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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo atualmente as principais causas de
mortalidade e morbidade em todo o mundo. A variabilidade da pressao arterial
(VPA) tem sido associada a lesdo de orgaos-alvo, como 0s rins. A
farmacoterapia associada ao treinamento fisico é clinicamente recomendada
para o controle da pressao arterial (PA) no manejo da HAS.Objetivo: Investigar
os efeitos do treinamento fisico combinado (TFC) associado ao tratamento com
hidroclorotiazida (HCT) sobre a VPA e em parametros morfofuncionais,
inflamatorios e de estresse oxidativo renais. Método: Foram utilizadas 32 ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), distribuidas em 4 grupos (n=8/grupo):
ooforectomizadas sedentarias (OS), ooforectomizadas sedentarias tratadas com
hidroclorotiazida (OSH), ooforectomizadas treinadas (OT) e ooforectomizadas
treinadas tratadas com hidroclorotiazida (OTH). A ooforectomia foi realizada no
inicio do estudo. Apé6s adaptacdo a esteira e escada de treinamento fisico, o
grupo OS prosseguiu com tratamento placebo durante 8 semanas, enquanto os
demais grupos com tratamento com HCT (30mg/kg na &gua de beber) e/ou TFC
(3 dias/semana, 40-60% da capacidade maxima obtida em testes de esforco em
esteira e escada). ApOs 8 semanas realizamos o registro da PA para analise da
VPA, mediadores inflamatorios e estresse oxidativo em tecido renal.
Resultados: Os grupos OSH, OT e OTH apresentaram menor pressao sistolica
(OSH:189+13; OT:17945; OTH:174+15 mmHg) quando comparado ao grupo OS
(208+15 mmHg). Houve melhora de capacidade fisica nos grupos OT e OTH. A
associacdo de terapias promoveu reducdo da variancia da PAS. Nao houve
diferenca entre os grupos para ureia plasméatica e proteindria, mas 0s grupos
tratados com HCT apresentaram menores niveis de creatinina plasmatica,
aumento do clearance de creatinina e menor nimero de glomérulos em relacao
ao grupo OS. Os resultados demostraram que o grupo OS apresentou reducéo
nos campos com é&rea de fibrose tubulo intersticial de 0 - 25% e aumento de
campos de 51 — 100% quando comparado aos demais grupos estudados. Por
outro lado, o grupo OTH apresentou aumento de campos com alteracdes de 0 —
25% e reducdo numero de campos nas faixas de 26 — 50% quando comparado
a todos os demais grupos estudados, além de reducdo dos campos de 51-100%
vs. 0 grupo OS. O grupo OTH apresentou aumento na razdo IL10/TNF-alfa renal
guando comparado com 0s outros grupos. Houve reducao de proteinas oxidadas
nos grupos treinados e aumento da atividade da catalase no grupo OTH (vs. OS).
Concluséao: Os resultados demostraram que a combinac&o de hidroclorotiazida
e TFC é mais eficaz do que o farmaco isolado em promover melhora da VPA,
impactando em melhora de perfil inflamatério e redox em tecido renal,
promovendo beneficios morfofuncionais renais adicionais o0 aumento do
clearance de creatinina e reducdo da fibrose tdbulo intersticial em ratas
hipertensas ooforectomizadas.

Palavras-chave: Treinamento fisico;  Hidroclorotiazida; Hipertenséo;
Menopausa; Rim.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are currently the main causes of mortality and morbidity
worldwide. Blood pressure variability (BPV) has been associated with target
organ damage, such as the kidneys. Pharmacotherapy associated with physical
training is clinically recommended for blood pressure (BP) control in the
management of SAH. Objective: To investigate the effects of combined physical
training (CPT) associated with treatment with hydrochlorothiazide (HCT) on BPV
and on renal morphofunctional, inflammatory and oxidative stress parameters.
Method: 32 spontaneously hypertensive rats (SHR) were used, divided into 4
groups  (n=8/group): sedentary  oophorectomized (OS), sedentary
oophorectomized treated with  hydrochlorothiazide  (OSH), trained
oophorectomized (OT) and trained oophorectomized treated with
hydrochlorothiazide (OTH). Oophorectomy was performed at baseline. After
adapting to the treadmill and physical training ladder, the OS group continued
with placebo treatment for 8 weeks, while the other groups received treatment
with HCT (30mg/kg in drinking water) and/or combined physical training (CPT) (3
days /week, 40-60% of the maximum capacity obtained in treadmill and stair
treadmill tests). After 8 weeks, we recorded the BP to analyze the BPV,
inflammatory mediators and oxidative stress in renal tissue. Results: The OSH,
OT and OTH groups had lower systolic pressure (SOH:189+13; TO:17945;
TOH:174+15 mmHg) when compared to the OS group (208+15 mmHg). There
was an improvement in physical capacity in OT and OTH groups. The
combination of therapies promoted a reduction in SBP variance. There was no
difference between groups for plasma urea and proteinuria, but groups treated
with HCT had lower levels of plasma creatinine, increased creatinine clearance
and reduced glomeruli than the OS group. The results showed that the OS group
showed a reduction in fields with an area of tubulointerstitial fibrosis of 0 - 25%
and an increase in fields of 51 - 100% when compared to the other studied
groups. On the other hand, the OTH group showed an increase in fields with
alterations of 0 - 25% and a reduction in the number of fields in the ranges of 26
- 50% when compared to all other studied groups, in addition to a reduction in
fields of 51-100% vs. the OS group. The OTH group showed an increase in the
renal IL10/TNF-alpha ratio when compared to the other groups. There was a
reduction in oxidized proteins in the trained groups and an increase in catalase
activity in the OTH group (vs. OS). Conclusion: The results showed that the
combination of hydrochlorothiazide and CPT is more effective than the drug alone
in promoting BPV improvement, impacting on the improvement of the
inflammatory and redox profile in renal tissue, promoting additional renal
morphofunctional benefits increased creatinine clearance and of reduction on
tubulointerstitial fibrosis in oophorectomized hypertensive rats.

Keywords: Physical training; Hydrochlorothiazide; Hypertension; Menopause;
Kidney.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Metodologia experimental .............ccoouuuiiiiiiiiiiiiiie e e 25
Figura 2. Tempo maximo teste (min) nos grupos estudados...................ccceeee 34
Figura 3. Carga Maxima/peso corporal (g/g) nos grupos estudados ............... 34
Figura 4. Presséao Arterial Sistélica (PAS) nos grupos estudados ................... 35
Figura 5. Variancia PAS (mmHg?) nos grupos estudados.............ccccceeeeeeennnee. 36
Figura 6. Modulacdo simpética vascular (BF PAS) nos grupos estudados...... 36
Figura 7. Creatinina plasmatica (mg/dL) nos grupos estudados...................... 37
Figura 8. Clearance de creatinina nos grupos estudados..............cccccvvveeennnnnn. 38
Figura 9. Quantificacédo de glomérulos (mm?) nos grupos estudados.............. 39
Figura 10. Fibrose tubulo intersticial nos grupos estudados..............ccccceeeeeees 40

Figura 11. Cortes histologicos representativos de fibrose tabulo intersticial nos

grupos estudados corados com tricomio de Masson com aumento de lente

(o] o] (=1 11VZ= o (=302 0 ) G SPPS 40
Figura 12.TNF-alfa em tecido renal nos grupos estudados ...........c.cccvveeeenenns 41
Figura 13. IL10/TNF-alfa em tecido renal nos grupos estudados .................... 42

Figura 14. Proteinas oxidadas (Carbonilas) em tecido renal nos grupos
(153 (0T F=To [0 1 PP 43

Figura 15. Atividade da enzima catalase em tecido renal nos grupos estudados



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Peso corporal nos grupos estudados ..........ccccevveeeievieiiiiieeeeeeiineene, 33

Tabela 2. Testes de esforco maximo em esteira e teste de carga maxima em

escada N0S grupos eStUAAUOS .........uiiiiiiiiiiii e 33
Tabela 3. Variabilidade da presséao arterial (VPA) nos grupos estudados ....... 35
Tabela 4. Funcao renal nos grupos estudados ...........cceevvveieieeiiiiiiieeeeeiiieeee, 37
Tabela 5. Quantificagdo de glomérulos nos grupos estudados ....................... 38

Tabela 6. Mediadores inflamatoérios em tecido renal nos grupos estudados.... 41

Tabela 7. Estresse oxidativo em tecido renal nos grupos estudados .............. 42



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AHA
BCC
BRA
DCV
DRC
DT
EROs
HAS
HCT
IECA
MMP
PA
PAD
PAS
SHR
SRAA
TF
TFA
TFC
TFR
VPA

American Heart Association

Bloqueador dos canais de calcio
Bloqueador dos receptores da angiotensina
Doencas cardiovasculares

Doencas renal cronica

Diurético tiazidico

Espécies reativas de oxigénio

Hipertensao arterial sistémica
Hidroclorotiazida

Inibidor da enzima conversora de angiotensina
Matriz metaloproteinases

Presséo arterial

Pressao arterial diastolica

Pressao arterial sistolica

Ratas espontaneamente hipertensas
Sistema renina-angiotensina aldosterona
Treinamento fisico

Treinamento fisico aerdbio

Treinamento fisico combinado

Treinamento fisico resistido

Variabilidade da presséo arterial



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... .ottt ettt ettt st e st e te e see e e, 15
1.1. Hipertenséo e leséo renal: epidemiologia e fisiopatologia..................... 15
1.2 Disfuncao renal na hipertensédo arterial sistémica (HAS)........................ 17
1.3 Mecanismo de lesé@o cardiorrenal ...............uuuviiiiiiiiinieiieceee 18
1.4 Terapia MediCAMENTOSA. .......uuieiiiiiiie e e et eeeeai e e e e eean e eaeeee 20
1.5 Treinamento fisico no manejo da hipertensao............cccccceeveeevviiinieeeenns 21

