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RESUMO

Antecedentes e método: A hipertensdo arterial sistémica desencadeia um processo
inflamatorio crénico no organismo e o sistema purinérgico apresenta papel importante na
ativacdo das fungdes imunolégicas nessa doenca, podendo modular a inflamacgéo. O exercicio
fisico contribui para a melhora da saide cardiovascular, além de ter um papel importante na
regulacdo do sistema purinérgico. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do treinamento
de forca na atividade das ectonucleotidases em linfdcitos de pacientes hipertensas, no perfil
lipidico, varidveis antropométricas e marcadores inflamatorios (PCR, IL-6 e IL 10). Fizeram
parte deste estudo 77 mulheres de meia idade divididas em dois grupos; grupo hipertenso
(n=41) composto por mulheres hipertensas sedentérias que fazem uso de medicamento anti-
hipertensivo, e grupo controle (n=36) composto por sedentarias e normotensas, submetidas
ao protocolo de 6 meses de treinamento de forga. Os linfocitos e o soro foram separados para

anélise.

Resultados: Apds o protocolo de 6 meses de exercicio o grupo hipertenso exibiu uma
diminuicéo dos niveis pressoricos sistolicos, dos niveis de PCR e ATP, da atividade das ecto-
NTPDases e da ADA e um aumento nos niveis de IL-10. Estes achados corroboram para a
prevencao das alteracBes enzimaticas provocadas pela hipertensdo, induzindo um ambiente

anti-inflamatorio, além da manutengdo da pressao arterial.

Concluséo: Esses achados destacam a importante relacdo entre a sinalizacdo purinérgica e o
processo inflamatorio, além de sugerirem que o treinamento de forca é uma importante
ferramenta terapéutica a ser explorada para o manejo hipertensao e para outras doencas que

causam inflamagé&o crénica no organismo.



RESUMO CONDENSADO: A hipertensdo esta associada a um processo inflamatdrio
crénico e o sistema purinérgico pode modular a inflamacéo. Destaca-se que o exercicio fisico
possui um papel importante na modulacdo do sistema purinérgico. Apds seis meses do
protocolo de treinamento de forca, o exercicio promoveu a reducdo dos niveis pressoricos,
além de atenuar o perfil inflamatorio e modular a atividade das ectonucleotidases,
promovendo um ambiente anti-inflamatdrio. Esses achados destacam a relacéo entre sistema
purinérgico e inflamacao, sugerindo que o treinamento de forca € uma importante ferramenta
terapéutica a ser explorada para 0 manejo da hipertensdo e outras doencas que causam

inflamacdo cronica.

PALAVRAS-CHAVE: Hipertensdo; Sistema Purinérgico; Ecto-NTPDases; Inflamacao;

Treinamento de forga;

LISTA DE ABREVIACOES: ADA, adenosina deaminase; ADP, difosfato de adenosina;
AMP, monofosfato de adenosina; ATP, trifosfato de adenosina; FC, frequéncia cardiaca;
HAS, hipertensdo arterial sistémica; IL-6, interleucina-6; IL-10, interleucina-10; IMC,
indice de massa corpdrea; PAS, pressdo arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastolica;
PCR, proteina C reativa; TF, treinamento de forca; UFFS, Universidade Federal da Fronteira

Sul.



INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial [1]. Segundo a
Organizacdo Mundial da Satde, um em cada quatro homens e uma em cada cinco mulheres,
ou seja, 22% da populagdo mundial com mais de 18 anos, é acometida por essa doenca, que
representa um importante fator de risco para outras comorbidades cardiovasculares como
acidente vascular encefalico, infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, aneurismas
e doenca renal cronica [1,2]. Além disso, as doencas associadas a hipertensao apresentam
altos custos sociais e sanitarios e estdo associadas a uma diminuicdo da expectativa de vida,
tornando sua prevencao essencial [1,3].

Estudos recentes apontam para uma estreita relacdo entre a HAS e inflamacao
[4,5,6,7]. Os altos niveis pressoricos, provocam lesdo tecidual e, por consequéncia, um
quadro inflamatorio crénico no organismo, desencadeado pelo aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatdrias e pelo aumento do recrutamento e ativacdo dos linfocitos através
do remodelamento vascular. Essas alteracdes provocadas pelo processo inflamatorio
implicam diretamente na elevacdo dos niveis pressoricos e na manutencdo da HAS [8,9].
Além disso, esse processo inflamatdrio pode ser agravado na presenca de excesso de gordura
corporal e um estilo de vida sedentario [10].

