico foi capaz de reduzir significativamente. Xu e colaboradores
(2008) também observaram que o tratamento apenas com losartana 20 mg/kg por oito
semanas, duas vezes por semana, ndo foi capaz de reduzir a atividade de MMP-2 em ratos
Sprague—Dawley submetidos a ligadura de coronéria esquerda; sozinho ou associado a
pratica regular de exercicio em esteira motorizada, cinco dias por semana, por oito
semanas.

Em relagdo as alteracdes morfoestruturais, os animais sedentarios tratados com
veiculo apresentaram 120,5 £ 11,32 nlcleos/campo e 13,2 £ 0,14 um de comprimento
dos cardiomidcitos. SHR apresentam numero de células inflamatdrias e cardiomidcitos
aumentados quando comparados a animais ndo hipertensos, como descrito por Locatelli
e colaboradores (2017). O exercicio isoladamente ndo alterou o nimero de nucleos,
parametro indicativo de presenca de infiltrado inflamatdrio, nem o comprimento dos
cardiomidcitos, indicador de hipertrofia. Maia e colaboradores (2015) observaram em
ratos Fisher com hipertensdo renovascular que esses animais apresentavam aumento do
namero de células inflamatdrias e que a natacdo isoladamente com duracéo de 2, 4, 6, 8
e 10 semanas, nao foi capaz de reduzir o numero de células inflamatorias.

O tratamento com captopril ou losartana também ndo foi capaz de alterar a
presenca de inflamacédo no tecido cardiaco. Maneesai e colaboradors (2017) observaram
que o tratamento com captopril 5 mg/kg, durante quatro semanas, em ratos Sprague-
Dawley com hipertensdo renovascular atenuou a expresséo do fator de necrose tumoral
alfa e do fator nuclear kappa B. Lee, Kim e Hong (2019) observaram que o tratamento
com losartana 10 mg/kg, por 5 semanas, em SHR, reduziu os fatores CCR-2, MCP-1 e
TGF-B, importantes no processo da inflamacgao.

O exercicio, o tratamento farmacologico e a associa¢édo dos tratamentos néo foram
capazes de alterar o comprimento dos cardiomiocitos. Maia e colaboradores (2015)
observaram em ratos Fisher com hipertenséo renovascular que a hipertensdo aumentou o

comprimento dos cardiomiocitos e que o a natacdo também promoveu aumento do
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diametro do cardiomidcito. Evangelista, Brum e Krieger (2003) também observaram
aumento da hipertrofia cardiaca em camundongos C57/BL6 submetidos a natacéo.

Sendo assim, a associa¢do do exercicio fisico ao uso dos anti-hipertensivos
captopril ou losartana demonstrou ser benéfica com relacdo a HVE. O tratamento com
captopril parece promover melhora dos parametros do ECG, como observado pela
reducdo dos intervalos QT e QTc nas doses de 25 e 50 mg/kg. J& o tratamento com
losartana parece promover melhora do remodelamento cardiaco, uma vez que reduziu a
atividade de MMP-2.

A utilizacdo de doses menores para o farmaco losartana demostrou reducéo
significativa de MMP-2, sendo assim, para este pardmetro, a associacdo do exercicio
fisico ao tratamento anti-hipertensivo parece ter efeito adicional. Porém para o captopril,
a utilizacdo de menores doses ndao promoveu reducdo semelhante a maior dose nos
parametros avaliados, sendo assim a associacdo do exercicio fisico ao tratamento com

captopril ndo parece ter efeito adicional.
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CAPITULO Il11: TERAPIA ANTI-HIPERTENSIVA ASSOCIADA AO
EXERCICIO FISICO NA HIPERTROFIA VENTRICULAR ESQUERDA:
REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1. Realizar revisdo sistematica em bancos de dados até 1 de janeiro de 2018 buscando
artigos que comparem o0 uso de anti-hipertensivos isoladamente ao uso de anti-
hipertensivos associados a pratica regular de exercicio fisico.

1.2. Determinar se tratamento com anti-hipertensivo associado a pratica de exercicio

fisico leve a moderado é capaz de reduzir a HVE através de metanalise.

2. METODOLOGIA
2.1. Critérios e processos de pesquisa

Inicialmente, foi realizada pesquisa nos bancos de dados Pubmed, Bireme, Lilacs,
Central (Cochrane) e Science Direct. compreendendo periodo de tempo indeterminado
até 1° de janeiro de 2018. A estratégia de busca inclui uma termos médicos (MeSH) e
palavras-chave para 0s conceitos-chaves: cardiac hypertrophy ou ventricular
hypertrophy, hypertension e physical exercise.

Os critérios de inclusdo foram estudos que foram publicados em lingua inglesa;
realizados em pessoas com pelo menos 18 anos de idade; pacientes randomizados para
grupos de intervencdo e controle; realizaram exercicio associado ao tratamento com anti-
hipertensivos; apresentem duracdo de pelo menos trés semanas.

A pesquisa em banco de dados identificou 11.470 artigos. O processo de selecéo
é mostrado na figura 3.1. Na primeira selecdo, foi realizada com base nos titulos e
resumos, sendo realizada por dois autores (Q.J.T.C, P.Y.W), que comparam e discutiram
0s artigos encontrados. Apos aplicar os critérios de inclusdo, 11.460 publicacdes foram
excluidas. Posteriormente, os artigos restantes foram lidos por completo, também pelos
dois autores. Nesta selecdo foi excluido seis artigo pois apresentavam discordancia com
0s critérios de incluséo.