2. OBIETIVOS ..o 24
2.1 ODJEetiVOS geral.....c..u i 24
2.2 ObjetiVOS €SPECITICOS ....ccvvireie e e e e e e 24

3. MATERIAIS E METODOS ..., 25
1T R @ o] (o] ¢ =Tox (o] 1 1= PP 26
3.2 Avaliacdo da capacidade fiSICA .......ccuvuuuriieeeieeiiie e e 26
3.3 Tratamento farmacolOQICO ..........uuuuuuiiiiiiiii e 26
3.4 Treinamento fiSiCO COMDINAUO ........uuuiiiiiiiiiii e 27
3.5 Avaliacdo da funGao renal..............uuuiiiiiiiiii i 27
I O =T g [1] = To= Lo TSP 28
3.7 Medida da pressan arterial................eeeiiiiiiiiiiiiiiiei e 28
3.8 Variabilidade da PAS ... 28
3.9 Eutanasia doS @niM@US .........cceveuiuuiuiiiiinieee e e et e e e eeeeaeennes 29
3.10 Preparacdo de tecido renal .............ccoeiiiiiieiiiiiieii e 29
3.11 Mediadores inflamatOrios .............uuuiiiiiiiieeie e 29
3.12 ESIreSSe OXIdAtIVO ....ccvvviii e e e e 30

NADPH OXIQASE... . i eieiiiie et eeeeaa e e e aeeees 30
Dosagem de peroxido de hidrogenio ............ueveeeeeeiiiiiieeeiiiii e ee e eeeeans 30
(O] =1 1= 1T (@ 1) ST 30
Superoxido dismutase (SOD) .....couuieieiiiiie e 31
Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) ..........cccoeeviiiiiiinnnes 31
Dosagem de proteinas oXidadas ..............ccoeeiieeiiiiiiiii e 31
3.13 Morfometria € morfologia renal ............ccooeeeviiiiini e 31
3.14 ANAIISE €StatiStICA .....cceeeeeiiieiieieiii e 32

4. RESULTADOS ... .cuuitiiiiiiiiiiiiieeiee ettt etaeetaaaaaaaaaaaaaaaaasaaassaassasssnnssssessassnsneeees 33

4.1 Peso corporal e capacidade funcional................oouuuiiiiiiiiiieeeiiis 33

4.2 Avaliagbes hemodinamicas € autonOMICAS...........cceeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeiie 35



G B ¥ o= T I =] = | S 37

4.4 Avaliagdes de morfologia e morfometria renal ...........cccooovviiiiiiiiiiiiiiinnns 38
4.4.1 AvaliagOes glomMEerulares.........ooooveeuiiiiiiieiii e 38
4.4.2 Fibrose tdbulo intersticial ... 39

4.5 Mediadores inflamatérios em tecido renal..............ccccceeiiiiieeieeiieieeiiiiiinns 41

4.6 Estresse oxidatiVo reNal.............uuuuiiiiiiiiieieiiicieiiiiie e 42

5. DISCUSSAOD .....coiiiiiiiiiieteiieteie sttt ettt sttt 44
B. CONCLUSAQ ..ottt 49
7. Referéncias bibliografiCas ............coovvuiiii i 50
Anexo 1 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa.................... 60
Anexo 2 — Emenda 1 aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa................. 61

Anexo 3 — Emenda 2 aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa................ 62



1. INTRODUCAO

1.1. Hipertenséao e lesao renal: epidemiologia e fisiopatologia

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € atualmente uma das principais
causas de morbidade e mortalidade no mundo levando ao desenvolvimento de
varias doencas cardiovasculares e lesGes em o6rgdos-alvo, como o rim 42,
Atualmente, a HAS afeta de 10% a 20% da populacéo adulta, sendo considerada
causa da mortalidade de 5,8% da populagdo mundial @. No Brasil, a HAS se
mantém como a primeira causa de doencas renais cronicas (DRC) @), que é um
problema de salde com alto crescimento e com alto custo para os sistemas de
saude, constituindo um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas coronarianas, conforme divulgado em relatério da American Heart

Association — AHA @,

Apesar da alta prevaléncia da HAS, DRC e doenca renal terminal na
populacdo mundial, identificar DRC como consequéncia da HAS é uma tarefa
complexa em virtude da auséncia de critérios especificos para definir o
diagnéstico de hipertensédo e nefropatia. A HAS entre pacientes com DRC é
crescente, no entanto é observada uma baixa conscientizacao dessa populacéo
levando a falta de controle dos niveis de pressao arterial (PA) que, quando
elevados em pacientes com DRC, estéo diretamente ligados a progressao dessa
doenca. Assim, o paciente deve reconhecer a importancia de manter o controle
do nivel da PA e monitorar os maus habitos alimentares como 0 uUso excessivo

de sal @,

Além disto, de acordo com a literatura pessoas do sexo feminino sao
suscetiveis a um maior risco de doenca cardiovascular conforme o processo de
envelhecimento ¥, A American Heart Association (AHA) mostra que entre os
anos de 2011 e 2014, as doencas cardiovasculares tém maior prevaléncia no
sexo masculino na faixa etaria mais jovem, ja a partir da faixa etaria dos 65 anos
a prevaléncia entre as mulheres € mais alta, principalmente em virtude das
alteracbes hormonais causadas pela menopausa “*8. Além disto, na pds-
menopausa é notado o aumento da pressdo arterial (PA) por conta das

mudancas dos niveis de hormoénios sexuais. De fato, o estrogénio tem sido

15



relatado com efeito protetor no sistema cardiovascular, levando a vasodilatacao
e inibindo o processo de remodelacao vascular frente a modulacdo do sistema
renina-angiotensina aldosterona (SRAA) e do sistema simpético (/8. Neste
sentido, Ferreira et al. (2020) conduziram um estudo que teve como objetivo a
avaliacdo da sensibilidade barorreflexa, da modulacdo autonémica
cardiovascular e do estresse oxidativo, comparando ratos machos e ratas
durante as fases nao ovulatérias e ovulatérias e ap6s ooferectomia; os autores
mostraram que niveis reduzidos de estrogénio como na fase ovulatoria do ciclo
estral e apos a ooforectomia foram associados a aumento da PA e reducdo da

sensibilidade barorreflexa 19,

De acordo com Parati et al. (2012), que conduziram um estudo sobre VPA,
risco cardiovascular e risco de progressdao da doenca renal, trabalhos da
literatura demonstram que as alteracdbes na VPA ndo sao diretamente
associadas com o0s niveis médios da PA, e com isso antecipam o0
desenvolvimento e a progressao de lesdo renal 9. As oscilagcdes da PA sio
complexas, podem ocorrer em curtos ou longos periodos, e sdo associadas a
alguns fatores ambientais, genéticos, neuro centrais e comportamentais. Assim,
estudos que buscam correlacionar esses fatores com a HAS tém sido de extrema

importancia para a investigacao e o tratamento de lesdes em 6rgaos-alvo e DRC
(11

O aumento da VPA esta associado diretamente a progressédo dos danos
cardiacos, renais e vasculares aumentando como consequéncia o0 risco de
doencas cardiovasculares. Em adicdo, a elevacdo da VPA representa um
importante indicador de risco quando observado em individuos com maior risco
comparando com individuos de risco moderado e baixo para doencas
cardiovasculares (DCV). Estudos recentes observaram que a reducao dos
valores de PA de pacientes hipertensos tem como consequéncia a reducéo de
riscos de DCV ©). No entanto, embora seja sabido que HAS constitui um fator de
risco importante para DRC, os fatores que explicam como a hipertenséo pode

lesar 6rgdos-alvo, como o rim, ainda n&o foram completamente mapeados.
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1.2 Disfuncéao renal na hipertenséao arterial sistémica (HAS)

A HAS apresenta relagao bilateral com a DRC, e atualmente é uma das
principais causas dessa doenca. Associadas, essas duas doencas agravam
drasticamente o risco cardiovascular, com isso a mortalidade por DCVs aumenta
significativamente conforme a gravidade da DRC 4, Neste sentido, a formagao
de aterosclerose pode ser uma consequéncia da elevacao da PA, pois facilita o
acumulo de placas de célcio, lipideos algumas substancias tendo como
consequéncia ocorréncia de hipertensdo renovascular e nefropatia isquémica
(14,15 A isquemia glomerular e a esclerose glomerular sdo fatores que podem
explicar o desenvolvimento de DRC em virtude da progressao do estreitamento
vascular e da perda da autorregulacéo e transmissao para o capilar glomerular,

respectivamente (13,

Vale destacar, que as acdes dos esteroides ovarianos tém como um dos
alvos os vasos sanguineos, induzindo a producdo de 6xido nitrico provocando
vasodilatacdo. Além disso, podem causar alteracbes no metabolismo de
lipideos, levando a diminuicdo dos riscos de alteragdes cardiovasculares. Em
adicdo, os estrogénios levam ao aumento do fluxo sanguineo e a reducéo da
fragilidade capilar e da concentracdo de endotelina, que é um vasoconstritor.
Apoés a mulher entrar no periodo menopausa ou realizar a ooforectomia, nota-se
maior ocorréncia de aterosclerose 19, Adicionalmente, varios estudos relatam
gue o estrogénio possuiria a capacidade de diminuir os riscos de altas
concentracfes de urémicas, como constatado em mulheres saudaveis apos
avaliacdes prévias na poés-menopausa e logo apés reposicdo hormonal nota-se
obtencdo de uma maior taxa de filtracdo glomerular 1617 A metabolizacdo
adequada do farmaco hidroclorotiazida tem como dependéncia a funcéo renal
normal e depende também da quantidade de toxicidade vinda do acumulo do
farmaco, podendo levar a insuficiéncia renal. Com isso, a dosagem
medicamentosa em portadores de doenca renal cronica tende a ser um processo
dificil, por conta das alteragcbes no metabolismo intestinal, hepético e renal.
Nesse quadro do paciente € observada a reducdo das taxas de excrecao renal
de medicamentos. Estudos apontam que independente do medicamento ser
dosado com base na taxa de filtracdo glomerular de cada individuo, reacdes

adversas como intoxicagcdes ainda se mostram frequentes (8,
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1.3 Mecanismo de lesao cardiorrenal

