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RESUMO

Dentre as varias consequéncias da hipertensdo arterial (HA), as doencgas
cardiovasculares sdo as que mais matam no mundo inteiro. Fatores como hipertrofia
cardiaca, aumento de fibrose e redu¢ao da densidade capilar no miocardio estao
envolvidos. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) desenvolvem um
remodelamento cardiaco devido a HA e, neste sentido, varios tratamentos
farmacoldgicos e n&o farmacoldgicos vém sendo utilizados. Dentre os farmacos da
classe dos inibidores da enzima conversora de angiotensina Il (iECA), o perindopril
tem se mostrado muito eficiente na melhora da HA e do remodelamento cardiaco. O
treinamento fisico (TF) aerdbio, por sua vez, vem sendo utilizado como tratamento
nao farmacoldgico, também eficaz em melhorar o remodelamento cardiaco e reduzir
pressao arterial (PA), no entanto, quase nada se sabe sobre a associagado desses
tratamentos. O objetivo foi verificar os efeitos do TF aerdbio, associado ou nédo ao
tratamento farmacolégico com perindopril sobre o remodelamento do miocardio de
ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Foram utilizados SHR divididos
aleatoriamente em 4 grupos: sedentario controle (SC, n=12), sedentario + perindopril
(SP, n=10), treinado controle (TC, n=13) e treinado + perindopril (TP, n=14). O TF
aerdbio na esteira ergométrica foi de 8 semanas a 60% da capacidade maxima, 5
dias/semana. Os grupos SP e TP foram tratados com perindopril (3mg/kg por dia, via
gavagem) durante todo o protocolo experimental. Os grupos SC e TC foram tratados
com agua. Ao término do periodo de tratamento farmacolégico e TF, os animais
foram cateterizados para verificagdo da PA direta e, em seguida, eutanasiados. O
miocardio foi retirado para analises histolégicas com Picrossirius Red. A analise
estatistica utilizada foi andlise de varidncia (ANOVA) de um caminho e dois
caminhos, com post-hoc de Tukey e de Dunns (p<0,05). O peso corporal dos
animais nao apresentou diferenga em nenhum dos grupos. Quanto a capacidade
fisica maxima dos animais, os animais treinados apresentaram melhora significante
no ultimo teste de capacidade fisica maxima comparado ao primeiro teste sendo
103% no grupo TC e 117% no grupo TP. Essa melhora nao foi vista nos animais
sedentarios. Em relagdo as respostas hemodindmicas, o grupo SC apresentou
valores 63,6% maiores de PAM quando comparado aos animais normotensos e o
tratamento farmacoldgico, treinamento fisico e ambos associados foram capazes de
reduzir a PAM quando comparados ao grupo SC (-37,1%, -31,8% e 34,6%, para SP,
TC e TP, respectivamente, p<0,05). A massa muscular do miocardio do grupo SC
apresentou aumento de 38,3% em relacdo ao grupo Wistar e esse aumento foi
atenuado nos grupos SP e TP. O grupo Wistar apresentou 3,75% de densidade de
colageno no miocardio e no grupo SC, a densidade foi de 8,6%, 0 que representou
um aumento significativo de 129,3%. Por outro lado, o grupo SP apresentou 5,7% (-
33,8%, comparado ao SC), o grupo TC apresentou 6,8% (-21%, comparado ao SC)
e o0 grupo TP apresentou 6,1% (-29%, comparado ao SC). Uma vez que a
associagao entre perindopril com treinamento fisico ndo potencializou as redugdes
de PA e densidade de colageno no miocardio, encontrados apds o uso das
estratégias isoladas, os resultados do presente estudo nos permitem sugerir que TF
seja o tratamento mais indicado para o controle da HA, pois ndo possui efeitos
colaterais que sao decorrentes dos tratamentos farmacolégicos.

Palavras Chave: Exercicio fisico, inibidores da ECA, hipertrofia cardiaca.