Os estudos restantes foram entéo pontuados por um unico pesquisador, utilizando
uma lista de verificacdo de critérios de qualidade Preferred Reporting Items for
Systematic review and Meta-Analysis Protocols (PRISMA-P) (SHAMSEER et al., 2015).
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Um artigo foi excluido por ndo apresentar resultados com intervalos de confianca e
medidas de consisténcia. Dois novos artigos foram adicionados através da revisdo de
referéncias. Assim, cinco estudos foram utilizados para a anélise (SANDRI et al., 2012;
BOMAN et al.,, 2009; HAMBRECHT et al., 2000; DELIGIANNIS et al., 1999;
KOKKINOS et al., 1995).

Resultados identificados
atraves de pesquisa
bibliogréfica (n=11.470)

Estudos adicionais
identificados (n=2)

————————————————————— » analise do resumo

Excluidos ap6s
E (n=11.460)

Excluidos apos
_____________________ N analise de todo texto
(n=6)

Excluidos por

(n=1)

v

critério de qualidade

Estudos encontrados (n=5)

Figura 3.1: Diagrama de fluxo do processo de selecéo de artigos de acordo com PRISMA-
P (2015).

2.2. Recuperagdo de dados e metandlise

Todos os dados relevantes dos estudos foram extraidos individualmente para uma
planilha eletrdnica (Excel 2010, Microsoft Corp).

Os parametros analisados foram: MVE, IMVE, diametro diastdlico final do VE
(DDVE), fracdo de ejecédo (FE), PAS, PAD e FC. Foram extraidos de cada estudo a média,
0 desvio padrdo e o tamanho da amostra.

A comparacéo entre grupos treinado e sedentério tratados com anti-hipertensivos
foi considerada, a diferenca entre as médias foi usada como uma medida de efeito e um

nivel de significancia de 5% e IC 95% foi considerado para todos os desfechos. Para
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explorar o impacto da terapia combinada na HVE, aplicamos um modelo de metanalise
de efeito fixo.

Para quantificar a heterogeneidade entre os estudos foi realizado o teste Q de
Cochrane e teste de inconsisténcia I2. Para o teste Q de Cochran, a heterogeneidade é
indicada pelo valor p. Os estudos foram considerados heterogéneos quando o valor de p
foi zero ou ndo heterogéneo quando o valor de p é diferente de zero (HIGGINS et al.,
2002) Para o teste 1%, valores de proximos a 25% indicam baixa heterogeneidade,
proximos a 50% indicam heterogeneidade moderada e proximos a 75%, alta
heterogeneidade entre os estudos (HIGGINS et al., 2002)

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).

3. RESULTADOS

A amostra dos estudos foi constituida por 907 individuos, principalmente de
homens adultos. O tratamento farmacoldgico anti-hipertensivo foi composto de ARAII
(BOMAN et al., 2009), IECA (SANDRI et al., 2012; HAMBRECHT et al., 2000;
KOKKINOS et al., 1995), antagonistas [3-adrenérgicos (SANDRI et al., 2012) e diuréticos
(SANDRI et al., 2012; HAMBRECHT et al., 2000; KOKKINOS et al., 1995). A duragdo
do tempo dos sujeitos que praticaram exercicio fisico foi de quatro semanas (SANDRI et
al., 2012), 16 semanas (KOKKINOS et al., 1995), seis meses (HAMBRECHT et al.,
2000; DELIGIANNIS et al., 1999) ou 4,8 anos (BOMAN et al., 2009). Os estudos
utilizados para avaliar a hipotese tiveram variabilidade em relacdo aos protocolos de
exercicio fisico e aos farmacos utilizadas, como mostra a tabela 3.1.

Os parametros analisados apresentaram heterogeneidade baixa a moderada
(p> 0,05 e 12 menor que 50%), exceto para DDVE (p = 0,0287 e 12 = 60,0%) e FE
(p = 0,0087 e 12 =70,6%), que apresentam alta heterogeneidade (figuras 12 e 13). Assim,
optamos pela abordagem de efeito fixo na estimativa do efeito do tratamento combinado.

Os pardmetros de estrutura e funcdo do VE foram obtidos por ecocardiograma
com tracado do modo M e transdutor de 2,5 a 3,5 MHz. Os pardmetros DDVE e FC
estavam em cinco estudos; IMVE, PAS e PAD estavam em quatro estudos e MVE estava
em trés estudos. Os resultados dos diferentes desfechos dos tratamentos na estrutura
cardiaca estéo resumidos na figura 3.1. A metanalise indicou reducéo da MVE (I1C 95%:
-21,63 a-1,81, N = 783) e aumento da FE (1C95%: 0,47 a 2,88, N = 843) induzida pela
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associacdo do exercicio fisico ao tratamento medicamentoso anti-hipertensivo, quando
comparados aos sedentdrios. Também foi observada uma tendéncia da regressdo do
IMVE (IC 95%: -7,19 a 1,54, N = 843), no entanto, a metanalise ndo mostrou diferenca
estatistica. O DDVE (IC 95%: -1,13 a 0,58, N = 907) foi semelhante nos dois grupos.

A Figura 3.2 mostra a PAS, a PAD e FC. A associacdo do exercicio fisico ao
tratamento anti-hipertensivo diminuiu a PAD (1C95%: -2,84 a-0,16, N =843) ea FC (IC
95%: -4,57 a-1,53, N = 907) quando comparada ao grupo sedentério. Foi observada uma
tendéncia de reducdo da PAS (IC95%: -2,97 a 1,98, N = 843), porém nédo foi observada
diferenca estatistica. As tabelas 3.2 e 3.3, mostram o0s parametros de estrutura e funcéo
do ventriculo esquerdo, os valores de PAS, PAD e FC dos grupos treinado e sedentério
tratados com anti-hipertensivos.