O rim é o 6rgao do corpo responsavel pela manutencédo do volume e da
composicdo da urina e do liquido extracelular, fazendo papel regulador. No
glomérulo inicia-se a formacé&o da urina, onde 20% dos componentes do plasma
entram no rim através da artéria renal por conta da pressdo hidrostatica do
sangue nos capilares glomerulares. Os componentes restantes do plasma que
nao foram filtrados circulam ao longo dos capilares glomerulares, atingindo
arteriola eferente, assim seguindo para a circulacéo capilar peritubular ©). O rim
também é responséavel pelo transporte passivo de varios solutos vindos do
epitélio, como no caso da ureia. E um dos 6rgdos no qual é relevante e evidente
arelacdo entre a fungdo e a estrutura . Além do mecanismo de autorregulagao,
muitas vezes necessarios para que haja outras formas de realizar um controle
estrito da circulacdo renal, dispondo de horménios e peptideos que auxiliam em
tal funcdo. O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) regula funcdes
essenciais, como a manutencao da presséao arterial tendo entdo como principal

funcio a regulacéo da pressao arterial e garantir o balanco hidrico ©,

O efeito prejudicial associado a DRC é a ativacdo incessante do sistema
SRAA ao longo do tempo, resulta na diminuicdo da perfusdo do sangue em
resposta a condicdo de vasoconstricdo e a estenose vascular %21, Além disto,
a ultima década houve um grande progresso na compreensdo dos sistemas
cardiovasculares, renais e neurais e suas relacoes com a HAS. Por meio dos
estudos conduzidos foram descobertos novos sistemas, entre 0s quais
inflamacdo, horménios, microRNAs e ambientes estressores, que guardam
relacdo com o desenvolvimento de lesdo em 6rgaos-alvo em decorréncia da HAS
(25), Quando associadas, HAS e DRC tem um papel fundamental de causa ou
consequéncia. Estudos com diferentes modelos de experimentacdo animal onde
fica estabelecido o papel que a HAS tem de induzir lesbes graves em 6rgaos-

alvo, como os rins 23,

De acordo com lIrigoyen et al. (2016), os primeiros estudos que tentaram
correlacionar a variabilidade da pressao arterial no decorrer do dia com a
mortalidade e lesdo nos 6rgaos-alvo consideraram andlises feitas em periodos
curtos. Além dos maus habitos alimentares, fatores ambientais e genéticos

também podem influenciar o desenvolvimento de HAS, e a combinagéo desses
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dois tipos de fatores pode agravar ainda mais o aumento da PA 3, H4 ainda
diversos fatores fisiopatologicos, como a ativacdo incorreta do (SRAA), a
ativacao excessiva do sistema simpético e do sistema nervoso, a manipulagao
atipica pelo rim, o estresse oxidativo e a inflamac&o que leva a producdo de
moléculas vasoativas e, como consequéncia, alteracdo na funcao e na estrutura

de vasos sanguineos (22,

As Ultimas evidéncias encontradas em estudos indicam que além dos
riscos de mortalidade, valores elevados e/ou alta da variabilidade da PA estdo
ligados integralmente com a evolugdo e progressdo dos danos cardiacos,
vasculares e renais. As oscilacdes da PA sdo complexas, podem ocorrer em
curtos ou longos periodos, e sdo associadas a alguns fatores ambientais,
genéticos, neuro centrais e comportamentais. Assim, estudos que buscam
correlacionar esses fatores com a HAS tém sido de extrema importancia para a

investigacao e o tratamento de lesdes em érgdos-alvo e DRC (23),

Neste sentido, o estresse oxidativo tem uma funcdo muito bem descrita
na HAS e ocorre devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROS)
ou a diminuicao de defesas antioxidantes. Estudos buscam relacionar hipertrofia,
remodelacdo e dano tecidual, procurando demonstrar o papel central do estresse
oxidativo na hipertensao e seus principais desfechos. As defesas antioxidantes
e a producdo de EROs podem causar um desequilibro no organismo levando a
gueda da biodisponibilidade de oxido nitrico, uma ativacao e alteracdo vascular

pela ativacdo da matriz metaloproteinases (MMP) (6),

Adicionalmente, a inflamacéo é uma alteracdo marcante na insuficiéncia
renal. Diversos mecanismos como estresse oxidativo, anemia e uremia, e outros
fatores, que contribuem para a progressao da doenca renal e dano da fungéo
renal no estado urémico, aumentam o risco de infec¢des; e em pacientes renais
em tratamento de hemodialise, a inflamacao crbénica leva a complicacdes como
as doencas cardiovasculares. Em uma revisdo sistematica da literatura, os
artigos analisados demostram uma relagéo direta entre a IL-6 com a disfuncéo
renal; portanto, a IL-6 é utilizada como um marcador de leséo renal e pode estar
relacionada com desfechos clinicos como aterosclerose e doencas

cardiovasculares 89,
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1.4 Terapia medicamentosa

A terapia medicamentosa na HAS é composta pelas terapias
farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas, sendo o tratamento farmacolégico uma
das principais medidas, com efetividade comprovada na reducéo da PA feita por
diferentes classes medicamentosas, com recomendacéo preferencial para as

classes com diminuicéo de eventos cardiovasculares 7,

Os diuréticos tiazidicos constituem a classe de farmaco mais utilizada no
tratamento de HAS por conta de sua eficacia terapéutica e seu baixo custo. Eles
agem inibindo o transporte de sédio e cloro na membrana da parte proximal do
tubulo contorcido distal e com isso ocorre reducdo significativa do volume
plasmatico e extracelular. A hidroclorotiazida € um anti-hipertensivo que além da
acao anti-hipertensiva pode ser utilizada no tratamento de doencas renais

crénicas, insuficiéncia cardiaca e cirrose hepatica 7).

Segundo a recente diretriz para manejo de PA elevada em adultos ?7),
preconiza-se que o tratamento inicial anti-hipertensivo deva incluir um diurético
tiazidico (DT), um bloqueador dos canais de calcio (BCC), um inibidor da enzima
conversora de angiotensina (iIECA) ou um blogueador dos receptores da
angiotensina (BRA). Contudo, em adultos com DRC acima de 18 anos, existe
recomendacdo moderada que os iIECA ou BRA sejam adotados como terapia
inicial ou complementar 829, com ressalva a pacientes com mais de 75 anos o0s
DT e BCC podem ser considerados novamente como uma opg¢édo. Em adultos
hipertensos, a Hidroclorotiazida (farmaco do tipo DT) € reconhecida como um
dos medicamentos anti-hipertensivos mais eficazes quando se trata de reducéo
de PA, onde ap6s meta-analise comparativa, foi observado que chega a reduzir
a PAS -19,30 mmHg com uso de Hidroclorotiazida @® . Enquanto pesquisas ja
associaram o uso de DT a efeitos cardioprotetores adicionais como reduc¢ao de
insuficiéncia cardiaca, estudos atuais comprovam que 0os DT em baixa dosagem
trazem um melhor desfecho final para adultos 2%, tanto em mortalidade quanto

morbidade.

Em 2015 houve uma grande mudanca no manejo da hipertensao arterial.
O Sprint Research Group ©@® verificou em 9.361 pacientes que, aqueles que

foram medicados de maneira intensiva com o intuito de manter uma pressao
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arterial sistélica (PAS) inferior a 120 mmHg, apresentaram menos eventos
cardiovasculares fatais e ndo fatais em comparagcédo a pacientes recebendo o
tratamento padrdo para HAS. Porém tal terapéutica resultou em efeitos
colaterais provindos do aumento da dosagem da medicacdo anti-hipertensiva,
como hipotensao, sincopes e insuficiéncia renal aguda, reforcando o conceito
gue terapias ndo medicamentosas tem um papel importante como complemento

ao tratamento da HAS.

Quando utilizada de maneira correta a hidroclorotiazida diminui de forma
satisfatéria a pressdo arterial e se utilizadas em doses menores quando
associadas, possuem excelente agdo com outros farmacos anti-hipertensivos.
Os tiazidicos tem uma excelente acdo associados aos inibidores da enzima
conversora da angiotensina Il bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina
Il bloqueadores dos canais de calcio (BCC). Contudo, em adultos com doencas
renais cronicas existe um alerta de recomendacdo moderada, ou seja, adotados

como terapia inicial ¢7:39),

1.5 Treinamento fisico no manejo da hipertensao

A Sociedade Brasileira de Cardiologia recomenda o treinamento fisico
aerdbio (TFA) como exercicios para prevencdao e tratamento da HAS, com grau
de recomendacao | e Nivel de evidéncia A. Porém, o treinamento fisico resistido
(TFR) também tem sido bastante estudado, sendo eficaz em reduzir a pressao
arterial sistolica (PAS) e a pressdo arterial diastolica (PAD) em pacientes
hipertensos e pré-hipertensos. Os ensaiam que analisam o TFR ainda sao
escassos, porém o TFA E TFR sédo recomendados para o tratamento da HAS e
guando comparadas essas duas modalidades de treinamento, apesar de serem

efetivas na reducéo da PA @7:31),

Vale destacar que em 1992, a inatividade fisica foi estabelecida pela AHA
como um fator de risco para as DCVs. Os profissionais da saude foram
encorajados a prescrever atividade fisica para a manutencéo da saude de seus
pacientes @Y, Em 2004, um estudo da INTERHEART ©2 apontou que fatores de
risco como o sedentarismo, correspondem a maior parcela de risco para o infarto
agudo do miocéardio em todo mundo, sugerindo novas abordagens de prevencao.