Neste contexto, sistema purinérgico, que € um sistema de sinalizacéo celular, possui
um importante papel na regulacdo da inflamacdo. Esse sistema é composto principalmente
por nucleotideos de adenina: trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP),
monofosfato de adenosina (AMP), adenosina e inosina, os receptores (P1 e P2), e as enzimas
denominadas ectonucleotidases (ecto-NTPDase, ecto-5’nucleotidase e adenosina deaminase

(ADA)) [4, 11].
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Ja se sabe que o ATP liberado pela degradacdo das células do organismo é
reconhecido por receptores purinérgicos especificos como um sinal de perigo, provocando,
assim, uma variedade de respostas inflamatorias [11]. Apos ser liberado no meio extracelular,
0 ATP pode ser rapidamente hidrolisado em ADP e AMP pela ecto-NTPDase, também
conhecida como CD39. O AMP formado pode ser convertido em adenosina pela acdo da
ecto-5'nucleotidase (CD73) e a adenosina é hidrolisada em inosina pela ADA [12]. Estas
enzimas sdo encontradas na membrana celular de células do sistema imunolégico,
especialmente em linfdcitos [11,12].

A acdo promovida pelo sistema purinérgico ocorre através da concentracdo e
interacdo dos nucleotideos de adenina e seu nucleotideo correspondente adenosina com 0s
seus receptores [13]. Estes receptores sdo expressos nas células inflamatorias como
neutrofilos, mondcitos e macréfagos, células dendriticas e também em linfocitos, células
protagonistas da resposta inflamatdria [14,15]. O ATP ligado a seus receptores purinérgicos
em linfocitos desencadeia respostas pro-inflamatorias, como liberacao de interleucina 6 (IL-
6), além de ativar e recrutar os linfocitos para a area de interesse, enquanto que a adenosina
desencadeia respostas supressoras a essa inflamacgéo, como, por exemplo, estimular liberacdo
de interleucina 10 (IL-10) pelos linfocitos [8,13]. Esses fatores podem estar intimamente
relacionados ao quadro hipertensivo, pois observa-se que pacientes hipertensos apresentam
niveis elevados de marcadores inflamatorios, como a proteina C reativa (PCR) e citocinas
pré-inflamatorias, como a IL-6, quando comparado com niveis de citocinas anti-
inflamatdrias, como a IL-10 [4,16].

Com relacédo a concentracdo dos nucleotideos, em um meio onde a concentracdo de
ATP é maior, haverd maior interagdo ligante-receptor, promovendo, assim, uma resposta pro-
inflamatoria; em contrapartida a adenosina em maiores concentragdes suprime essa resposta

favorecendo uma resposta anti-inflamatoria [8,13]. Entdo, a complexa rede de enzimas que
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regula e concentracdo dos nucleotideos e sua interacdo com os receptores P1 e P2 tem um
papel central na defini¢do das respostas imunes em diferentes tecidos [8,11,17] e a atividade
da ecto-NTPDases e ADA sdo particularmente importantes para o equilibrio entre os efeitos
pré e anti-inflamatorios do ATP extracelular liberado [13]. As purinas estdo emergindo como
moléculas de sinalizacao extracelular poderosas, que podem restringir o inicio, a duracéo da
magnitude e a resolucdo da resposta inflamatdria. Alteracbes na maquinaria purinérgica sao
um fator contribuinte para os processos fisiopatoldgicos subjacente ao inicio e
desenvolvimento de doencas que envolvam inflamacéo [8].

A eficacia da terapia anti-hipertensiva é relatada abaixo de 55%, mesmo em paises
desenvolvidos, chegando a 15% em paises menos desenvolvidos [18]. Uma das razdes a
baixa eficacia das terapias anti-hipertensivas é especulada devido a uma prescricdo
inadequada de medicamentos [19]. O exercicio fisico ja é bem descrito como primeira e
principal linha de tratamento para muitas doencas, inclusive a HAS, pois esta associado a
melhora da salde cardiovascular [17]. A principal alteracdo da préatica continua do exercicio
fisico esta relacionada a sua acdo anti-inflamatéria [17,20].