No geral, os estudos trabalharam com individuos com pressao controlada e essa
se manteve controlada apos a pratica de exercicio (tabela 3.4), conforme definicdo das
JNC 7 (CHOBANIAN et al., 2003), em que se considera pressdao controlada para
hipertensos medidas menores de 140 por 90 mmHg para PAS e PAD, respectivamente.
N&o foram observadas variagcoes significativas na PAS e PAD antes e apds a pratica de
exercicio fisico (figura 3.4). Dentre os estudos utilizados na analise, apenas Boman e
colaboradores (2009) estudou pacientes com PA ndo controlada mesmo utilizando
medicamentos anti-hipertensivos (PAS 174 £ 15e 173 £ 14 mmHg e PAD 99 + 10 e 98
+ 9 mmHg, para sedentarios e treinados). Para este estudo ndo ha PA antes do exercicio,
pois ele apenas classificou e acompanhou individuos sedentarios e treinados, ndo foi

realizada intervencao.
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Tabela 3.1: Caracterizacdo individual de cada estudo.

Numero/ Idgd_e .
Estudo o Média Treinamento Desfechos
Género
(anos)
Avaliaram os efeitos do ciclismo em bicicleta |Apo6s 16 semanas, a PAD, a MVE e 0
ergométrica, durante 16 semanas, trés vezes por |IMVE diminuiram significativamente
Kokkinos et al., 32 semana, mais medicagao anti-hipertensiva | nos pacientes que se exercitaram,
58 (indapamida, indapamida mais verapamil ou |enquanto ndo houve  mudanca
1995 homens ) . ) . . . T L
indapamida mais verapamil mais enalapril) ou |significativa nos sedentarios.
medicacdo anti-hipertensiva isolada sobre PA e HVE
em homens afro-americanos com hipertensdo severa.
15 Foram avaliados pacientes com doenca renal em | O treinamento fisico promoveu melhora
estagio final, submetidos a sessdes de treinamento trés | da FE, porem a MVE, o IMVE e o
Deligiannis et al.,| homens, vezes por semana, 90 minutos por sessdo, durante seis | DDVE né&o diferiram significativamente
1999 13 48 meses, nos dias de n_élo dialise, cgmparados também a | entre treinados e sedentéarios.
individuos sedentérios saudaveis, ambos com PA
mulheres controlada por anti-hipertensivos ndo especificados.
Avaliaram o treinamento fisico seis dias por semana, |O treinamento fisico aumentou o
durante 20 minutos, em bicicleta ergométrica e |volume de sangue bombeado pelo VE e
Hambrecht et al. 64 asso_(:lado aexercicio de 6Q mAln_utos por semana, como | diminui o DDVE e a FC.
55 caminhada, exercicios calisténicos ou jogos de bola,
2000 homens durante seis meses, em pacientes com IC cronica.

IECA ou diuréticos foram os medicamentos utilizados
pela maioria dos pacientes.
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Tabela 3.1: Caracterizacédo individual de cada estudo (continuacéo).

416 Avaliaram durante 4,8 anos pacientes com HVE em | Pacientes fisicamente ativos tiveram
homens tratamento ~ com losartana. _Os pacientes _foram melhora progndstica para desf_echos
Boman et al., 2009 ’ 66 categorizados como sedentarios (nunca praticaram | cardiovasculares, mortalidade e acidente
307 exercicio), intermediarios (<30 min duas |vascular encefalico, independente da
mulheres vezes/semana) ou fisicamente ativos (> 30 min duas | HVE ou controle adequado da PA.
vezes/semana).
Foram avaliados pacientes com IC submetidos a |O programa de treinamento de
50 quatro semanas de exercicio fisico. O exercicio |resisténcia de quatro semanas resultou
h consistia em quatro sessdes de treinamento de |em melhora significativa da funcéo
omens, : - o e
Sandri et al., 2012 61 resisténcia, 20 minutos de bicicleta ergometrica e 60 | diastolica do VE.
10 minutos de recreacdo ou a um cuidado usual como
mulheres controle. A maioria dos pacientes tinha hipertensao e