Santa Rosa et al. (2020) conduziram um estudo sobre a importancia de um estilo
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de vida ativo na variabilidade da frequéncia cardiaca e em marcadores de
estresse oxidativo sistémicos em filhos de pais hipertensos, concluindo que o
estilo de vida fisicamente ativo foi capaz de atenuar os prejuizos observados de
reduzida VFC e de aumento de estresse oxidativo, que podem estar associados

ao desenvolvimento da HAS, nesta populagéo 9,

Atualmente, a Sociedade Brasileira de Cardiologia recomenda o
treinamento fisico aerdbio (TFA) como forma preferencial de exercicios para
prevencdo e tratamento para HAS, com Grau de recomendacado | e Nivel de
evidencia A ©2, Contudo, o treinamento fisico resistido (TFR) também tem sido
bastante estudado, sendo eficaz em reduzir a PAS e a pressao arterial diastolica

(PAD) em pacientes hipertensos e pré-hipertensos 3,

Os efeitos do exercicio na populagéo hipertensa atualmente estdo sendo
observado em estudos e é possivel afirmar que o exercicio aerébio ou
combinado € igualmente eficaz para reduzir a PAS comparando com o0s
medicamentos anti-hipertensivos. Naci Aci et al. (2019) realizaram uma a meta-
andlise de no qual foi possivel observar que, diferente dos medicamentos anti-
hipertensivos, o efeito do exercicio aumenta conforme a elevacdo da PAS G4,
Esses resultados levaram outros autores a compreender a razdo de trabalhos
anteriores que incluiam o treinamento fisico ndo terem obtido o mesmo
resultado, observando que esses estudos normalmente incluem pessoas com

PA normal e/ou pré-hipertensas

Vale ressaltar que o TF também tem sido recomendado no manejo da
DRC como uma medida conservadora que, quando associada ao tratamento
farmacoldgico, dieta e modificacdes do estilo de vida, promovem uma diminui¢ao
da progressdo da disfuncdo renal e dos sintomas, além de prevenir
complicagbes, no entanto poucos estudos avaliaram os efeitos de um protocolo
de treinamento combinado (aerébico + resistido), principalmente com
associacao da terapia farmacologica, para controle de PA e manejo das HAS e

do dano renal®,

O treinamento fisico combinado de moderada intensidade é capaz de
reduzir PA em idosos hipertensos medicados, em mulheres na menopausa e em
modelos animais de sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2. Em adicao,

tanto em humanos como em modelos animais, ha resultados que o treinamento
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fisico combinado pode melhorar a funcdo vascular, diminuir biomarcadores
plasmaticos associados a risco cardiovascular, aumentar a capacidade fisica e
promover melhor controle autonémico e reduzir o perfil inflamatério e o EO.
Neste sentido, Huang et al. avaliaram pacientes com doenga renal em estado
terminal e verificaram que houve melhoria da eficiéncia da hemodialise, reducéo
da PAS e uma melhora do condicionamento fisico com a aplicacdo desta

abordagem nao farmacolégica (637,

Com relacao a mulheres hipertensas na p6s-menopausa um programa de
12 semanas de treinamento fisico combinado (TFC) foi suficiente para alcancar
reducéo da PA e melhora da capacidade funcional 8, Em modelo experimental,
Da Silva Dias et al. (2019) demonstraram que a menopausa € um potente fator
de risco para doencas cardiometabdlicas, porém h& um impacto positivo do
treinamento fisico aerdbico iniciado na fase da menopausa em parametros

hemodinamicos, autondmicos e de estresse oxidativo em tecido cardiaco e renal
(46)

Shimojo et al. (2018), em um modelo de experimentacdo animal de
menopausa, obtiveram reducdo dos niveis de PA e da ativagdo simpatica em
ratas SHR em resposta ao TFC em ratas ooforectomizadas, avaliaram também
parametros inflamatorios nos tecidos cardiacos e renais e estresse oxidativo 8.
Em conjunto, trabalhos sugerem que o TFC pode agregar beneficios do TFA e
TFR, mas estudos adicionais sdo necessarios para a averiguacdo dessa
hipotese. Desta forma, esse projeto foi desenhado a fim de investigar se o TFC
€ capaz de maximizar os efeitos do tratamento farmacolégico com
hidroclorotiazida na reducao da PA e da VPA, atenuando possiveis prejuizos

morfofuncionais renais.

Neste estudo desenvolvemos com a hipGtese que a associacdo de
terapias farmacoldgicas e nao farmacoldgicas induzem uma melhora expressiva
da VPA, acentuando uma melhora da VPA, principalmente sobre o perfil anti-
inflamatério e de EO no tecido renal, resultando em uma melhor reducéo dos da
PA e da funcao renal em ratas SHR quando comparados com terapias isoladas.
O envolvimento de tais mecanismos em eventuais beneficios destas terapias,
tem como resultado a busca por intervencdes precisas no manejo da populacéo

com HAS e suas possiveis complicacdes renais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

Investigar os efeitos do treinamento fisico combinado (TFC) associado a

terapia farmacologica com hidroclorotiazida sobre a VPA e parametros

morfofuncionais, inflamatérios e de estresse oxidativo renais em um modelo

experimental de HAS e menopausa.

2.2 Objetivos especificos

Investigar e comparar as adaptacdes induzidas pelo TFC de moderada

intensidade associado ou ndo ao tratamento com diurético tiazidico em ratas

SHR (Spontaneously Hypertensive Rat) ooforectomizadas sobre as seguintes

variaveis:

Capacidade fisica;

PA;

Modulagao autondmica vascular (VPA e modulag&o simpatica vascular);
Funcdo renal: creatinina plasmatica, clearance de creatinina, ureia
plasmética e proteinuria;

Morfologia e morfometria renal;

Mediadores inflamatorios em tecido renal: fatores de necrose tumoral alfa
(tumor necrosis factor alpha — TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-
10 (IL-10);

Estresse oxidativo em tecido renal: catalase (CAT), substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS), proteinas oxidadas, atividade da NADPH
oxidase, peréxido de hidrogénio, atividade da catalase e superédxido

dismutase.
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3. MATERIAIS E METODOS

O protocolo foi aprovado pelo comité de ética CEUA UNIFESP:
7611290618. Foram utilizadas 32 ratas SHR, sendo distribuidas em 4 grupos
(n=8/grupo): ooforectomizadas sedentarias (OS), ooforectomizadas sedentérias
tratadas com Hidroclorotiazida (OSH), ooforectomizadas treinadas (OT) e

ooforectomizadas treinadas tratadas com Hidroclorotiazida (OTH) (Figura 1).

A ooforectomia foi realizada nos dias iniciais do estudo. Apos adaptacéo
a esteira e escada de treinamento, as ratas do grupo OS seguiram com o0
tratamento placebo durante 8 semanas, enquanto as dos demais grupos com
tratamento com anti-hipertensivo (30mg/kg de Hidroclorotiazida, diluidos na
agua de beber) e/ou treinamento fisico combinado (3 dias/semana, 40-60% da

capacidade maxima obtida no teste de esforco em esteira e escada).

Ao final das 8 semanas, foram realizados os registros da PA para andlise
da VPA. Adicionalmente, uma amostra de urina foi coletada em gaiola
metabdlica. Por fim, conduzimos a eutanasia de todas as ratas, ocasido em que
foram coletadas amostra de plasma para analise da fungéo renal e rins para
avaliacdo de parametros morfologicos, morfométricos, medidores inflamatorios

e marcadores de estresse oxidativo em tecido renal.

OOFORECTOMIZADAS
SEDENTARIAS (0S)

/ N=s
\

PLACEBO
OOFORECTOMIZADAS
TREINADAS (OT)
N=8

32 RATAS
SHR OOFORECTOMIZADAS

SEDENTARIAS
TRATADAS (OSH)
N=8

OOFORECTOMIZADAS
TREINADAS
TRATADAS (OTH)
N=8

/

HIDROCLOROTIAZIDA
(3mg/Kg/dia)

Figura 1. Metodologia experimental
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3.1 Ooforectomia

A ooforectomia dos animais foi realizada com trés meses de idade.
Administrada, via subcutanea, uma dose analgésica de Meloxicam (1 mg/kg, 30
minutos antes da cirurgia). Doses via intraperitoneal de Cetamina (80 mg/kg) e
Xilazina (12 mg/kg) foram administradas para anestesia. Na cirurgia, o oviduto
sera seccionado e os ovarios removidos ©2. Os animais receberam uma dose
intramuscular de penicilina (10000 U/kg). Apdés o procedimento, foram
administradas uma dose subcutanea de Meloxicam (1 mg/kg) a cada 24 horas e

de Tramadol (20 mg/kg) de 8/8 horas, por 3 dias, para efeitos analgésicos.

3.2 Avaliacéo da capacidade fisica

Foi realizado o teste de esforco em esteira para determinacéo do esforco
aerébio maximo. Apoés 3-5 dias de adaptacdo (10 minutos/sesséo a 0,3 km/h),
0s animais o teste com velocidade inicial de 0,3 km/h e incrementos de mesma
magnitude a cada trés minutos, até a exaustao. Ao final, obtivemos o tempo de
teste e a velocidade maxima atingida por cada animal. J& o teste de esforco em
escada foi realizado em escada adaptada com degraus verticais de 0,5 cm de
altura/degrau. N&o foram utilizados recursos de recompensa ou estimulacéo
elétrica para execucao da escalada. Na extremidade superior da escada hd uma
caixa (20cm3) para descanso (2 minutos). Para determinac&o da carga maxima,
admite-se que o animal devera realizar seis escaladas, tendo a escalada inicial
uma carga relativa de 75% do peso corporal. Adicionando 15% do peso corporal
a cada subida apés o descanso, até que o animal ndo consiga prosseguir

carregando o peso 9,

Na 42 e 82 semana, todos 0s grupos submetidos a avaliacdo indireta de
PA e testes de esforco em esteira e escada.

3.3 Tratamento farmacologico

O medicamento (30 mg/kg de hidroclorotiazida) administrado por via oral
(diluido em agua de beber) durante 5 dias (fase de adaptacéo). Na sequéncia,
realizada a medida de PAS por pletismografia de cauda para checagem dos

valores entre os grupos. Na sequéncia, os animais foram tratados durante 8
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semanas sendo o consumo aferido e ajustado semanalmente, com medidas de
PAS por pletismografia a cada 4 semanas. A escolha pela hidroclorotiazida como
tratamento medicamentoso baseou-se na efetividade comprovada em reduzir a
mortalidade cardiovascular, bem como a PA, com grande aceitacdo e alto grau

de recomendacao na pratica clinica.