ABSTRACT

Among all consequences of hypertension (HT), cardiovascular diseases are the
major contributing to mortality. Factors such as cardiac hypertrophy, fibrosis and
myocardium capillary density loss are involved. Spontaneously hypertensive rats
(SHR) have cardiac remodeling due to hypertension and because of that, several
pharmacological and non-pharmacological treatments are used. Among inhibitors of
angiotensin converting enzyme (ACEi) drugs, perindopril has been shown to be
efficient to improve hypertension and cardiac remodeling. Aerobic exercise training
(T), on the other hand, has been used as non-pharmacological treatment of
hypertension and it is also efficient to ameliorate cardiac remodeling and
hypertension, however, almost nothing is known about the association of these two
treatments. The objective of this present study was to analyze the effects of exercise
training, associated or not with pharmacological treatment with perindopril on
myocardium remodeling in SHR rats. SHR rats were divided into 5 groups: sedentary
control (SC, n=12), sedentary + perindopril (SP, n=10), trained control (TC, n=13)
and trained + perindopril (TP, n=14). Wistar rats were used as normotensive controls.
Aerobic training was performed on a treadmill, 1h / day, 5 days / week, during 8
weeks at 60% of maximal physical capacity. SP and TP groups were daily treated
with perindopril (3 mg / kg of body weight, gavage) during all experimental protocol.
SC and TC groups received water. At the end of training period, pulse wave velocity
and blood pressure were measured. Myocardium was removed for histological
measurements. ANOVA one way and two way analysis with Tukey and Dunns post-
hoc were used (p<0.05). The animals' body weight did not differ in any of the groups.
Regarding the maximum physical capacity of the animals, trained animals showed a
significant improvement in the last test of maximum physical capacity compared to
the first test, being 103% in the TC group and 117% in the TP group. This
improvement was not observed in sedentary animals. Regarding hemodynamic
responses, SC group presented MAP 63,6% higher than normotensive animals and
pharmacological treatment, physical training and the association of both treatments
were able to reduce MAP when compared to the SC group (-37.1%, -31.8% and -
34.6%, for SP. TC and TP respectively, p<0.05). The myocardium muscle mass of
the SC group had an increase of 38.3% compared to Wistar group and this increase
was attenuated in all other groups, SP, TC and TP groups. The myocardium of
Wistar group presented 3.75% of collagen density and, in the SC group, the collagen
density was 8,6%, which represents a significant increase of 129.3%. On the other
hand, SP group presented 5.7% (-33,8%, compared to SC), TC 6,8% (-21%,
compared to SC) and TP 6,1% (-29%, compared to SC). The combination of both
treatments had no additional effect. Therefore, it is suggested that TF is the most
appropriated treatment for HT control, since it has no side effects.

Keywords: Exercise, ACE inhibitors, cardiac hypertrophy.



1. INTRODUGAO

A hipertenséo arterial (HA) é condicdo clinica multifatorial caracterizada por
elevagao sustentada dos niveis pressoéricos = 140 e/ou 90 mmHg, segundo a 72
Diretriz Brasileira De Hipertensdo (MALACHIAS et al., 2016) que pode ser primaria
(maioria dos casos), sem causa definida e que inclui fatores de risco néo
modificaveis como sexo e idade, e modificaveis, tais como estresse, tabagismo,
alcool, condicdo socioeconémica, obesidade e, principalmente, sedentarismo
(MARTIN et al., 2004) ou secundaria, induzida por fatores conhecidos, como drogas
antidepressivas, glicocorticoides e anti-inflamatorios, além de drogas ilicitas
(PLAVNIK, 2002).

A HA provoca varias consequéncias podendo afetar o cérebro (AVE), olhos
(retinopatia hipertensiva), rins (insuficiéncia renal), vasos (aterosclerose e rarefacao)
e coracao, devendo-se atentar ao fato de que a HA é uma das principais causas
para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares. Tem sido demonstrado que
a taxa de mortalidade por doencgas cardiovasculares aumentou em torno de 13,2 %
no periodo de 2006 a 2016, de acordo com estudo de doengas cardiacas e infartos
(MOZAFFARIAN et al., 2016). As doencgas que afetam o coragdo sdo as que mais
matam no mundo inteiro (BEN-SHLOMO et al., 2014). No Brasil, no ano de 2016, as
doengcas cardiovasculares foram responsaveis por 1.115.951 internagdes
(DATASUS, 2017). Na populacao em geral, as pessoas mais acometidas por estas
doencgas sdo os idosos e aqueles que apresentam outras patologias associadas,
como as doengas cronicas (BLACHER et al., 2002).

Uma consequéncia importante das doencgas cardiovasculares € a insuficiéncia
cardiaca (IC), caracterizada pelo cansago aos minimos esforgcos devido um
bombeamento insuficiente de sangue para manter a perfusdo adequada do
organismo (CORREA et al., 2008). A IC pode ser resultado de varios fatores, dentre
eles a hipertenséo arterial (HA) e a hipertrofia cardiaca (COHN et al., 2000).

A hipertrofia cardiaca, consequéncia de um remodelamento cardiaco, ocorre
por alteragdes na carga hemodinamica, ativagao neuro-humoral e outros fatores que
ainda estdo sob investigagdo, que determinam alteragcbes no tamanho, forma e

fungdo do coragdo (COHN et al.,, 2000), acarretando aumento do volume do



ventriculo esquerdo (VE), da massa do miocardio e do estresse da parede
ventricular (KHATTAR, 2003). A hipertrofia cardiaca patoldgica pode ocorrer apos
infarto do miocardio, inflamagdo do musculo cardiaco ou sobrecarga de pressao
decorrente da HA, caracterizada como hipertrofia concéntrica; enquanto a hipertrofia
fisioloégica € decorrente do treinamento fisico, por sobrecarga de volume devido a
necessidade de maior demanda metabdlica, caracterizada como hipertrofia
excéntrica (BERNARDO et al., 2010).

Para controlar e prevenir a HA e a hipertrofia cardiaca concéntrica, existem os
tratamentos farmacoldgicos e ndo farmacoldgicos. Os farmacos anti-hipertensivos
podem agir em diferentes mecanismos e sao divididos em classes: diuréticos,
inibidores adrenérgicos, vasodilatadores, bloqueadores dos canais de Ca*™ e
inibidores do sistema renina-angiotensina IlI, dentre outros (MALACHIAS et al.,
2016).