todos tinham PA controlada, utilizando antagonistas -
adrenérgicos, IECA, diuréticos.
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MVE Treinado Sedentdrio sD Diferenca média MD 95% IC Efeito  Efeito
Estudo Total Média Total Média (Fixo) (Aleatério)
Kokkinos etal., 1995 15 30400 720000 17 32600 830000 —+1+—— 2200 [7571;31.71]  34%  34%
Deligiannis et al., 1999 12 24000 840000 16 231.00 66.0000 T P [E-— 900 [-4849,6649] 30% 3.0%
Boman et al., 2009 511 23200 53.0000 212 244.00 68.0000 -1 <1200 [-2224,-176] 936%  936%
]
Modelo de efeito fixo 538 245 < 4172 [:21.63; -1.81] 100.0% =
Modelo de efeito aletdrio > -11.72 [-21.63; -1.81) - 100.0%
Hamroganaiaaoe 14 = 0%, 1° =0,p =073 =) v
60 .40 .20 0 20 40 60
IMVE Treinado Sedentdrio sD Diferenca média MD 95% IC Efeito  Efeito
Total Média Total Média (Fixo) (Aleatério)
Estudo
Kokinnos et al., 1995 15 143.00 340000 17 149.00 32.0000 600 [-2897,1697] 36% 36%
Deligiannis etal., 1999 12 14800 480000 16 137.00 350000 1100 [-21.12,4312] 18% 1.8%
Bomanetal, 2009 511 12300 240000 212 126.00 30.0000 - 300 [-754; 154] 923%  923%
Sandri et al,, 2012 15 169.00 620000 15 171.00 50.0000 200 (4231,3831] 12%  12%
15 178.00 620000 15 180.00 54 0000 200 [-4361,3961] 11% 1.1%
Modelo de efeito fixo 568 275 < -2.83 [-7.19; 1.54] 100.0% -
Modelo de efeito aletério < 283 [-7.19; 1.54) - 100.0%
Heterogensiasos [“= 0%, 7°=0,p =094 J ! : :
40 20 0 20 40
DDVE Treinado Sedentdrio sp Diferenca média MD 95% IC Efeito  Efeito
Total Média Total Média (Fixo) (Aleatério)
Estudo
Kokinnos et al., 1995 15 4800 40000 17 51.00 6.0000 -300 [650,050] 6.0% 17.0%
Deligiannis et al., 1999 12 5400 61000 16 5210 5.0000 " 190 [233,613] 41% 141%
Hambrecht etal.,, 2000 33 6900 100000 31 6500 90000 4 400 [-066,866) 34% 126%
Boman et al., 2009 511 5300 60000 212 53.00 60000 : 000 [096,096] 790% 29.2%
Sandri et al., 2012 15 6000 77000 15 64.00 3.9000 > 400 [837.037] 38%  136%
15 6100 39000 15 6500 7.7000 ———+i 400 [837,037] 38% 136%
Modelo de efeito fixo 601 306 < -0.27 [-1.13; 0.58] 100.0% -
Modelo de efeito aletdrio aad 0.82 [-2.97;1.32) - 100.0%
Herogensioaoe |2 = 60%, t° = 3.8696, p = 0.03 :
5 0 5
FE Treinado Sedentario  SD Diferenca média MD  95%IC  Efeito  Efeito
Total Média Total Média (Fixo) (Aleatério)
Estudo : :
Kokinnos et al., 1995 15 7400 11.0000 17 69.00 12,0000 — 500 [-297,1297] 23% 115%
Deligiannis etal., 1999 12 6410 56000 16 6020 9.3000 — D 390 [-165 945 47% 17.1%
Boman et al., 2009 511 6130 81000 212 6080 87000 "" H 050 [-087, 187] 77.8% 30.0%
Sandri et al., 2012 15 3400 39000 15 28.00 7.7000 — 600 [163,1037) 76% 20.7%
15 3500 77000 15 2800 39000 = 700 [263,1137) 76% 207%
Modelo de efeito fixo 568 275 <> 1.68 [0.47; 2.88] 100.0% -
Modelo de efeito aletdrio _ 4.08 [0.69; 7.48] -~ 100.0%
Hemrogensioae [ = 719%, 1° = 95356, p < 001 f
10 5 0 5 10

Figura 3.2: Gréficos de floresta de pardmetros da funcéo ventricular esquerda dos grupos

treinado e sedentério tratados com anti-hipertensivos. MVE: massa do VE; IMVE: indice

de massa ventricular esquerda; DDVE: diametro diastdlico final do VE; FE: fracdo de

ejecdo; IC: intervalo de confianca.
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PAS Treinado
Total Média

Estudo
Kokinnos et al., 1995 15 131.00 15.0000
Deligiannis etal., 1999 12 136.00 14.0000
Boman et al., 2009 511 173.00 14.0000
Sandri et al., 2012 15 119.00 8.0000

15 115.00 12.0000
Modelo de efeito fixo 568
Modelo de efeito aletério

Hetzrogensiazos l:=34°.6,t =44935,p=019

PAD Treinado
Total Média
Estudo
Kokinnos et al., 1995 15 83.00 8.0000
Deligiannis etal., 1999 12 79.00 8.0000
Boman et al., 2009 511 98.00 9.0000
Sandri et al., 2012 15 67.00 8.0000
15 69.00 8.0000
Modelo de efeito fixo 568
Modelo de efeito aletorio
Heserogensinaoe |° = 40%, «° = 29659, p = 0.15
Treinado
FC
~otal Média
Estudo
Kokinnos et al., 1995 15 71.00 9.0000
Deligiannis et al., 1999 12 7730 90000

Hambrecht etal., 2000 33 8000 17.0000
Boman et al., 2009 511 71.00 11.4000

Sandri et al., 2012 15 66.00 7.7000
15 69.00 7.7000

Modelo de efeito fixo  go1q

Modelo de efeito aletdrio

Herogensiozoe [ = 0%, +2= 0, p =069

Sedentario SD
Total Média

17 138.00 10.0000

16 144.00 10.0000 ————3T~

212 174.00 15.0000
15 116.00 8.0000
15 11400 8.0000

275

Diferenca média

4+

3

—f—

<>
-

[ T T T

T

1

MD 95%IC

-7.00 (-15.96;1.96]
800 [17.31:1.31)
.00 [-3.36.1.36)
300 [-273:873)
1.00 [-6.30;8.30)

Efeito
(Fixo)

49%
4.5%
71.1%
12.0%
7.4%

-0.98 [-2.97;1.00] 100.0%

1.21 [-4.41;1.99]

4510 5 0 5 10 15

Sedentdrio sD Diferenca média MD 95% IC Efeito
Total Média (Fixo)

17 9000 ' 7.0000 ———H 00 [-1224;-1.76) 66%
16 8200  3.0000 00 [-7.76;, 1.76) 8.0%
212 9900 10.0000 00 [-256, 0.56) 745%
15 7000 80000 00 [-873;273] 55%
15 67.00  8.0000 00 [-373,773] 55%
275 50 [-2.84;-0.16] 100.0%
( . , 10 [-4.51; 0.30] -

10 5 0 5 10
Sedentdrio SD Diferenca média MD 95% IC Efeito
Total Média (Fixo)
17 7500 9.0000 400 [-1025; 225] 59%
16 81.80 85000 450 [-11.08;, 208] 53%
31 88.00 150000 -800 [-1584;-016] 37%
212 7400 11.0000 - 300 [-478,-122] 728%
15 68.00 11.6000 200 [-905; 505 46%
15 69.00 7.7000 000 [-551, 551 76%
306 <> -3.05 [-4.57; -1.53] 100.0%
< -3.05 [-4.57; -1.53) -