Outros estudos ja demonstraram a eficacia do exercicio fisico sobre o sistema
purinérgico em linfocitos de modelos animais hipertensos, na indugdo de um ambiente anti-
inflamatdrio [4]. No entanto, pouco se sabe ainda sobre esse mecanismo associado a HAS,
principalmente em humanos. Neste contexto, a novidade deste estudo é a proposta de
investigar a relacdo entre HAS e SP em linfocitos de pacientes hipertensas, bem como a
contribuicdo do treinamento de forca (TF).

Considerando a importancia do sistema purinérgico modulando funcbes
imunoldgicas e que o exercicio estd sendo considerado uma das principais mudancgas no estilo
de vida que contribui para a melhora da saude cardiovascular, e que as medicacfes para essa

doenca ndo estdo sendo bem utilizadas, este estudo € pioneiro na investigacdo do efeito
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croénico do TF na atividade e na expressao das ectonucleotidases em linfocitos, nos niveis de

ATP e sua associacdo com marcadores inflamatorios classicos.
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MATERIAL E METODOS

Sujeitos da Pesquisa:

Fizeram parte deste estudo 77 mulheres de meia idade (faixa etaria entre 45 e 59 anos
de idade) de etnias variadas, sendo a caucasiana predominante, oriundas de diferentes bairros
do municipio de Chapecd/SC. Os individuos foram divididos em dois grupos: grupo
hipertenso (n=41) composto por mulheres hipertensas, sedentarias e que fazem uso de
medicamento anti-hipertensivo, submetidas ao treinamento de forca; e grupo normotenso
(n=36) composto por mulheres sedentérias e normotensas. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), protocolo 1.916.904.

No grupo de hipertensas foram incluidas mulheres com diagndstico de HAS e em
tratamento clinico, com niveis de pressdo arterial inferiores aos niveis considerados graves
para essa doenca, sendo a pressao arterial sistolica (PAS) menor que 160 mmHg e a pressao
arterial diastolica (PAD) inferior a 120 mmHg [3]. No grupo normotenso foram incluidas
mulheres sem diagnostico de HAS, cujos valores de PAS e PAD, medidos em dois dias ndo
consecutivos e em horéarios diferentes, eram iguais ou inferiores a 120 e 80 mmHg,
respectivamente [3].

Foram excluidas do estudo as mulheres que apresentaram comorbidades que
representavam contraindicacdo clinica para participarem da pesquisa, que fizeram uso de
qualquer medicamento que possa ter influenciado nos resultados do estudo e mulheres
fumantes. Também foram excluidos da analise os dados das mulheres que faltaram em trés
sessOes consecutivas ou a mais de cinco sessdes ao longo dos seis meses de duracdo do
protocolo de intervencao.

Além disso, foram realizadas coletas de sangue para analises em 3 momentos
diferentes: antes do inicio do protocolo de TF, apds 3 meses, e apos 6 meses de realizacdo do

TF. Os linfocitos e o soro foram separados e analisados.
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Protocolo experimental:

Tanto o grupo normotenso quanto o grupo hipertenso foram submetidos a intervencao

do seguinte protocolo, dividido em trés fases:

a) Fase de adaptacdo: foram 3 semanas antes do inicio do protocolo de 6 meses de
treinamento de forca, envolvendo 6 sessdes nas quais foi dada énfase no aprendizado da
técnica, autoconsciéncia de intensidade de forca corporal de cada uma das participantes e na
coordenacao de movimento;

b) Fase bésica: fase inicial do protocolo de 6 meses de treinamento de forca, foram 17
semanas envolvendo 34 sessdes, cujo objetivo foi 0 aumento da forca muscular. Essa fase
caracterizou-se pela manutencdo do volume de treinamento e aumento da intensidade ao
longo da fase;

c) Fase especifica: fase final do protocolo de treinamento de forca, foram 10 semanas com
20 sessbes, com 0 objetivo de intensificar o processo de ganho de forca e hipertrofia
muscular. As sessdes de treinamento, nessa fase foram caracterizadas por reduces no
volume e aumentos na intensidade do treinamento, com a inclusdo do método de cargas
progressivas nas sessoes.