Dentre as diferentes categorias de anti-hipertensivos, os inibidores da enzima
conversora de angiotensina Il (iIECA) impedem a formacédo em angiotensina Il (Ang
II) a partir da angiotensina |. Tem sido demonstrado que estes farmacos sao
eficientes em reduzir os niveis pressoéricos por meio da redugdo da angiotensina |l
plasmatica, por reduzir a hipertrofia cardiaca e facilitar a acdo da bradicinina
circulante, que é um potente vasodilatador. Os farmacos iECA tém sido um dos mais
utilizados clinicamente por serem eficazes em reduzir niveis pressoéricos, e por
consequéncia reduzir a hipertrofia cardiaca, morte por infarto agudo do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, acidente vascular encefalico, doenga arterial coronariana e
outros casos (FERRARI et al., 2005).

Os iECA possuem ainda diferentes classes que se diferem pelo seu terminal
ligante aos sitios ativos da enzima conversora de angiotensina (ECA) e sao divididos
em 3 grupos: sulfidrila, carboxila e fosforila, tendo como um dos principais farmacos,
captopril, perindopril e fosinopril, respectivamente. Estes apresentam diferengas em
sua biodisponibilidade, dosagem, duragcéo da ag¢ao, meia vida plasmatica e via de
eliminacdo (FERRARI et al.,, 2005). A eficiéncia do perindoprii vem sendo
comprovada em estudos como o de Pilote et al.,, (2008), onde foram avaliados
43.356 pacientes que sofreram infarto e utilizaram diferentes iECA no primeiro més
de recuperacdo. Dentre os farmacos avaliados, o ramipril € o perindopril foram os
mais eficazes na diminuicdo do risco de mortalidade desses pacientes, quando
comparados ao captopril. Esses resultados sdo comprovados em estudos com SHR



10

que mostraram redugcdo dos niveis de PA apo6s tratamento com perindopril
(YAZAWA et al., 2011; JIN-ZI et al., 1999; NEGLIA et al., 2011).

No remodelamento cardiaco, uma das vias envolvidas € o aumento da
atividade local de angiotensina Il que causa necrose e fibrose por meio do efeito
citotoxico nos midcitos cardiacos (COHN et al., 2000). Devido a esses fatores,
estudos que avaliaram os efeitos dos farmacos que inibem a enzima conversora de
angiotensina Il mostraram que estes reduzem o volume e dilatacdo do VE
(KHATTAR, 2003. COHN, et al., 2000). Neste sentido, Yazawa et al., (2011)
demonstraram que ratos hipertensos com IC congestiva, tratados com perindopril,
apresentaram redugdes nos niveis pressoéricos, atenuagao na seccao transversa dos
miodcitos, atenuagédo do excesso de tecido conjuntivo, redug¢do do colageno tipo 1 e
3, aumento da razao capilar/miécito e aumento de capilares no musculo cardiaco, o
que promoveu atenuacdo do processo de remodelamento cardiaco. Da mesma
forma, outros autores mostraram a eficacia do perindopril no remodelamento
cardiaco de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), devido ao tratamento
farmacolégico reduzir o peso do VE e depdsito de colageno no miocardio (JIN-ZI et
al.,, 1999). Resultados semelhantes também sao encontrados em estudos com
humanos, os quais apresentaram reducdo na massa do VE apdés 6 meses de
tratamento com perindopril (NEGLIA et al., 2011).

Por outro lado, dentre os tratamentos nao farmacoldgicos, o treinamento fisico
(TF) vem sendo muito estudado e seus beneficios cada vez mais comprovados no
controle e tratamento da HA. Diferentes tipos de treinamento estdo sendo
estudados, tais como aerdbio continuo ou intervalado, resistido e combinado
(aerdbio e resistido). MALFITANO et al., (2015) demonstraram que o treinamento
combinado promove melhora na sensibilidade barorreflexa, diminuicdo da
resisténcia a insulina, redugédo da pressao arterial (PA), aumento de 6xido nitrico e
diminuicdo do estresse oxidativo em ratas SHR ovariectomizadas submetidas a 8
semanas de treinamento combinado. Da mesma forma, Jordao et. al.,, (2017)
demonstraram melhora na PA associada ao aumento de disponibilidade de oxido
nitrico em SHR submetidos a 10 semanas de treinamento com natagdo. Resultados
semelhantes tém sido observados apés treinamento aerdbio em esteira, tais como
diminuicdo da frequéncia cardiaca (FC), melhora da sensibilidade barorreflexa,
angiogénese em musculos esqueléticos, reducdo da atividade nervosa simpatica,

atenuacao da rarefacdo e diminuicdo da razdo parede/luz das arteriolas da
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microcirculagao, fatores estes que contribuem para uma redugao significativa da PA
de hipertensos (LOPES et al., 2016; AMARAL et al., 2011; HERRERA et al., 2016;
HERRERA et al., 2017, CONSTANTINO et al., 2017).