I T T T ] 1
15 10 5 0 5 10 15

Efeito

(Aleatério)

10.5%
98%
44 8%
20.4%
14.5%

100.0%

Efeito
(Aleatério)

14.9%
17.0%
41.9%
13.1%
13.1%

100.0%

Efeito

(Aleatorio)

59%
5.3%
37%
728%
46%
76%

100.0%

Figura 3.3: Graficos de floresta da pressdo arterial sistélica (PAS); pressao arterial

diastolica (PAD); frequéncia cardiaca (FC) dos grupos treinado e sedentario tratados com

anti-hipertensivos. IC: intervalo de confianca.
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Tabela 3.2: Diferenca media (MD) e intervalo de confianca (IC) da estrutura e dos parametros de fungdo do ventriculo
esquerdo dos grupos treinado e sedentério tratados com anti-hipertensivos.

Teste de heterogeneidade

MD (95% IC), [n; N] valordep Heterogeneidade 12(%) valor de p
MVE (g) -11,72 (-21,63 a -1,81) [n=3; N=783] 0,0205 1,00 0,0 0,7252
IMVE (g/m?) -2,83 (-7,19 a 1,54) [n=4; N=843] 0,2042 1,00 0,0 0,9393
DDVE (mm) -0,27 (-1,13 2 0,58) [n=5; N=907] 0,5315 1,58 60 0,0287
FE (%) 1,68 (0,47 a 2,88) [n=4; N=843] 0,0064 1,84 70,6 0,0087

n: nimero de estudos; N: nimero de individuos; MVE: massa do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa ventricular

esquerda; DDVE: diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo; FE: fracdo de ejecéo.

Tabela 3.33: Diferenca média (MD) e intervalo de confianca (IC) de pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica
(PAD) e frequéncia cardiaca (FC) de grupos treinados e sedentarios tratados com anti-hipertensivos.

Teste de heterogeneidade

MD (95% IC), [n; N] valordep Heterogeneidade 12(%) valor de p
PAS (mmHg) -0,98 (-2,97 a 1,98) [n=4; N=843] 0,3317 1,23 34,0 0,1949
PAD (mmHg) -1,50 (-2,84 a -0,16) [n=4; N=843] 0,0288 1,30 40,4 0,1521
FC (bpm) -3,0521 (-4,57 a -1,53) [n=5; N=907] <0,0001 1,00 0,0 0,6891

n: numero de estudos; N: nUmero de individuos.
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Tabela 3.4: Niveis pressoricos (média = desvio padrdo) dos pacientes hipertensos antes e apds 0s

protocolos de exercicio fisico.

Estudo Grupos Antes Depois
PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Kokkinos et al, 1995  Sedentéario 139+ 13 88+6 138 +£10 90=+7
Treinado 138 + 10 88 +7 131+ 15 83+8
Deligiannis et al, 1999 Sedentario 143+ 7 82+5 144 + 10 82+3
Treinado 145 £ 17 878 136 £ 14 798
Sandri et al., 2012 Sedentario 116 £ 12 7112 116 + 8 70+8
Treinado 118 +12 66 + 8 119+ 38 67 +8
Sandri et al., 2012 Sedentario 113+ 12 66 £ 8 114+ 8 67 +8
Treinado 113 +12 65+8 115+ 12 698
Individuos sendentérios
PAS Antes Depois Diferenca Média MD  95%IC Efeito Efeito
Estudo Total Média SD Total Média SD (fixo) (aleatério)
Kokkinos et al., 1995 17 138.00 10.0000 17 139.00 13.0000 : -1.00 [-8.80,6.80] 20.1% 20.1%
Deligiannis etal., 1999 16 144.00 10.0000 16 143.00 7.0000 1 100 [498;698] 341% 34.1%
Sandri et al., 2012 15 116.00 80000 15 116.00 12.0000 ] 0.00 [-7.30;7.30] 229% 229%
15 11400 80000 15 113.00 12.0000 Ii“ 100 [6.30;830] 229% 229%
!
PAD Antes Depois Diferenca Média MD  95%IC Efeito Efeito
Estudo Total Média SD Total Média SD (fixo) (aleatério)
Kokkinos et al., 1995 17 90.00 7.0000 17 88.00 6.0000 AP 200 [-2.38;6.38] 233%  233%
Deligiannis et al., 1999 16 82.00 3.0000 16 8200 5.0000 — 000 [-2.86;286] 547%  54.7%
Sandri et al., 2012 15 70.00 8.0000 15 71.00 12.0000 -1.00 [-8.30;6.30] 8.4% 84%
15 67.00 8.0000 15 66.00 8.0000 1.00 [-4.73,6.73] 136% 13.6%
Individuos treinados
PAS Antes Depois Diferenca Média MD 95%IC Efeito Efeito
Estudo Total Média SD Total Média SD (fixo) (aleatério)
Kokkinos et al., 1995 15 131.00 15.0000 15 138.00 10.0000 -7.00 [-16.12; 212]) 237%  24.5%
Deligiannis et al., 1999 12 136.00 14.0000 12 145.00 17.0000 -9.00 [-21.46; 346] 12.7% 14.6%
Sandri et al., 2012 15 119.00 80000 15 118.00 12.0000 —— 100 [-6.30; 830] 37.0% 341%
15 115.00 12.0000 15 113.00 12.0000 ‘—*T“'— 200 [-659;10.59] 26.7%  26.9%
PAD Antes Depois Diferenca Média ™MD 95%IC Efeito Efeito
Estudo Total Média SD Total Média SD (fixo) (aleatério)
Kokkinos et al., 1995 15 83.00 8.0000 15 88.00 7.0000 — -5.00 [-10.38; 0.38] 288% 26.1%
Deligiannis et al., 1999 12 79.00 8.0000 12 87.00 8.0000 —+— -8.00 [-14.40;-160] 203%  23.4%
Sandri et al., 2012 15 67.00 8.0000 15 66.00 8.0000 —— 100 [-473;6.73] 254% 252%
15 69.00 8.0000 15 65.00 8.0000 400 [-1.73; 973] 254% 252%