3.4 Treinamento fisico combinado

O TFC realizado durante 8 semanas com duracao entre 40-60 minutos e
intensidade progressivas, 3 sessdes/semana, considerando as atuais
recomendacGes para a pratica de exercicios por individuos hipertensos @¢7. A
elaboracao do treinamento fisico em ratos foi realizada levando em consideracéo
a experiéncia e os resultados prévios do nosso grupo de pesquisa com
experimentacdo animal ¥142), As sessdes foram iniciadas pelo TFA em esteira
adaptada (~30-40 min) e seguidas do TFR dinamico em escada (~20-30 min, 15-
20 escaladas com intervalo de 1 minuto) ambos com intensidade moderada (40-
60% da capacidade maxima obtida nos testes fisicos em esteira e escada,

respectivamente).

3.5 Avaliagéo da funcgéo renal

Durante a 72 semana de protocolo, os ratos foram mantidos em gaiolas
metabdlicas (Nalgene, Ugo Basile, Italia) por 24 horas, onde foram pesados no
inicio e no fim, com livre acesso a agua e comida durante esse periodo. Ambos
mensurados, assim como o débito urinario e fecal. A amostra de urina, em
conjunto com a amostra de sangue coletada no momento da eutanasia, ambos
armazenados em freezer a -80°C para posterior medicdo das concentracdes de
creatinina e ureia. Os niveis de creatinina no plasma e na urina medidos pelo
método de Jaffé. O acumulo de ureia no plasma foi determinado com o método
colorimétrico enziméatico utilizando um kit especifico (Labtest Diagnostics, Lagoa
Santa, Brasil). A medicdo de proteinas na urina foi realizada com urina de 24

horas coletada em gaiola metabdlica utilizando o método de Bradford “3),
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3.6 Canulacéo

Apoés as 8 semanas de controle, tratamento farmacoldgico e/ou TFC, os
animais receberam uma dose intraperitoneal de Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina
(12 mg/kg) como anestesia e foram colocados em decubito dorsal para
realizacdo de pequena incisdo préxima ao pescoco para implantacdo de uma
canula na artéria carotida em direcdo ao VE para registro direto da PA e na veia
jugular para infusao das drogas. Apoés isso, as extremidades mais calibrosas das
canulas passadas subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regiao cervical
e fixadas com fio de algoddo na pele “%. As canulas s&do confeccionadas com
tubos de Policloreto de Vinila (Abbott) equivalente ao polietiieno PE10 e PES0.
Doses subcutaneas de Tramadol (5 mg/kg) e Dipirona (50 mg/kg) administradas

para analgesia (8/8 horas).

3.7 Medida da presséo arterial

No dia seguinte a canulacdo com o animal acordado, a canula arterial foi
conectada a uma extensédo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentacéo do
animal pela caixa. Esta extensdo estd conectada a um transdutor
eletromagnético (Blood Pressure XDCR, Kent© Scientific, Litchfield, CT, EUA)
gue fica conectado a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2, Quintron
Instrument© Inc, Milwaukee, EUA). Sinais de PA foram gravados durante 30
minutos em microcomputador equipado com sistema de aquisicdo de dados
(Windaq, 2Kz, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo anélise dos
pulsos de pressao, batimento-a-batimento, em uma frequéncia de amostragem
de 2000 Hz por canal “9,

3.8 Variabilidade da PAS

A VPA foi avaliada por meio da variabilidade da PAS no dominio do tempo
(variancia) e da frequéncia usando a transformada rapida de Fourier. Séries
temporais da PAS divididas em segmentos de 350 batimentos com sobreposicao
de 50%. As séries temporais da PAS decompostas pelo método autorregressivo,
utilizando o recurso de Levinson-Durbin e o critério de Akaike para a escolha da
ordem do modelo “?, Os componentes oscilatérios dos espectros quantificados
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em faixas de baixa frequéncia (low frequency — LF) e alta frequéncia (high
frequency — HF). A poténcia do espectro foi calculada para cada componente
reconhecivel nas faixas de LF e HF, sendo a poténcia expressa como a
intensidade de LF e HF. Os segmentos que apresentaram oscilacbes muito
lentas (<0,1 Hz), que contribuem para mais de 70% da variabilidade total,
seguiram considerado ndo estacionarios e descartados. A sensibilidade
espontanea dos pressorreceptores sera obtida pelo indice a, metodologia que
analisa a correlagéo temporal e linear entre o intervalo RR e a variabilidade da
PAS (1),

3.9 Eutanasia dos animais

A eutandsia ocorreu no dia seguinte ao término da analise hemodinamica.
Todos os animais foram previamente pesados. Com os animais ja canulados, foi
aplicada a anestesia endovenosa de Cetamina seguida de decapitacéo.
Amostras de sangue e tecido renal coletadas e congeladas para avaliacfes

posteriores.

3.10 Preparacéao de tecido renal

Os rins foram homogeneizados durante 30 segundos em um
homogeneizador Ultra-Turrax, com KCI 1,15% e fluoreto de fenil metil sulfonila
(PMSF), na concentracdo de 100mmol/L em isopropanol e na quantidade de
10uL/mL de KCI adicionado. Em seguida foram homogeneizados, centrifugados
por 10 minutos a 3000 rpm, em centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C e o
sobrenadante congelado em freezer a -80°C para as dosagens em analises

posteriores “6),

3.11 Mediadores inflamatérios

As dosagens de interleucinas e TNF alfa foram realizadas pelo método
ELISA em microplacas (96 pocos) sensibilizadas com o anticorpo para a proteina
de interesse, aderido a parede dos pocos da placa por um substrato
imunoadsorvente. Feito o blogueio prévio de ligacdes inespecificas e posterior

incubacdo das amostras experimentais, contendo a proteina (antigeno) a ser
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dosada. Foi realizada a incubacdo com anticorpo ligado a enzima anticorpo
secundario conjugado a peroxidase, e posterior reagdo com cromogeno. Na
mesma placa, realizamos a curva-padrdo, que foi usada para o céalculo da
guantidade de proteina por pogo. A absorbéancia medida em aparelho leitor de
ELISA a 450 nm e 550 nm. Utilizando kits especificos para ratos: Rat TNFa, Rat
IL-6 e Rat IL-10 (R&D Systems).

3.12 Estresse oxidativo

NADPH oxidase

A atividade da enzima NADPH oxidase foi avaliada com homogeneizado
de tecido renal e avaliada pela producédo de superdxido determinado por meio
de ELISA. Para realizacdo do ensaio foi utilizado buffer fosfato 50mM contendo

EDTA 2mM e sucrose 150mM, NADPH 1,3mM e 10 ul de amostra de tecido renal
7).

Dosagem de peroxido de hidrogénio

Aliguotas de 70ul de homogeneizado de tecido renal foram incubadas por
30 min em uma solugéao contendo buffer dextrose, 0,28 mmol/l de vermelho de
fenol e 5mg de HRP. Apos este periodo de incubacao, 0,5 mol/l de NaOH foi
adicionado e os valores de absorbancia da solucdo medidos a 610 nm. Os

resultados sdo expressos em nmol H202 grama de tecido “®),

Catalase (CAT)

Para a realizacdo das medidas de CAT utilizamos uma solucdo tampéo
constituida de fosfatos a 50 mmol/L em pH 7,4. Em seguida adicionados 980uL
deste tampéo e 10uL de amostra de homogeneizado de tecido renal na cubeta
do espectrofotbmetro, sendo esta mistura descontada contra um branco de
tampao fosfato. A seguir adicionados 10uL de perdxido de hidrogénio (0,3 mol/L)

e monitorada a diminuicdo da absorbancia a 240 nm no espectrofotdmetro “8),
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Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de
formacédo do pirogalol oxidado. No meio de reacdo, foram utilizados 5uL de
homogeneizado de tecido renal, 980uL de tampéao Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH
8,2), 10uL de pirogalol a 24 mmol/L, 5uL de CAT a 30 umol/L. Esta curva obtida
€ utilizada como branco. Também é realizado uma curva padrao utilizando duas
concentracgdes distintas de 21 SOD (0,72U e 0,144U), seré obtida a equacdo da

reta para realizacdo dos célculos “9),

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para que ocorra a reacao, foi adicionado a 0,25mL de homogeneizado,
0,75 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 10%(P/V), que tem a funcdo de
desnaturar as proteinas presentes e acidificar o meio de reacdo. Essa mistura
foi agitada e centrifugada durante 3 minutos a 1000 rpm. Retirada 0,5mL do
sobrenadante e a adicionado 0,5mL de acido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% (P/V),
gue reagiu com os produtos da lipoperoxidagcdo formando um composto de
coloracdo rosada. A mistura incubada por 15 minutos a 100°C e em seguida
resfriada no gelo. Em seguida, realizada a leitura da absorbancia a 535 nm em

espectrofotometro 0,

Dosagem de proteinas oxidadas

A técnica se baseia na reacdo das proteinas oxidadas em tecido renal
com 2,4 dinitrofenil hidrazina (DNPH) em meio acido, seguido de sucessivas

lavagens com acidos e solventes organicos e incubacéo final com guanidina ©b.

3.13 Morfometria e morfologia renal

Os rins direitos de todas as ratas foram coletados e pesados em balanca
analitica e, em seguida, seccionados em corte longitudinal e mergulhados em
solucdo de Bouin (etanol saturado com acido picrico 75%, formaldeido 20% e
acido acético glaceal 5%), onde permanecerao por 24 horas. Apés o periodo de
fixacdo, as pecas desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico,
diafanizadas pelo xilol e impregnadas pela parafina liquida em estufa regulada a
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temperatura de 56°C, segundo a metodologia preconizada por Michalany 2.
Seccdes histologicas de 5 um de espessura coradas utilizando a técnica de
tricomo de Masson para analises de morfologia geral, como dano tecidual e

guantificacdo glomerular.

A captura de imagens realizada com o auxilio de um sistema
computadorizado, constituido de um microscoépio de luz polarizada (Carl Zeiss)
adaptado a uma camera de alta resolucédo conectados a um computador. A area
e contagem glomerular determinados por morfometria computadorizada (Nikon,
NIS-Elements), com 20 campos sendo analisados em cada lamina (aumento de
20x). A porcentagem da area com alteracdes morfologicas no intersticio renal
sera estimada com auxilio do software de andalise de imagens ImageJ,
desenvolvido pelo National Institutes of Health — NIH ®3. Na analise morfoldgica
tubulo-intersticiais, os campos serdo divididos em trés faixas de alteracéo
morfoldgica: 0 — 25% (1), 26% - 50% (1) € 51 — 100% (111) do campo avaliado.