Esses resultados também s&o encontrados em humanos, onde o TF aerodbio
de baixa a moderada intensidade foi eficaz em reduzir cronicamente os niveis de
presséao, tanto em individuos que fazem o uso de farmacos anti-hipertensivos quanto
0s que nao fazem tratamento farmacolégico (GHADIEH et al., 2015; CORNELISSEN
e SMART, 2013).

O TF também traz melhoras no remodelamento cardiaco. Rossoni et al.
(2011) demonstraram que o TF aerobio por 13 semanas em esteira foi eficaz em
atenuar a producédo de colageno no ventriculo esquerdo de ratos SHR, o que
contribuiu para reduzir a hipertrofia ventricular e atenuar a hipertensdo. Esses
resultados foram confirmados pelo estudo de Pagan et al. (2015), onde SHR
submetidos a TF aerdbio na esteira por 4 meses apresentaram melhora na
capacidade funcional e na funcéo ventricular, associada a menores expressoes de
colageno. O TF aerdbio também se mostrou eficiente na reducdo de niveis de
colageno e fibrose cardiaca de ratos idosos e com ICC (TEIXEIRA et al., 2018;
YOSHIZAKI et al., 2017).

Recentemente, HOWDEN et al., (2018) demonstraram que 2 anos de
treinamento fisico aerdbio foi eficiente em melhorar a absorcdo de oxigénio e a
rigidez cardiaca de adultos de meia idade, quando comparados a individuos
sedentarios, o que proporciona uma protecdo a um risco futuro de insuficiéncia
cardiaca com fracdo de ejecdo preservada, induzida pelo processo de
envelhecimento.

Em relacdo a combinacdo de tratamento farmacolégico com nao
farmacolégico, ainda existem poucos estudos e os resultados sédo incertos. Os
estudos envolvendo essa combinagao estao relacionados a musculos esqueléticos,
como o de Minami et al., (2007), que mostraram um aumento da densidade capilar
na musculatura esquelética, de ratos SHR treinados que receberam tratamento com
perindopril, quando comparados ao grupo somente treinado. Da mesma forma, Guo
et al.,, (2010) observaram que ratas fémeas idosas exercitadas e tratadas com
perindopril apresentaram um aumento na razao capilar/fibora nos musculos séleo e
gastrocnémio, quando comparadas as ratas idosas sedentarias. Sumukadas et al.,

(2014) realizaram um estudo com individuos idosos que apresentavam deficiéncia
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funcional e foram tratados com perindopril concomitante ao treinamento fisico
durante 20 semanas, onde ndo houve aumento da resposta ao treinamento
progressivo de exercicios quando comparados ao grupo que realizou apenas o
treinamento.

Recentemente nosso grupo demonstrou que o TF aerdbio, associado ou nao
aos tratamentos com captopril e perindopril, mostrou-se eficiente em reduzir os
niveis de PA em SHR, porém, somente os ratos exercitados e tratados com
perindopril apresentaram atenuagdo significativa da inibicdo da angiogénese
induzida na musculatura esquelética apés TF (MACEDO, 2017). Nada se sabe sobre
os efeitos da combinacido perindopril e exercicio no remodelamento cardiaco de
ratos SHR.
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2. OBJETIVO

Verificar os efeitos do treinamento fisico aerdbio, associado ou ndo ao tratamento
farmacoldgico com perindopril, sobre a PA e remodelamento do miocardio de ratos

espontaneamente hipertensos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 49 ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e 10 ratos
normotensos (Wistar) machos, com idade entre 7-8 semanas (250-3009)
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (Sao Paulo,
Brasil) e do Centro de Pesquisa e Produgdo de Animais da UNESP (Botucatu, SP,
Brasil), respectivamente. Os animais permaneceram alojados em gaiolas coletivas
(cinco animais cada) durante todo o protocolo experimental, no Biotério da
Faculdade de Ciéncias UNESP, campus de Bauru, onde receberam agua e comida
(Biobase) ad libitum e mantidos em ciclo de claro-escuro (12h-12h) com temperatura
controlada (22°C). Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité
de Etica do Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias, UNESP do campus
de Bauru (# 778-2017 vol. 1.)

3.1 Teste de Esforgco Maximo

Inicialmente, os animais passaram por periodo de 5 dias de adaptagdo na
esteira ergométrica adaptada para ratos (10 raias suspensas de acrilico, Inbramed,
Millennium). Apos o periodo de adaptagéo, os animais foram submetidos ao teste de
esforco maximo (TEM) como descrito por BAREL, et. al., (2010), que consiste em
incrementos de 5m / min a cada 3 min, até a exaustdo, sendo a carga maxima
definida a partir do momento em que o animal ndo consegue completar o estagio na
esteira.

Os testes foram aplicados no inicio do protocolo para a separagéo dos grupos
(TEM-1), apés 4 semanas de treinamento (TEM-2) para que a velocidade fosse
reajustada no sentido de manter a intensidade até o final do periodo e no final do
periodo de treinamento (TEM-3), para verificagao da efetividade do protocolo de TF.
Os animais sedentarios permaneceram nas gaiolas durante todo o protocolo
experimental e realizaram os testes maximos nos mesmos momentos que 0s
treinados, apds adaptagéo na esteira ergométrica (aproximadamente de 15 em 15

dias).
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3.2 Grupos Experimentais

Apos o primeiro teste de esforco maximo, os ratos foram distribuidos em
quatro grupos, que apresentaram aproximadamente o mesmo peso corporal e
capacidade fisica maxima. O desenho experimental esta representado na figura 1.
Conforme demonstrado na figura 1, ap6s o periodo de treinamento /tratamento, os
animais foram submetidos as analises de velocidade de onda de pulso (VOP), PA e

em seguida foram eutanasiados.