1_.;

Figura 3.4: Gréfico de floresta da variacdo entre dos niveis pressoricos antes e apds 0s

protocolos de exercicio fisico em pacientes hipertensos.
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4. DISCUSSAO

A metanélise dos pardmetros do ecocardiograma de individuos em uso de
farmacos anti-hipertensivos e que ao mesmo tempo praticavam exercicio fisico regular
demonstrou regressdo da MVE e aumento da FE em relagédo ao grupo sedentario. Nao foi
observada alteracdo da DDVE e foi observado uma tendéncia de reducdo do IMVE.
Também foi observado que a associagdo reduz a PAD, a FC e tende a reduzir a PAS.

A heterogeneidade dos dados consiste nas diferencas entre os estudos quanto aos
parametros estudados, sendo fundamental avaliar o grau de confianca dos resultados
(MELSEN et al., 2014). Nossa escolha foi avaliar a abordagem utilizando o efeito fixo
para estimar o efeito do tratamento combinado, uma vez que a maioria dos parametros
apresentou heterogeneidade baixa a moderada e devido ao baixo nimero de estudos
publicados comparando a terapia combinada (SERGHIOU; GOODMAN, 2018).

Os estudos de metanalise podem ser compostos por pelo menos dois estudos
(VALENTIN; PIGOTT; ROTHSTEIN, 2010) e uma revisdo sistemética pode investigar
varios resultados e nem sempre todos os estudos incluidos relatam dados para toda a
revisao dos resultados de interesse (CHAN et al., 2004).

A busca nas bases de dados foi realizada com tempo indeterminado até 2018. O
primeiro estudo publicado descrevendo o uso de anti-hipertensivos associado a algum
tipo de exercicio fisico foi realizado por Ambrosio e colaboradores (1978). Eles avaliaram
o teste de esforco maximo antes e ap6s 10 dias de tratamento com propranolol oral, e
observaram que o tratamento com anti-hipertensivo melhorou as alteracdes isquémicas
induzidas pelo exercicio e o desempenho cardiaco em individuos hipertensos que
apresentavam HVE.

A escolha de usar estudos com pelo menos trés semanas de treinamento foi
baseada nos achados de Murias, Kowalchuk e Paterson (2010), que observou aumento
substancial do consumo méaximo de oxigénio apés trés, seis, nove e 12 semanas de
treinamento.

A hipétese do presente trabalho foi mostrar a melhora da regressdo da HVE em
humanos tratados com terapia anti-hipertensiva e que praticavam exercicio fisico regular.
Os estudos utilizados para avaliar a hipotese tiveram variabilidade quanto aos protocolos
de exercicio fisico e aos farmacos utilizadas. No entanto, todos juntos demonstraram 0s

beneficios da terapia combinada.
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De acordo com a revisdo de Hegde e Solomon (2015), o exercicio fisico também
esta associado ao desenvolvimento de HVE, mas o remodelamento cardiaco devido a HA
é patologico, com hipertrofia de midcitos, fibrose, risco de insuficiéncia cardiaca e
mortalidade, enquanto a HVE em atletas geralmente nédo é patoldgica e fibrose nao é
observada.

A HVE ¢ uma resposta compensatoria ao aumento da sobrecarga de pressdo em
individuos hipertensos. E geralmente caracterizada pelo aumento da massa e do volume
das camaras do VE (ver GAASCH; ZILE, 2011). O remodelamento estrutural do coragédo
estd associado ao aumento da morbimortalidade devido ao aumento do risco
cardiovascular (TOVILLAS-MORAN et al., 2009). Kim e colaboradores (2018)
observaram, em um periodo de oito anos, maior incidéncia de morte cardiaca em
individuos hipertensos com HVE em comparagdo com individuos hipertensos sem HVE.
A influéncia da reducdo da PA na regressdo da HVE foi demonstrada por Simpson e
colaboradores (2010) na qual uma reducdo de 9 mmHg na PAS promoveu a regresséo da
MVE. Além disso, em metandlise realizada por Zhang e colaboradores. (2013) descreve
que a reducdo da PAD tem um efeito importante para a regressao da HVE de individuos
hipertensos, especialmente acima de 60 anos.

O tratamento farmacoldgico anti-hipertensivo desempenha um papel importante
na reducdo da PA, levando a regressdo da hipertrofia cardiaca, como demonstrado no
estudo de Avanza Junior e colaboradores (2000), em que o tratamento com enalapril,
losartana ou ambos os medicamentos combinados reduziram a PA acompanhada de
reducdo do IMVE.

A prética de exercicios fisicos por si s6 também promove a regressdo da HVE
associada a reducdo da PA (NOGUEIRA, 1999). Pitsavos e colaboradores (2011)
mostraram que exercicios aerébicos regulares durante 16 semanas promove reduc¢édo da
PA e reducdo do IMVE em homens com hipertensdo leve. Mais recentemente, uma
metanélise que também estudou os beneficios do exercicio na HVE em individuos
hipertensos comparados a individuos hipertensos que ndo praticavam exercicio fisico
regular, ambos ndo utilizavam medicacdo anti-hipertensiva, mostrou reducéo da PAD e
do IMVE (TELEB et al., 2017).