Durante o protocolo de intervencdo foram utilizados os seguintes exercicios: peitoral
voador, adutor, puxada alta, abdutor, rosca alternada, leg press 45, triceps polia, elevacao
lateral, extensdo de joelho, flexdo de joelho e abdominal. Quando necessario, foram
realizadas adaptacdes no decorrer dos meses de intervencédo. Se o sujeito apresentava alguma
restricdo ou dificuldade em realizar o exercicio proposto, era realizada uma adaptagdo ao

movimento, procurando sempre manter 0 mesmo grupo muscular, assim evitando sair do
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protocolo proposto. Exemplo de substituicdo: exercicio na puxada alta, substituido pela

remada baixa, ambos exercicios para 0 musculo dorsal

Avaliacdo antropométrica
Todos os parametros antropométricos foram avaliados de acordo com as
recomendac0es da International Society for the Advancement of Kinanthropometry (ISAK)

[21].

a) Estatura: a altura total dos sujeitos foi determinada por meio da distancia entre a
planta dos pés e o vértex da cabeca utilizando estadidmetro portatil (Gofeka®,

Criciima-SC, Brasil) com precisao de 0,1 cm.

b) Massa corporal: o peso corporal foi determinado pela massa corporal total do
individuo utilizando uma balanca digital (Urbano® OS-100, Canoas-RS, Brasil) com

precisao de 50 g.

¢) Avaliacdo do indice de Massa Corporal (IMC): o IMC foi calculado dividindo-se
a massa corporal de cada participante pelo quadrado da sua estatura expressa em
metros, conforme recomendacdes da Associacdo Brasileira para Estudo da Obesidade

e Sindrome Metabdlica (2010) [22].

Percentual de gordura corporal:
Para avaliar o percentual de gordura foi utilizado o bioimpedancidémetro (modelo de

composic¢do corporal Tanita® BC-601). As pacientes permaneceram em repouso por 10
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minutos e, entdo, foram acoplados eletrodos nos pés e nas maos, dos quais foram disparados

uma corrente elétrica de baixa frequéncia para obtencéo dos resultados.

Avaliacao da pressao arterial:

Para as medidas da pressao arterial foi utilizado um esfigmomandmetro de coluna de
mercurio (Erkamater® -E300, Alemanha). Os procedimentos foram realizados de acordo
com o preconizado na “7* Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial” [3], sendo realizadas
medidas em repouso. Como rotina de monitoramento, realizou-se uma medida de pressédo
arterial antes de uma sessdo de treinamento, pelo menos uma vez por semana, para todos 0s
sujeitos da pesquisa, com monitor de pressao arterial automatico (Omron® HEM-742INT,

China).

Avaliacdo da frequéncia cardiaca:

Cada sujeito permaneceu em repouso antes de iniciar o protocolo de exercicios,
sentado por um periodo de cinco minutos e, apos esse tempo, sua frequéncia cardiaca (FC)
foi verificada utilizando-se 0 mesmo monitor de pressao arterial automéatico (Omron® HEM-

742INT, China).

Coletas sanguineas:

Foram coletados trés tubos de 4 ml de sangue, sendo dois tubos com EDTA como
anticoagulante e um sem anticoagulante, por punc¢édo venosa da veia antecubital utilizando-
se 0 sistema a vacuo. Todo o procedimento de coleta sanguinea foi realizado por profissionais
treinados e habilitados e respeitando todos os procedimentos de biosseguranca recomendados

para essa finalidade. Apds as coletas, todas as amostras foram preparadas, armazenadas
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adequadamente e encaminhadas para o laboratério de Bioquimica, Microbiologia e

Imunologia da UFFS, campus de Chapeco, para as analises.

Isolamento de células mononucleares:
Os leucdcitos mononucleares foram isolados do sangue coletado com EDTA e

separados em Ficoll-Histopaque, gradientes de densidade como descrito por Boyum [23].

Determinacéo dos niveis de marcadores inflamatorios:

A PCR foi avaliada pelo método de imunoturbidimetria, a partir do soro das pacientes
do grupo hipertenso e do grupo controle. A analise da IL-6 e da IL-10 foi realizada através
do método de eletroquimioluminescéncia a partir do soro congelado das pacientes de ambos
os grupos. Essas dosagens foram realizadas pelo laboratorio “Diagndsticos do Brasil” na

cidade de Chapecd/SC.