Periodo de Treinamento

60% capacidade maxima

Semanas
A
Adaptacao ;
gl 123 ]a]s]s]7]s1 B
i h TEM-2 l
TEM-1 Y TEM-3
VOP
Tratamento PA
Perindopril (3mg/kg. via gavagem) Eutanasia

Figura 1: Linha do tempo do desenho experimental. Teste de esforco maximo (TEM), Velocidade da
onda de pulso (VOP) e presséo arterial (PA).

Em seguida foram aleatoriamente divididos em:

GRUPO 01: Sedentario controle - SC. 12 animais SHR que permaneceram
sedentarios durante todo o protocolo de treinamento e foram tratados com salina
(mesma quantidade correspondente ao grupo tratado com perindopril).

GRUPO 02: Sedentario Perindopril - SP. 10 animais SHR que permaneceram
sedentarios durante todo o protocolo de treinamento e foram tratados com
perindopril (Conversyl, 3mg / kg, gavagem).
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GRUPO 03: Treinado Controle - TC. 13 animais SHR que foram submetidos
ao TF por 60 dias e tratados com agua (mesma quantidade correspondente ao
grupo tratado com perindopril).

GRUPO 04: Treinado Perindopril - TP. 14 animais SHR que foram
submetidos ao TF por 60 dias e tratados com perindopril (conversyl, 3 mg / kg,
gavagem).

GRUPO 05: Wistar. 10 animais Wistar que permaneceram sedentarios
durante todo o periodo do experimento e foram tratados com agua (mesma

quantidade correspondente ao grupo tratado com perindopril).

3.3 Protocolo Treinamento Fisico

O TF em esteira ergométrica constituiu-se de uma hora por dia, 5x por
semana, durante 60 dias, com intensidade de 60% da velocidade maxima atingida
no teste de maximo esfor¢co (TEM) como previamente publicado BAREL, et. al.,
(2010).

3.4 Protocolo de Tratamento Farmacolégico

Foi utilizado o conversyl (4 mg de perindopril) que teve como dose
administrada 3 mg/Kg de peso corporal, por dia, gavagem, durante todo o protocolo

de treinamento (60 dias). O tramento ocorreu diariamente, antes das 9h.

3.5 Determinagao da Presséao Arterial Direta

3.5.1. Confecgdo de canulas

Para a confeccdo das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-50
(Scientific Commodities Inc. Lake Havazu, AZ, Estados Unidos), aos quais foram

soldados a tubos de polietileno PE-10 (Scientific Commodities Inc Lake Havazu, AZ,
Estados Unidos) como publicado por AMARAL, et. al., (2000).
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3.5.2. Procedimento cirargico

Os ratos foram anestesiados com ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 10 mg
/ Kg), e DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 50 mg / Kg), CEVA, Paulinia, SP,
Brasil (na proporgédo de 1:1, 1 mg / kg de peso corporal). Foi feita uma incisdo no
pescoco do animal e apos localizagdo da artéria carétida, foi feita uma pequena
incisdo na artéria para que a parte mais fina da canula fosse e preenchida com
solugao fisioldgica heparinizada, como previamente publicado por HERRERA, et. al.,
(2016). A outra parte da canula foi exteriorizada na regido dorsal do animal. Apés o

término do procedimento, foram aguardadas 24 horas para recuperagédo do animal.

3.5.3. Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca

ApOs a cirurgia de caracterizagdo, a PA foi registrada continuamente nos
ratos acordados e com livre movimentacdo. A canula da artéria carétida foi
conectada ao sistema de registro (transdutor + pré-amplificador, ADinstrumenst®,
Colorado Springs, CO, Estados Unidos) que foi conectado ao computador, utilizando
um software LabChartPro 7. Foi obtida a PA pulsatil e média e a FC foi computada

diretamente pelo software a partir dos pulsos de PA.

3.6 Retiradas do Miocardio

Logo apds o registro de PA, os animais foram anestesiados com sobrecarga
de anestésico com ANASEDAN® (cloridrato de xylasina, 20mg/Kg) e DOPALEN®
(cloridrato de ketamina, 160 mg/Kg), CEVA, Paulinia, SP. Apds a confirmagcao da

eutanasia, o miocardio foi removido, limpo e imediatamente pesado.