Em relacéo a associacao do exercicio fisico ao tratamento farmacologia com anti-
hipertensivos, Kelemen e colaboradores (1990) mostraram que o tratamento com
propranolol ou diltiazem ndo proporcionou nenhum beneficio sinérgico aos efeitos anti-

hipertensivos do exercicio quando comparado a terapia com placebo em individuos
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hipertensos leves. A associacdo de exercicio fisico e anti-hipertensivos também foi
estudada em animais, como o estudo de Ziada e colaboradores (2009) em SHR tratados
com lisinopril combinado com exercicio fisico em esteira motorizada por 10 semanas, no
qual foi observada reducdo da PA e melhora da FE em 25%, embora ndo tenha sido
observado alteracdo da funcdo ventricular e a morfologia do VE. Da mesma forma,
Azevedo e colaboradores (2003) demostraram que o tratamento com losartana combinado
ao exercicio fisico por 18 semanas, em SHR, ndo teve efeito adicional sobre a PA ou
HVE, em comparacao ao uso da losartana isoladamente.

Os beneficios do exercicio fisico em hipertensdo e doencas cardiovasculares,
prevencdo e terapia, ttm algumas afirmagdes mecanicistas. O beneficio do anti-
hipertensivo e fornecido pelo mecanismo bésico do medicamento, e os beneficios do
exercicio fisico sdo semelhantes entre combinacdo e ndo combinacédo, agindo como um
efeito adicional. O mecanismo dos beneficios do exercicio fisico na prevencdo e
tratamento de hipertenséo e doencgas cardiovasculares ndo foi totalmente esclarecido.
Algumas hipoteses, baseadas principalmente em abordagens experimentais, sao: estresse
oxidativo e reducao de espécies reativas de oxigénio (ADAMS et al., 2005; ROQUE et
al., 2013); aumento do 6xido nitrico, expressdo de superoxido dismutase e antioxidantes,
melhora da reatividade vascular (ROQUE et al., 2013), melhora da funcdo vascular
devido a diminuicdo da resposta vasoconstri¢do adrenérgica e dos niveis de endotelina-1
(PESCATELLDO et al., 2004); remodelamento vascular com aumento do calibre arterial
em humanos (DINENNO et al, 2004) e melhora do controle barorreceptor da atividade
do nervo simpético (PESCATELLO et al., 2004). Uma revisdo de Bernardo e
colaboradores (2017) descreveu um papel protetor do exercicio crénico em seres
humanos saudaveis, apesar da hipertrofia. Essa condicdo de hipertrofia fisioldgica é
desenvolvida principalmente para numerosos fatores de crescimento liberados em
resposta ao exercicio, ativando a sinalizagdo PI3K-Akt. A hipertrofia como doenga
cardiaca é desencadeada por superestimulacdo simpatica e angiotensina associada a perda
ou diminuicéo de fatores de prote¢do, potencialmente restabelecida pelo exercicio, como
mencionado acima (BERNARDO et al., 2017).

A presente metanalise mostrou que a pratica de exercicios fisicos pode contribuir
para promover a regressdo da MVE em individuos que fazem uso de farmacos anti-
hipertensivos. Essas alteracdes estao relacionadas a reducdo da PAD e da FC, com alguma
reducdo da PAS, embora ndo tenha sido significativa. Em relacdo aos pardmetros

cardiacos utilizados para avaliar a funcdo do VE, apenas FE e DDVE foram estudados.
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Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito dessa associacdo sobre a
funcdo cardiaca, como o diametro sistélico do VE e as velocidades de fluxo transmitral
(BARBOSA et al., 2009). A limitacdo da presente revisdo foi 0 baixo nimero de estudos
realizados em seres humanos combinando exercicio fisico e tratamento medicamentoso
anti-hipertensivo. Para dar uma recomendacao mais consistente, mais estudos e testes sdo

necessarios.

64



CAPITULO IV: DISCUSSAO E CONCLUSAO FINAIS

A HA é uma doenca crénica com alta prevaléncia e um dos principais fatores de
risco para agravos de saude, entre eles a HVE e a IC. Tanto a terapia medicamentosa
guanto a ndo medicamentosa tem por objetivo o controle da PA e a reducdo das
consequéncias da HA. O exercicio fisico € uma das terapias ndo medicamentosas mais
frequentemente prescritas na abordagem médica para a prevencao e tratamento de DCV,
assim como para promover vida saudavel. Além de controlar a PA, farmacos anti-
hipertensivos e o exercicio fisico promovem a regressao da HVE pela reducéo da PA,
entre outros fatores.

E importante ressaltar que até o momento poucos estudos sobre a associagio do
tratamento medicamentoso e ndo-medicamentosos foram realizados, e o presente estudo
forneceu informagdes relevantes sobre a pratica de exercicios fisicos como fator de
melhoria da eficacia do tratamento com captopril ou losartana, indicando até mesmo a
possibilidade da reducéo da dose.

A associacdo do tratamento da HA com captopril ou losartana demonstrou ter
efeito benéfico sobre os parametros indicadores de HVE avaliados experimentalmente
em SHR no presente trabalho. O tratamento com captopril reduziu a PA em todas as
doses avaliadas e promoveu melhoria dos parametros do ECG, como observado pela
reducdo dos intervalos QT e QTc nas doses de 25 e 50 mg/kg. Porém a associacdo do
exercicio fisico ao tratamento com captopril ndo promoveu efeito benéfico adicional,
contrariando a hip6tese de que a reducdo da dose poderia ser indicada para promover 0s
mesmos beneficios sobre a PA e regressao da HVE, quando na associacao.