3.14 Analise estatistica

Os dados sédo apresentados como média + desvio padrdao. Os dados
foram testados quanto a distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Levene. Utilizado o teste de analise de variancia
(ANOVA), seguido do post hoc de Student-Newman-Keuls. O nivel de
significancia adotado de p<0,05. Nas avalia¢Ges histolégicas os resultados sao
apresentados como média + erro padrdo da média (2 animais por grupo: média
de 40 campos por animal), os dados foram testados quanto a esfericidade pelo
teste de Mauchly e comparados por ANOVA, seguido do post hoc de Student-

Newman-Keuls.
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4. RESULTADOS

4.1 Peso corporal e capacidade funcional

N&o houve diferenca de peso corporal entre os grupos estudados ao final

do protocolo (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal nos grupos estudados
oS OSH oT OTH
Peso corporal (g) 23816 23019 2337 22019

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -
Ooforectomizadas sedentérias tratadas com hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas treinadas;
OTH - Ooforectomizadas treinadas tratadas com hidroclorotiazida.

Ambos os grupos treinados (OT e OTH) apresentaram um aumento em
seus desempenhos no teste em esteira e em escada quando comparados com
0s grupos sedentarios ao final do protocolo. Além disso, o grupo OTH apresentou
um aumento adicional quando comparado com o grupo OT no final do protocolo

no teste de carga maxima (Tabela 2;Figura 2;Figura 3)

Tabela 2. Testes de esforgco maximo em esteira e teste de carga maxima em escada

nos grupos estudados

(0N OSH oT OTH
Tempo Maximo Teste (min) 23,2+1,3 21,7+25 26,9+3,7*# 29,5+1,6*#
Carga Maxima/peso corporal (g/g) 1,8+0,2 1,8+0,2 2,1+0,2*# 2,8+0,5*#+

Valores representam médiatdesvio padrdao. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -
Ooforectomizadas Sedentarias tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * P < 0,05 vs OS;
#p <0,05vs. OSH; + p <0,05 vs. OT.
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Figura 2. Tempo méaximo teste (min) nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas

Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH.
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Figura 3. Carga Maxima/peso corporal (g/g) nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas
Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH,;
+p < 0,05 vs. OT.
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4.2 Avaliac6es hemodinamicas e autonémicas

Com relagcéo aos parametros hemodinamicos, o grupo sedentario tratado
com hidroclorotiazida (OSH: 189,5+13,2 mmHg) e os grupos treinados (OT:
179,3+15,5e OTH: 174,115 mmHg) apresentaram menores valores de pressao
arterial sistélica quando comparados ao grupo de ooforectomizadas sedentarias
(OS: 207,615 mmHg) (Figura 4).
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Figura 4. Presséo Arterial Sistélica (PAS) nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas

Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.
Além disso, a associacao das terapias (grupo OTH) promoveu reducao da

variancia da PAS e da modulacdo simpética vasomotora em comparagdo aos
grupos OS e OSH (Tabela 3; Figura 5; Figura 6).

Tabela 3. Variabilidade da pressao arterial (VPA) nos grupos estudados

(ON) OSH oT OTH
Variancia PAS (mmHg?  60,1+13,1 51,0+11,5 33,5+13,2 30,3+10,5*#
BF PAS (mmHg?) 18,8+6,1 15,8+5,5 6,946,0 4,632 4%#

Valores representam médiatdesvio padrdao. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -
Ooforectomizadas Sedentérias tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS;
#p < 0,05 vs. OSH.
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Figura 5. Variancia PAS (mmHg?) nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas

Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH.
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Figura 6. Modulagéo simpatica vascular (BF PAS) nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas
Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH.
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4.3 Funcao renal

Nas avaliagdes de funcao renal, os grupos tratados com hidroclorotiazida
(OSH e OTH) apresentaram reducao da creatinina plasmatica e aumento no
clearence de creatinina quando comparados com o grupo OS (Figuras 7 e 8).
N&o houve diferenca na ureia plasmatica e na proteindria entre 0s grupos
estudados (Tabela 4; Figura 7; Figura 8).

Tabela 4. Funcéo renal nos grupos estudados

oS OSH oT OTH
Ureia plasmatica (mg/dL) 33,7945,87 35,68+4,77 32,34+10,19 30,80+5,14
Creatinina plasmatica (mg/dL) 0,49+0,06 0,35+0,08* 0,36+0,05 0,32+0,07*
Clearance de creatinina (ml/min/Kg)  6,0+1,2 10,2+3,4* 8,54+2,53 11,1+2,8*
Proteinaria (mg/24h) 22,9+4,3 19,146 18,0+3,3 20,1+3,6

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -
Ooforectomizadas Sedentarias tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.
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Figura 7. Creatinina plasmética (mg/dL) nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas

Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.
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Figura 8. Clearance de creatinina nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas
Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.

4.4 AvaliagcOes de morfologia e morfometria renal

4.4.1 AvaliacBes glomerulares

O grupo OS apresentou um aumento nas analises de quantificacédo

glomerular quando comparado com os demais grupos (Tabela 5, Figura 9).

Tabela 5. Quantificacdo de glomérulos nos grupos estudados

ON) OSH oT OTH

Glomérulo /
, 12,9+0,8 10,3+0,7* 9,8+0,9* 9,7+0,6*
mm

Valores representam médiaterro padrdo. OS - Ooforectomizadas Sedentérias; OSH -
Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS;
+p<0,05vs. OT.
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Figura 9. Quantificacdo de glomérulos (mm?)nos grupos estudados

Valores representam meédiaterro padrdo. OS - Ooforectomizadas Sedentarias;
OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com Hidroclorotiazida; OT -
Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com
Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; + p < 0,05 vs. OT.

4.4.2 Fibrose tubulo intersticial

Para andlise de fibrose tubulo intersticial os campos foram divididos em 3
faixas considerando a alteracdo morfolégica: 0 — 25%, 26 — 50% e 51 — 100%
(Figura 11).

Os resultados demostraram que o grupo OS apresentou reducdo nos
campos com area de fibrose tubulo intersticial de 0 - 25% e aumento de campos
de 51 — 100% quando comparado aos demais grupos estudados, além de
aumento na faixa de 26 — 50% em relacdo ao grupo OTH. N&o houve diferenca
entre os grupos OT e OSH nos campos analisados de 0 — 25% e 26 - 50% de
areas com fibrose tubulo intersticial. O grupo OTH apresentou aumento de
campos com alteragdes de 0 — 25% em relacdo aos demais grupos e reducéo
namero de campos nas faixas de 26 — 50% quando comparado a todos o0s
demais grupos estudados. Os grupos tratados apresentaram menor nimero de
campos com fibrose tubulo intersticial de 51-100% em relacdo ao grupo OS
(Figura 10).
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Figura 10. Fibrose tubulo intersticial nos grupos estudados

Valores representam médiaterro padrdo. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -
Ooforectomizadas Sedentéarias Tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p <
0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH; + p < 0,05 vs. OT. Para analise de fibrose tubulo
intersticial os campos foram divididos em 3 faixas considerando a alteracdo morfoldgica:
0 — 25%, 26 — 50% e 51 — 100%.

Figura 11. Cortes histoldgicos representativos de fibrose tabulo intersticial nos
grupos estudados corados com tricbmio de Masson com aumento de lente
objetiva de 20x. (a) fibrose tubulo intersticial 0 — 25%; (b) fibrose tubulo intersticial 26 —

50%; (c) fibrose tubulo intersticial 51 — 100 %. + fibrose tabulo intersticial.
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4.5 Mediadores inflamatérios em tecido renal

Com relacdo aos mediadores inflamatorios em tecido renal os grupos
treinados (OT e OTH) apresentaram valores reduzidos de TNF-a em relagéo aos
grupos sedentarios. Nao houve diferenca entre os grupos para IL-6. O grupo
treinado tratado com hidroclorotiazida (OTH) apresentou aumento de IL-10 e na
razdo IL10/TNF-alfa quando comparado com os outros grupos (Tabela 6; Figura
13; Figural4).

Tabela 6. Mediadores inflamatdrios em tecido renal nos grupos estudados

oS OSH oT OTH
TNF-o (pg/ml)  46,79+16,70  41,55+10,32 33,87+6,98*#  31,805,32*#
IL-6 (pg/ml) 83,87432,94  90,26+15,22 93,22+13,32  106,71+22,72
IL-10 (pg/ml) 52,80423,23  45,10+10,58 59,93+10,39  78,11%17,34*#+
IL10/TNF-alfa 1,18+0,11 1,1840,27  1,69:0,15 1,99+0,07*#+

Valores representam médiatdesvio padrdao. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -
Ooforectomizadas Sedentarias tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * P < 0,05 vs OS;
#p <0,05vs. OSH; + p <0.05 vs. OT.
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Figura 12.TNF-alfa em tecido renal nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas
Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH,;
+p<0.05vs. OT.
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Figura 13. IL10/TNF-alfa em tecido renal nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas
Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS; # p < 0,05 vs. OSH,;
+p<0.05vs. OT.

4.6 Estresse oxidativo renal

Nas andlises de estresse oxidativo renal ambos o0s grupos treinados
apresentaram reducdo de proteinas oxidadas (carbonilas) e apenas a
combinacgéao farmaco com TFC (OTH) promoveu um aumento da atividade da

catalase comparado com o grupo OS (Tabela 7; Figura 14; Figura 15).