3.7 Analises Histologicas

Foi realizado um corte transversal no coragao, isolando o ventriculo esquerdo
(VE) que posteriormente foi fixado em solugéo de paraformoldeido 4%, tamponado
com PBS durante 24 horas. Em seguida os tecidos foram lavados em alcool 70%
para retirada do fixador e mantidos nesta solugdo até o momento da inclusdo. As
amostras foram entdo destinadas para inclusao em Paraplast (Sigma, EUA),
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seccionadas em cortes transversais em um micrétomo manual de navalha de ago (7
pMm) e colocados em laminas (média de 4 cortes por lamina, 1 [dmina por animal,
revestidas por laminula colada com permount), totalizando uma média de 4 cortes
por rato. As laminas foram destinadas para rotinas histologicas de Picrossirius Red
(Sigma Aldrich) para evidenciar as fibras colagenas. As imagens foram capturadas
em aumento de 20x, utilizando-se o microscopio Leica DM4 B, as quais foram
analisadas pelo programa Imaged. O software identifica a marcagdo de fibras

colagenas (pela coloragao vermelha) e apresenta os resultados em porcentagem.

3.8 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM). Foram utilizadas as analises de varidncia (ANOVA) de um e dois
caminhos. As amostras que apresentaram diferencgas significativas foram analisadas
pelo post-hoc de Tukey e de Dunns (quando as amostras nao tinham distribuigao

normal), com p<0,05.
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4 RESULTADOS

A figura 1 representa a média do peso corporal dos animais normotensos e
hipertensos no inicio do protocolo experimental. Pode-se observar que ndo houve
diferencga significativa entre os grupos (Wistar 117,7 £ 3,3 g; SC 134,5 + 13,5 g; SP
157,7 £ 13,6 g; TC 158,31 + 11,2 g; TP 165,9 £ 7,2 g).

200 A )
3 Wistar
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555 | : @@ sC
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Figura 1: Valores do peso corporal inicial do grupo Wistar (n=10), Sedentario Controle (SC, n=12),
Sedentario Perindopril (SP, n=10), Treinado Controle (TC, n=13) e Treinado Perindopril (TP, n=14).

Durante todo o protocolo experimental os animais foram pesados
semanalmente e a Figura 2 ilustra os valores de PC final (Wistar: 415,1£10,7 g; SC:
305 £ 8,9 g; SP: 3159 + 16,4 g; TC: 308,3 + 6,7 ge TP: 302,3 + 7,6 g). O delta de
peso corporal obtido (PC final — PC inicial) foi maior para o grupo Wistar, quando
comparado aos demais SHR (297,4 + 9,3 g; 170,5 + 11,9 g; 158,2 + 25,4 g; 150
10,9 ge 136,4 £ 10,9 g para W, SC, SP, TC e TP, respectivamente). Com excegao
do grupo Wistar, ndo houve diferenga significativa entre os grupos, o que mostra que
tanto o tratamento quanto o treinamento ndo provocaram nenhuma alteragdo no

peso corporal dos grupos SHR, como mostra a figura 2.
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Figura 2: Valores do peso corporal inicial do grupo Wistar (n=10), Sedentario Controle (SC, n=12),
Sedentério Perindopril (SP, n=10), Treinado Controle (TC, n=13) e Treinado Perindopril (TP, n=14).
Significancia: # vs Wistar, p<0,05.
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Os valores encontrados no TEM-1 foram 721 £ 66,9 s no grupo Wistar; 819,5
+ 70,46 s no grupo SC; 789,5 + 91,3 s no grupo SP; 743,5 £ 89,7 s no grupo TC e

720,2 + 57,9 s no grupo TP, onde ndo houve diferenga significativa como ilustra a

figura 3.
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Figura 3: Valores do primeiro teste de esforco maximo no grupo Wistar (n=10), Sedentario Controle
(SC, n=12), Sedentario Perindopril (SP, n=10), Treinado Controle (TC, n=13) e Treinado Perindopril
(TP, n=14).

No teste de esforco maximo final (TEM-3), o grupo Wistar apresentou uma
média de 619,4 £+ 425 s; SC 577,2 £ 54,7 s; SP 743,1 £ 79,7 s; TC 1509,7 + 120,5 s
e TP 1565,9 + 63,7 s.

O parametro utilizado para verificar a eficacia do treinamento foi o delta (TEM-
3 — TEM-1) onde o grupo Wistar apresentou uma média de -101,6x83,4 s; SC -
242,3166,1 s; SP -46,4+45,9 s TC 766,1£132,8 s e TP 845,7+57,5 s; mostrando que
os grupos treinados (TC e TP) apresentaram melhora de 103% e 117%
respectivamente em relagao ao TEM-1 e melhora significativa em relagao a todos os
grupos que permaneceram sedentarios. Além disso, ndo houve diferenca entre o
grupo TC e TP, o que mostra que o tratamento nao influenciou a capacidade fisica
dos animais. Os resultados de teste maximo final e delta de teste maximo serédo

apresentados na figura 4.
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Figura 4: Valores do teste maximo final e delta de teste maximo do grupo Wistar (n=10), Sedentario
Controle (SC, n=12), Sedentario Perindopril (SP, n=10), Treinado Controle (TC, n=13) e Treinado
Perindopril (TP, n=14). Significancia: # vs Wistar, + vs sedentario, p<0,05.
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Apo6s o periodo de treinamento e tratamento foi realizada a cateterizagao da
artéria carétida para a afericdo da presséo arterial direta. A Figura 5 representa a
resposta hemodinamica apos esse periodo, onde o grupo SC apresentou aumento
de 63,6% na PAM comparado ao grupo Wistar (184,4 + 11,6 mmHg vs 112,8 + 4,8
mmHg) e o tratamento farmacoldgico, ndo farmacoldgico e ambos associados foi
capaz de atenuar esse aumento de pressao apresentado no grupo SC sendo 37,1%
no grupo SP (116 £ 4,8 mmHg), 31,8% no grupo TC (125,7 £ 0,6 mmHg) e 34,6% no
grupo TP (120,7 £ 5 mmHg). A Figura 5 apresenta também os valores de PAS e