O tratamento com losartana promoveu melhoria da PA apenas na maior dose
utilizada, ndo promoveu melhora da FC e dos pardmetros do ECG, no entanto a
associacao do exercicio fisico com a losartana reduziu adicionalmente a atividade de
MMP-2, comparado ao tratamento com losartana nos SHR sedentarios, o que ocorreu
de forma semelhante para as trés doses avaliadas, indicando que a menor dose pode ser
utilizada para o0 mesmo beneficio.

Em relacéo as alteragdes morfoestruturais, ndo foram observadas diferencas dos
tratamentos com captopril ou losartana comparados ao tratamento com veiculo, tanto

em animais sedentarios ou treinados. A associacdo com o exercicio fisico também néo
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promoveu reducdo dos parametros indicadores de inflamacdo ou do comprimento dos
cardiomidcitos.

O estudo de metanalise demostrou que a pratica de exercicio fisico por
individuos em tratamento com farmacos anti-hipertensivos tem o beneficio da reducéo
da MVE, desse modo, a associacdo da pratica de exercicio deve ser considerada para
prevencdo e tratamento da HVE em individuos hipertensos, que utilizam medicamentos
anti-hipertensivos.

O reduzido numero de estudos encontrados para a realizacdo da metanalise
reforca a necessidade de mais estudos abordando essa associacdo, afim de consolidar a
importancia da associacao da terapia farmacoldgica e ndo farmacoldgica para prevencao
e tratamento de DCV. Além disso, novos estudos precisam ser realizados para entender

0s mecanismos dos beneficios da associacao.
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CAPITULO VI: ANEXOS

ANEXO |

Tabela I: Valores do coeficiente de correlacdo de Pearson entre pressao arterial média e 0s
intervalos QT, QTc e atividade de metaloproteinases de SHR treinados e sedentarios tratados

com veiculo, captopril ou losartana em 3 doses

Grupo PAMXQT PAMXQTc PAM x MMP-2

Veiculo 0,4864 0,5740 -0,5325
12,5 mg/kg -0,1079 -0,2392 0,2146
Captopril 25 mg/kg -0,1341 -0,2951 -0,7049
Sedentarios 50 mg/kg -0,2788 -0,09297 -0,09156
2,5 mg/kg -0,3126 -0,3422 -0,4137
Losartana 5 mg/kg -0,5950 -0,3600 0,1632
10 mg/kg 0,07295 0,5782 -0,6671
Veiculo -0,1735 -0,05445 0,5949
12,5 mg/kg -0,09861 -0,1337 0,5378
Captopril 25 mg/kg -0,6638 -0,4316 -0,4261
Treinados 50 mg/kg 0,4662 0,6381 -0,9445
2,5 mg/kg -0,6426 -0,2805 -0,7253
Losartana 5 mg/kg 0,2395 0,5253 0,4006
10 mg/kg -0,4456 -0,06409 0,09817
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ANEXO 11

Tabela I1: Sumario dos resultados encontrados para os parametros QT, QTc, pressdo arterial,
frequéncia cardiaca, massa corporal final, massa do ventriculo esquerdo, atividade de

metaloproteinases 2 e comprimento de cardiomidcito.

Captopril Losartana
Parametros Sedentério Treinado Sedentério Treinado
avaliados

QT l - ! !
QTc l Maior | - -

PA Maior dose | Maior | ! !

FC - l - -
MCF - - - -
MVE - ! - -

MMP-2 - - - |

Comprimento de - - - -

cardiomiocito

Pressdo arterial, PA. Frequéncia Cardiaca, FC. MCF, Massa Corporal Final. MVE, Massa do Ventriculo Esquerdo.
Metaloproteinase 2, MMP-2.
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ANEXO 111

Tabela I11: Valores absolutos (media = e.p.m.) dos intervalos QT e QTc de SHR

treinados e sedentarios tratados com veiculo ou captopril em 3 doses.

Grupos QT (ms) QTc (ms)

Veiculo 70,54 £1,613 127,30 £+ 3,903

_ 12,5 mg/kg 64,20 £ 2,289* 106,40 + 4,915*
Sedentarios ]

Captopril 25 mg/kg 65,86 £ 0,894* 114,10 +1,742*

50 mg/kg 68,70+ 0,940 114,40 + 1,935*

Veiculo 69,18 £ 1,639 116,50 * 3,537

) 12,5 mg/kg 65,71 £ 1,301 103,00 + 1,637*
Treinados )

Captopril 25 mg/kg 66,60 = 1,768 106,40 + 2,947#

50 mg/kg 59,37 % 2,219%#

98,10 *+ 4,438*#

n=5-6 animais por grupo. “diferenca significativa em relacéo ao grupo veiculo. *diferenca

significativa em relacdo ao grupo sedentario tratado com a mesma dose. P <0.05 - one-way

ANOVA seguido de teste de Tukey.
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ANEXO IV

Tabela 1V: Valores absolutos (media + e.p.m.) de QT e QTc de SHR treinados e

sedentarios tratados com veiculo ou losartana em 3 doses.

Grupos QT (ms) QTc (ms)
Veiculo 70,54 + 1,613 127,3 + 3,903
_ 2,5 mg/kg 66,69 + 2,331 121,8 + 5,209
Sedentarios
Losartana 5 mg/kg 63,71 = 1,099* 117,59 + 3,075
10 mg/kg 64,73 £ 0,736* 115,40 + 4,457
Veiculo 69,18 + 1,639 116,50 + 3,537
) 2,5 mg/kg 65,49 + 1,212 115,80 + 1,536
Treinados
Losartana 5 mg/kg 63,81 + 1,324* 118,20 + 3,420
10 mg/kg 63,01 £ 0,740* 112,90 £1,734

n= 5-6 animais por grupo. "diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo. P <0.05 -

one-way ANOVA seguido de teste de Tukey.
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