Tabela 7. Estresse oxidativo em tecido renal nos grupos estudados

oS OSH oT OTH
Carbonilas 5,35+0,58 4,28+0,76  4,32+0,49* 4,48+0,42*
(nmol/mg proteina)
TBARS 1,87+0,63 1,14+0,33  1,15+0,30 1,43+0,36
(umol/mg proteina)
NADPH oxidase 0,18+0,03 0,16+0,04 0,18+0,04 0,18+0,02

(nmol/mg proteina)

Per6xido de hidrogénio 2,01+0,19 1,95+0,46  1,61+0,65 2,14+0,39
(UM/g tecido)

Catalase 2,16+0,30 3,50+0,81  3,71+0,49 3,87+0,69*
(nmol/mg proteina)

Superoxido dismutase 6,99+0,25 9,73+1,18  9,79+0,90 8,92+1,46
(USOD/mg proteina)

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas Sedentarias; OSH -

Ooforectomizadas Sedentarias tratadas com Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas
Treinadas; OTH - Ooforectomizadas Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.
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Figura 14. Proteinas oxidadas (Carbonilas) em tecido renal nos grupos estudados
Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas

Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.
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Figura 15. Atividade da enzima catalase em tecido renal nos grupos estudados

Valores representam médiatdesvio padrdo. OS - Ooforectomizadas
Sedentarias; OSH - Ooforectomizadas Sedentarias Tratadas com
Hidroclorotiazida; OT - Ooforectomizadas Treinadas; OTH - Ooforectomizadas

Treinadas tratadas com Hidroclorotiazida. * p < 0,05 vs. OS.
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5. DISCUSSAO

Apesar de haver muitos estudos clinicos e experimentais evidenciando os
beneficios do treinamento fisico aerobico (TFA) associado a terapias
medicamentosas, ainda ha davidas na literatura se a associacao dos efeitos dos
tratamentos farmacolégicos com o treinamento fisico combinado (TFC),
seguindo as recomendac0des de diferentes guidelines, resulta em beneficios para
a populacao hipertensa. Neste sentido, a presente pesquisa teve como objetivo
investigar os efeitos do TFC associado ao tratamento com hidroclorotiazida
sobre a VPA e em parametros morfofuncionais, inflamatérios e de estresse
oxidativo renais. Os principais resultados demostraram que na capacidade
funcional os grupos treinados (OT e OTH) apresentaram aumento em seu
desempenho quando comparados com o grupo de sedentéarias (OS) no teste em
esteira, e 0 grupo treinado + hidroclorotiazida (OTH) apresentou um aumento
adicional no teste de carga maxima em escada. Nos parametros
hemodinamicos, os grupos OSH, OT e OTH apresentaram menores valores de
PAS quando comparados com o grupo OS. Em adic&o, a partir da comparacao
dos grupos OS e OSH pode-se verificar que a associacdo das terapias (grupo
OTH) promoveu reducdo da variancia da PAS e da modulagdo simpética
vasomotora. Nas avaliacbes de funcdo renal, os grupos tratados com
hidroclorotiazida (OSH e OTH) apresentaram reducao da creatina plasmatica e
aumento no clerance de creatinina quando comparados com o grupo OS. Houve
reducdo dos campos com fibrose tubulo-intersticial grave (51-100%) nos grupos
tratados em relacéo ao grupo OS, assim como reducdo dos campos com fibrose
moderada (25-50%) somente no grupo associacado (OTH) quando comparado ao
grupo OS. Nos mediadores inflamatorios em tecido renal, os grupos treinados
apresentaram valores reduzidos de TNF-alfa e o grupo OTH apresentou
aumento na IL-10 e na razédo IL10/TNF-alfa quando comparados com 0s outros
grupos. J& em parametros de estresse oxidativo renal os grupos treinados
apresentaram reducdo de proteinas oxidadas (carbonilas) e a combinacéao do
treinamento fisico com hidroclorotiazida (grupo OTH) promoveu um aumento da

atividade da catalase quando comparados com o grupo OS.

Vale destacar que a combinacdo de tratamento farmacologico e

treinamento fisico foi explorada neste estudo, através de um modelo
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experimental de hipertensdo e privacdo hormonal ovariana, simulando a
condicdo de poés-menopausa no sexo feminino, populagcdo com maior
prevaléncia de HAS, com o intuito de investigar principalmente se o TFC poderia
modular mecanismos relacionados a fisiopatologia da HAS. Os principais
resultados demostraram que na capacidade funcional os grupos treinados (OT e
OTH) apresentaram aumento em seu desempenho quando comparados com o
grupo de sedentarias (OS) no teste em esteira, € 0 grupo treinado +
hidroclorotiazida (OTH) apresentou um aumento adicional no teste de carga

maxima em escada.

Segundo a recente diretriz para manejo de PA elevada em adultos ?7),
preconiza-se que o tratamento inicial anti-hipertensivo deva incluir um diurético
tiazidico (DT), um bloqueador dos canais de célcio (BCC), e um inibidor da
enzima conversora de angiotensina (iECA) ou bloqueador dos receptores da

angiotensina (BRA) 7,

Os principais medicamentos indicados para controle da PA, entre os quais
a hidroclorotiazida, tem demostrado capacidade de reduzir a PA, com grau de
recomendacdo | e niveis de evidéncias que comprovam a reducdo de
mortalidade. A hidroclorotiazida tem como mecanismo de acdo a inibicdo da
reabsorcao de cloreto de sodio (NaCl) no néfron renal, especificamente no tubulo
contorcido distal e age aumentando a reabsor¢éo de célcio resultando em uma
maior quantidade de ions Na* e Cl-excretados pelo rim (2829,

Levando em consideracdo os efeitos adversos da HAS nos rins, com
pouca aderéncia de tratamento e com alto indice na populacdo mundial, é de
extrema importancia compreender as adaptacées nas terapias recomendadas

pelas diretrizes nacionais e internacionais ().

Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa, cujo objetivo foi
investigar os efeitos do TFA ou do treinamento fisico resistido (TFR) no controle
autonémico e danos oxidativos renais, observou-se que ambos o0s tipos de
treinamento fisico demostraram ser eficazes na reducéo do estresse oxidativo
nos tecidos cardiaco e renal associado a melhora do controle autonémico da
circulagdo em ratas ooforectomizadas com sindrome metabdlica /7). Além disso,
Da Palma et al. (2016) demonstraram que ndo apenas o TFA de intensidade

moderada como também o TFR dindmico de intensidade moderada reduziu a
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PA em ratas hipertensas ooferectomizadas, além de induzirem atenuacédo nas
disfuncbes autondmicas associadas a melhora do perfil de estresse oxidativo
cardiaco ("®, Os resultados obtidos na presente pesquisa sugerem que a
associacao de TFC e tratamento farmacoldgico pode promover mais beneficios
cardiorrenais adicionais em ratas pos-menopausa do que as terapias isoladas,

sugerindo assim um importante papel da combinacéo dessas terapias.

Na literatura ndo h& davidas que os diuréticos tiazidicos tem um papel
importante no controle da PA e, consequentemente, na reducao da mortalidade.
Em pacientes tratados com hidroclorotiazida parece haver uma melhora em
relacdo a sensibilidade barorreflexa e diminuicdo da VPA, além disso essas
melhoras estdo relacionadas com reducéo da lesdo em 6rgdos alvos como o0s
rins. Assim, como era esperado, 0os animais tratados com hidroclorotiazida no
presente estudo apresentaram reducdo da PAS, melhora nos aspectos
morfofuncionais renais, como aumento da clearence de creatinina e menores
incidéncias de areas com fibrose tubulo intersticial, sendo essas alteracdes
acompanhadas também de menor variancia da PAS e da modulacao simpatica
vascular. Em adi¢cdo, o TFC associado a hidroclorotiazida promoveu melhor
controle de parametros autondmicos, importantes indicativos de melhora da VPA
no modelo experimental considerado, que associa hipertensdo e menopausa.
Vale ressaltar que a VPA € um indice diretamente relacionado ao risco de

mortalidade por doencas cardiovasculares e lesées de 6rgdos alvos como 0s rins
(63)

De acordo com Shecaira et al. (2022) a disfuncdo autondmica
cardiovascular, caracterizada por hiperatividade simpatica, traz prejuizo na
sensibilidade dos barorreceptores ou aumento da VPA, estando ou né&o
associada a elevacdao da PA, e desempenha importante papel no
desenvolvimento e progressao do dano renal. Além disso, evidéncias mais
recentes sugerem que a disfungcdo autonémica modula a inflamacdo e
consequentemente o estresse oxidativo em diferentes 6rgaos, incluindo os rins,

favorecendo lesGes nesse tecido e prejuizo em sua fungéo 3.

Diversos fatores fisiopatologicos, como a disfuncdo do SRAA, a
hiperatividade do sistema nervoso simpatico, a inflamacao, o estresse oxidativo

podem levar ao comprometimento, remodelamento e dano tecidual renal. Além
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disso, disfuncées nos mecanismos envolvidos na homeostase de soédio (Na*) e
consequentemente no controle volémico, bem como no SRAA, sofrem influéncia
de citocinas inflamatdrias e das EROs®"). Neste sentido, a ativacdo do SRAA,
por exemplo, promove um aumento sistémico de EROs via NADPH oxidase,
disfuncdo mitocondrial, reducdo de biodisponibilidade de NO e reducdo de

enzimas antioxidantes 8,

Adicionalmente, mecanismos autondbmicos, como a reducdo da
sensibilidade barorreflexa, o aumento da atividade nervosa simpatica e da
variabilidade da pressao arterial associados ao aumento de inflamagéo e de
estresse oxidativo podem levar a alteracées morfofuncionais renais e a doenca
renal crénica. Por outro lado, vale destacar que a ativacao da via anti-inflamatoria
colinérgica esté associada a aumento da atividade vagal e inibicdo da liberacéo

de citocinas proé-inflamatérias, podendo atenuar o dano renal 3,

O aumento do ténus simpatico é capaz de alterar a hemodinamica renal
levando a danos teciduais que como consequencia levam a infiltracao
inflamatoria, atraves das libera¢gdes de citocinas e de EROs, que contribui para
a manutencdo da HAS por aumentar a absorcéo renal de Na* e resisténcia
vascular renal, em adicdo evidéncias tém demostrado aumento de infiltracdo de
celulas mononucleares em diferentes compartimentos do tecido renal em

pacientes hipertensos e em diferentes modelos expeimentais de HAS®4),

No presente estudo, nos mediadores inflamatorios em tecido renal, os
grupos treinados apresentaram valores reduzidos de TNF-alfa e o grupo OTH
apresentou aumento na IL-10 e na razao IL10/TNF-alfa quando comparado com
0s outros grupos. Além disto, no que tange aos parametros de estresse oxidativo
renal, nossos resultados evidenciam que 0s grupos treinados apresentaram
reducdo de dano oxidativo renal em proteinas oxidadas (carbonilas). Além disso,
0 grupo de associacao de treinamento fisico combinado e hidroclorotiazida OTH
apresentou aumento da atividade da enzima antioxidante catalase em tecido

renal quando comparado com o grupo OS.