PAD dos grupos analisados. A resposta de FC nao foi diferente entre os grupos,

como observado na Figura 5.
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Figura 5: Valores hemodindmicos no grupo Wistar (n=10), Sedentario Controle (SC, n=12),
Sedentério Perindopril (SP, n=10), Treinado Controle (TC, n=13) e Treinado Perindopril (TP, n=14).
A= pressao arterial sistdlica (PAS), B= pressao arterial diastdlica (PAD), C= pressao arterial média
(PAM) e D= frequéncia cardiaca (FC). Significancia: # vs Wistar, + vs sedentario, * vs controle, $ vs
sedentario controle, p<0,05.

ApOs realizado o registro das respostas hemodinamicas dos animais, os
animais foram eutanasiados e o miocardio foi retirado, pesado e normalizado pelo
peso corporal. O peso muscular apresentou um aumento de 38,3% no grupo SC
(3,86 = 0,2 mg/g) em relagdo ao grupo Wistar (2,79 £ 0,13 mg/g), o que pode
representar uma hipertrofia cardiaca. Os grupos SP (3,09 £ 0,13 mg/g) e TP (3,04 £
0,05 mg/g) mostraram uma atenuacao significativa desse aumento de peso em

relagdo ao grupo SC, mostrando que o tratamento farmacoldgico isolado e
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associado com o treinamento fisico foi eficaz em alterar o peso do miocardio como

mostra a figura 6.
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Figura 6: Valores de massa muscular do miocardio normalizado pelo peso corporal, no grupo Wistar
(n=8), Sedentario Controle (SC, n=12), Sedentario Perindopril (SP, n=9), Treinado Controle (TC,
n=12) e Treinado Perindopril (TP, n=11). Significancia: # vs Wistar, * vs controle, $ vs sedentario
controle p<0,05.

A figura 7 representa os cortes corados com Picrossirius nos grupos SC,
SP, TC e TP. Para as analises histoquimicas, a area utilizada para analise foi de
23,2 cm?. A Figura 8 representa a média dos grupos analisados. O grupo Wistar
apresentou 3,7 + 0,17% de colageno presente no miocardio, o grupo SC apresentou
valores de 8,6 * 0,7%, mostrando um aumento de 129,3% comparado aos ratos
normotensos. O grupo SP apresentou 5,7 + 0,13%; TC 6,78 + 0,29% e TP 6,1 %
0,09%. O tratamento com perindopril (SP) reduziu a area presente de colageno em
33,8% em relagdo aos animais sedentarios (SC), o treinamento fisico (TC) reduziu
em 21% e o treinamento associado ao tratamento (TP) 29%. Os tratamentos
farmacolégico e nao farmacolégico, foram capazes de reduzir significativamente a
densidade de colageno no VE, porém, nenhum efeito adicional foi observado na

associacao dos tratamentos.
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Figura 7: Cortes histolégicos do VE (7 ym), corados com Picrossirius Red, representativos de um
animal do grupo sedentario controle SC (A), sedentario perindopril SP (B), treinado controle TC (C) e
treinado perindopril TP (D), com aumento de 20x.
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Figura 8: Porcentagem de colageno presente no ventriculo esquerdo, no grupo Sedentario Controle
(SC, n=11), Sedentario Perindopril (SP, n=7), Treinado Controle (TC, n=8) e Treinado Perindopril (TP,
n=10). Significancia: * vs controle, + vs sedentario, $ vs sedentario controle p<0,001.
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5 DISCUSSAO

Os principais resultados encontrados neste trabalho foram que ambos os
tratamentos, farmacolégico e n&do farmacoldgico, reduziram significativamente a
densidade de colageno no miocardio, que contribuiu para a reducdo da PA. A
associagao dos tratamentos nao apresentou efeito adicional.

Entre os mecanismos que contribuem para o aumento da PA, estdo o
aumento do sistema nervoso simpatico (DUCHATSCH et al., 2018; HERRERA et al.,
2016), reducéo da sensibilidade do barorreflexo (CONTI et al., 2014), rarefacdo no
musculo cardiaco (BERNARDO, et al. 2010) e musculos esqueléticos (AMARAL, et
al., 2000, HERRERA et al., 2016) e aumento da razédo parede/luz nas arteriolas
(NEGRAO, BARRETO, 2006). Além disso, tem sido demonstrado que existe um
remodelamento cardiaco associado com a HA, devido a aumento na matriz
extracelular e comprometimento da fungdo endotelial (BRIONES et al., 2010),
podendo influenciar nos altos niveis de PA e levar o coragdo a faléncia com o
decorrer do tempo.

O colageno é uma glicoproteina que representa o componente estrutural mais
abundante do tecido conjuntivo (ROSS, PAWLINA, 2012) e tem fungao fisioldgica
importante na delimitacdo da distensdo dos vasos e do coracdo (BRIONES et al.,
2010), porém, em algumas situagdes patoldgicas como a hipertensao arterial, ocorre
uma deposicdo excessiva de colageno no miocardio (BERNARDO, et al. 2010).
Neste sentido, observou-se neste presente estudo que os animais SHR
apresentaram 129,3% de aumento da densidade de coldgeno em relagdo aos
animais Wistar, que pode estar associado com o aumento de PA.

Existem varios tratamentos para a HA, sendo eles farmacoldgicos e nao
farmacolégicos. Os tratamentos farmacolégicos agem em diferentes mecanismos e
sao divididos em classes: diuréticos, inibidores adrenérgicos, vasodilatadores,
bloqueadores dos Canais de Ca** e inibidores do sistema renina-angiotensina II,
dentre outros (MALACHIAS et al., 2016). Entre eles, os iIECA, vém apresentando
resultados eficazes na reducéo de PA e de mortalidade (FERRARI et al., 2005).

Um dos primeiros farmacos descobertos desta classe foi o captopril, no
entanto, Pilote et al., (2008) demonstraram que o ramipril € o perindopril foram mais
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eficazes quando comparados ao captopril na diminui¢ao do risco de mortalidade de
pacientes que sofreram infarto.

Demonstramos recentemente que na redugao de PA, tanto o captopril como o
perindopril, apresentaram redug¢ao similar na PA de ratos SHR (dados nao
publicados, MACEDO, 2017). No entanto, este trabalho sugeriu que o perindopril
poderia ter efeitos mais eficazes no controle da densidade de vasos quando
comparado ao captopril.

O perindopril, isoladamente, parece ser eficiente na redugéo do colageno do
miocardio de SHR (YAZAWA et al., 2011; JIN-ZI et al., 1999), o que concorda com a
reducao de 33,8% do grupo sedentario perindopril, comparado ao grupo sedentario
controle presente nos resultados do presente estudo. Esse resultado pode ser
decorrente de uma redugao da atividade local de angiotensina Il, reduzindo a fibrose
por meio do efeito citotoxico nos midcitos cardiacos (COHN et al., 2000), além de
aumento da razao capilar/miocito e aumento de capilares no musculo cardiaco
(YAZAWA et al., 2011).

Por outro lado, o treinamento fisico aerébio vem sendo indicado como
tratamento coadjuvante da HA. Os resultados do presente estudo mostraram que o
TF aerdbio reduziu em 31,8% a PA dos SHR, concordando com os estudos de
Lopes et al., (2016); Amaral et al., (2011); Herrera et al., (2017) e Constantino et al.,
(2017).

Dentre os mecanismos responsaveis por reduzir a PA pelo TF, pode-se citar
diminuicdo da frequéncia cardiaca (FC), melhora da sensibilidade barorreflexa,
angiogénese em musculos esqueléticos, redugdo da atividade nervosa simpatica,
atenuacado da rarefacdo, diminuicdo da razdo parede/luz das arteriolas da
microcirculacdo (LOPES et al., 2016; AMARAL et al., 2011; HERRERA et al., 2016;
HERRERA et al.,, 2017, CONSTANTINO et al., 2017), melhora na capacidade
funcional e na funcéo ventricular (PAGAN et al., 2015) e menores expressdes de
colageno (PAGAN et al., 2015; ROSSONI, et. al., 2011). Em relacado a densidade de
colageno, os resultados do presente estudo mostraram que o TF foi eficaz em
reduzir 21% a densidade do coldgeno, mesmo na manutengéo do peso do coragao,
concordando com o estudo de Rossoni et. al., (2011). Essa resposta pode estar
associada a redugao da produgao de colageno ou um aumento na degradagao, além
de menor diferenciagcdo de fibroblastos em miofibroblastos (PORTER, TURNER,
2009).
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Pouco se sabia sobre a associagdo entre perindopril e TF na densidade de
colageno e PA de SHR. O presente estudo mostrou que a associagdo entre o
tratamento farmacolégico e ndo farmacolégico, ndo potencializou os beneficios
encontrados quando os mesmos estavam isolados, apenas TF e apenas tratamento
com perindopril. Os animais treinados e tratados apresentaram reducéo de 29% na
reducdo da densidade de colageno e 34,6% na redugdo de PA, resultados

semelhantes aqueles observados com tratamentos isolados.
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6 CONCLUSAO

Uma vez que a associagao entre perindopril com treinamento fisico nao
potencializou as redugcbes de PA e densidade de colageno no miocardio,
encontrados apds o0 uso das estratégias isoladas, os resultados do presente estudo
nos permitem sugerir que TF seja o tratamento mais indicado para o controle da HA,
pois nao possui efeitos colaterais que sao decorrentes dos tratamentos

farmacolodgicos.
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