Sabe-se na HAS existe um aumento exacerbado da atividade simpatica
renal, alterando a reabsorcéo tubular de agua e sédio, o fluxo sanguineo renal e

a filtracado glomerular®,
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Neste sentido, a reducdo da atividade nervosa simpdatica renal pode
aumentar o ritmo de filtracdo glomerular e alterar a morfologia do rim, causando
um aumento do clearence de creatinina e como consequéncia uma reducéo da
creatinina plasmatica ®V. De fato, os grupos tratados com hidroclorotiazida
demonstraram uma reducao da modulacao simpatica vascular e uma diminuicéo
da creatinina plasmatica, que podem contribuir para a autorregulacéo do fluxo

sanguineo renal.

A fibrose tubulo intersticial esta associada a doencas renais, sendo
diretamente relacionada a processos inflamatdrios 9. Nossos resultados
demostraram que todos os tratamentos foram eficientes em reduzir as lesdes
graves (51-100%) em comparagcao ao grupo OS, e o grupo OTH apresentou
aumento de campos com alteracdes leves (de 0 — 25%) em relagdo aos demais
grupos e reducdo do numero de campos com alteracdo moderada (26 — 50%)
guando comparado a todos os demais grupos estudados, evidenciando que o
TFC trouxe beneficios. Ainda considerando os resultados obtidos, a melhora da
VPA observada no grupo OTH poderia estar associada a menor dano renal. De
fato, nossos resultados parecem evidenciar melhora da fung&o renal,
provavelmente associada a melhor perfil anti-inflamatério e redox no grupo

associacao (OTH).

Por fim, a partir dos nossos resultados € possivel hipotetizar uma relagéo
entre as alteracdes autondmicas, a reducdo da PAS e os beneficios renais.
Neste sentido, a melhora da VarPAS e a menor modulacao simpatica vascular
associada a reducao de inflamacao sugerem participacao do reflexo colinérgico
anti-inflamatorio ©3), impactando na reducéo de estresse oxidativo e dano renal
e como consequéncia melhora da fungéo renal no grupo de ratas hipertensas e

menopausadas submetidas ao tratamento com hidroclotiazida e exercicio fisico.

Em conjunto, os resultados desta dissertacao reforcam a importancia de
mulheres hipertensas na pés-menopausa adotarem um estilo de vida ativo
associado ao tratamento farmacoldgico, visando os beneficios cardiorrenais

dessa associagao e consequente melhora da qualidade de vida.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados demostraram que a combinacdo de
hidroclorotiazida e TFC € mais eficaz do que o farmaco isolado em promover
melhora da VPA, impactando em melhora em perfil inflamatério e redox em
tecido renal, promovendo beneficios morfofuncionais renais adicionais (aumento
do clearance de creatinina e reducédo da fibrose tubulo intersticial) em ratas

hipertensas ooforectomizadas.
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ANEXO 1 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

UNIFESP

. o5 Z
e Comissao de Etica no

—SemiEEe Uso de Animais

UNI AL DE SAO PAULO

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos do treinamento fisico combinado associado ao tratamento farmacoldgico nas
adaptagdes neuroimunes em modelo experimental de hipertensdo e menopausa: papel do barorreflexo", protocolada sob o CEUA
n? 7611290618, sob a responsabilidade de Maycon Junior Ferreira e equipe; Amanda Aparecida de Araujo; Danielle da Silva Dias
- que envolve a producao, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Paulo (CEUA/UNIFESP)
na reunido de 09/08/2018.

We certify that the proposal "Effects of combined exercise training associated with pharmacological treatment on neuroimmune
adaptations in an experimental model of hypertension and menopause: role of baroreflex", utilizing Isogenic rats, protocol number
CEUA 7611290618, under the responsibility of Maycon Junior Ferreira and team; Amanda Aparecida de Araujo; Danielle da Silva
Dias - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Paulo (CEUA/UNIFESP) in the meeting of
08/09/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 12/2022 Area: Medicina Translacional/medicina
Origem: Biotério da UNINOVE

Espécie: Ratos isogénicos sexo: Fémeas idade: 3 a4 meses N: -
Linhagem: SHR Peso: 100a200g

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratério de Fisiologia do Exercicio da UNIFESP.

Sao Paulo, 09 de agosto de 2018

’ W @Wm .

Profa. Dra. Monica Levy Andersen Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de S&o Paulo Universidade Federal de Sdo Paulo

Rua Botucatu, 740 19 andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sao Paulo/SP - tel: 55 (11) 5576-4848 VOIP 1239 / fax: -
Horério de atendimento: 22, 42 e 62 das 9h as 11h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUAN 7611290618
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UNIFESP _ 4 .
— Comissdo de Etica no
ILINWEEELL Uso de Animais

NIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULC

Sao Paulo, 06 de junho de 2019
CEUAN 7611290618

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Maycon Junior Ferreira
Area: Medicina Translacional/medicina

Titulo da proposta: "Efeitos do treinamento fisico combinado associado ao tratamento farmacolégico nas adaptagdes neuroimunes
em modelo experimental de hipertensdo e menopausa: papel do barorreflexo".

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais UNIFESP (i 004377)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo, no cumprimento das suas atribuicées, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 27/maio/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Sabe-se que a prevaléncia de hipertenséo arterial (HA) aumenta em mulheres apds a
menopausa comparado a fase de vida reprodutiva. Tem sido demonstrado uma intima relagdo entre HA e o desenvolvimento de
lesao em tecidos-alvos, incluindo renal. A hiperatividade simpatica, inflamagao e estresse oxidativo, condigdes observadas na
fisiopatologia da HA, favorecem o comprometimento tecidual renal, podendo, cronicamente, levar a um quadro de perda de fungdo.
Assim, o tratamento da HA é tido como fundamental para a redugao dos riscos associados a progressao da HA. Associada ao uso de
terapia farmacolégica, a pratica de exercicio fisico ¢ medida recomendada por diretrizes, haja vista os beneficios j& comprovados
sobre os fatores de risco associados a HA bem como sobre a reducédo da pressao arterial. No entanto, a combinagdo e eficacia de
ambas terapias anti-hipertensivas no manejo da HA e fatores de risco cardiovasculares em modelo experimental de menopausa
ainda sdo escassos, sobretudo considerando os possiveis efeitos dos tratamentos, isolados ou combinados, sobre o tecido renal.
Assim, solicitamos através desta emenda a inclusdo da avaliagdo da fungao renal dos animais neste protocolo. A fungao renal sera
avaliada por meio de gaiola metabdlica (GM). Os animais serdo colocados em GM e sera permitido o acesso livre a comida e dgua
durante a coleta. Serd mensurado o consumo de agua de 24 horas e volume urinario. A urina sera recolhida e centrifugada a 1000g
(10 minutos) para remover particulas e o sobrenadante sera guardado. Amostras de urina serao armazenadas (-20°C) para analise
bioquimica (Cobas Integra 700 Roche, Suiga) de creatinina, proteindria, uremia e osmolaridade. A urina de 24 horas seré recolhida
apds a 82 semana do protocolo. Amostras de plasma coletadas na eutandsia dos animais, j& autorizadas no presente protocolo,
serdo utilizadas para analise de creatina e ureia. O clearance renal serd calculado baseado na creatina urinéria e plasmatica e no
volume urinario.".

Comentario da CEUA: "EMENDA APROVADA Prezado Pesquisador, frente as justificativas enviadas a incluséo da avaliacao da fungao
renal dos animais foi aprovada.".

@WW% G iy

Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa Profa. Dra. Kétia De Angelis Lobo d'Avila
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de Sao Paulo Universidade Federal de S&o Paulo

Rua Botucatu, 740 - 22 andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sao Paulo/SP - tel: +55 (11) 5576-4848
Horério de atendimento: 22 a 62, das 9h as 12h e das 14h as 17h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUA N 7611290618

ANEXO 2 — Emenda 1 aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
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ANEXO 3 — Emenda 2 aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa

UNIFESP

TIITL O Comissdo de Etica no
T ENjjEeeT T

Uso de Animais

Séo Paulo, 16 de dezembro de 2021
CEUA N 7611290618

limo(a). Sr(a).
Responsavel: Maycon Junior Ferreira
Area: Medicina Translacional/medicina

Titulo da proposta: "Efeitos do treinamento fisico combinado associado ao tratamento farmacolégico nas adaptagdes neuroimunes
em modelo experimental de hipertensao e menopausa: papel do barorreflexo".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UNIFESP (0 009175)
A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Paulo, no cumprimento das suas atribuicoes, analisou e
APROVOU a Emenda (versao de 15/dezembro/2021) da proposta acima referenciada.
Resumo apresentado pelo pesquisador: "Solicitamos, gentilmente, a inclusao da aluna Pietra Petrica Neves na proposta de pesquisa
que realizara analises em tecido renal, conforme emenda 01 previamente enviada e aprovada por esta comissdo. Declaramos

ainda ndo haver alteragdes na metodologia experimental para atendimento dessa inclusdo.".

Comentério da CEUA: "APROVADO Emenda aprovada Pesquisador adicionado: Nome: Pietra Petrica Neves Vinculo: Aluno de pds-
graduacao Fungao: Colaborador".

@MW ' 45 /{ G ooy

Profa. Dra. Daniela Santoro Rosa Profa. Dra. Kétia De Angelis Lobo d'Avila
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Paulo Universidade Federal de Sao Paulo

Rua Botucatu, 740 - 22 andar - Vila Clementino - CEP 04023-061 - Sao Paulo/SP - tel: +55 (11) 5576-4848
Horério de atendimento: 22 a 69, das 9h as 12h e das 14h as 17h : e-mail: ceuasecretaria@gmail.com
CEUA N 7611290618
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