Determinacéo de proteinas:
A proteina foi determinada pelo método do azul de Coomassie de acordo com

Bradford (1976), utilizando albumina sérica como padréo [24].

Determinacao dos niveis de ATP:

A determinacdo quantitativa do ATP em soro foi desenvolvida utilizando o kit
comercial de ensaio de bioluminescéncia com luciferase de pirilampo recombinante e seu
substrato D-luciferin no soro do grupo hipertenso e no grupo controle. O ensaio baseia-se na
luciferase do ATP, com emissdo maxima ~ 560 nm em pH 7,8 [25]. Foram combinados 0s
componentes da reagdo, como segue abaixo, para fazer um padréo de solugéo de reagéo e

ajustar os volumes de acordo com cada requisitos. Cada reagcdo continha 1,25 pg/mL de
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luciferase de pirilampo, 50 uM de D-luciferina e ImM DTT em tampé&o de reacdo 1X. Apos

15 minutos de incubacéo a luminescéncia foi medida.

Determinacéo da atividade da adenosina deaminase:

A atividade da ADA dos linfécitos foi determinada de acordo com o protocolo ja
descrito por Guisti e Galanti [26]. Simplificadamente, 50 pL de amostra sera incubado com
adenosina 21 mM (pH 6.5) a 37°C por 60 minutos. Este método é baseado na liberacdo direta
de amonia pela ADA em excesso de substrato. Os resultados serdo expressos em unidades
por miligrama de proteina (U/ mg de proteina). Uma unidade (1 U) de ADA é definido como
a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 mM de amonia por minuto a partir da

adenosina nestas condic@es de reacéo.

Determinacéo da atividade ecto-NTPDase:

Apds o isolamento dos linfécitos, a atividade da ecto-NTPDase foi determinada como
descrito por Leal et al. [27] onde a atividade da enzima é medida pelo contetido dé fosfato
inorganico (Pi) liberado, usando-se um ensaio colorimétrico. Simplificadamente, 20 uL de
amostra serdo adicionadas ao meio de reacdo e pré-incubadas por 10 minutos a 37°C. A
reacao serd iniciada pela adicdo de substrato (ATP ou ADP) a uma concentracdo final de 2
mM e parada com acido tricloroacético (TCA) 10%. A reacéo seréa resfriada em gelo por 10
minutos para posterior quantificacdo do contetdo de Pi liberado Chan et al. [28], utilizando
o verde de malaquita como reagente colorimétrico e 0 KH 2 PO 4 como padréo. A atividade
enzimatica especifica sera expressa em nanomol de Pi liberado por minuto por miligrama de

proteina (hnmol de Pi/min/ mg de proteina).

Western blot da proteina ecto-NTPDasel e ecto-NTPDase2:
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A eletroforese foi realizada com poliacrilamida a 12% num aparelho “Bio-Rad Mini-
Protean III”. Os linfocitos do sangue periférico foram lisados em microtubos internos
contendo um buffer de extracao (50 mmol/L de Tris HCI, 1 mmol/L de EDTA, 1 mmol/L de
PMSF, pH 7,5), com pérolas de vidro e em um vortex por um minuto, duas vezes, no gelo.
As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 20 minutos a 4°C. As proteinas presentes no
sobrenadante, determinadas por ensaio colorimétrico [24], foram diluidas (1:1, v:v) no
tampdo de amostra Bio-Rad Laemmli (62,5 mmol/L Tris HCI, pH 6,8; Glicerol a 25%, SDS
a 2%, azul de bromofenol a 0,01%) e depois carregadas (10 mg) e separadas por tamanho em
15% SDS-PAGE (100 V). O tampdo de corrida utilizado continha 25 mmol/L de Tris, 192
mmol/L de glicina e 0,5% de SDS. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
PVDF por 1 h (Bio-Rad) em tampéo contendo 25 mmol/L de Tris, 192 mmol/L de glicina e
20% de metanol. Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo policlonal antirat
ecto-NTPDasel e antirat ecto-NTPDase2 (anticorpos primarios utilizados a uma dilui¢éo de
1:400) a temperatura ambiente durante a noite. A quantidade de proteina foi corrigida para
carregar uma concentracdo fixa de proteina (1 mg) em SDSPAGE a 12%, e foi determinada
com base em experimentos usando diferentes concentraces de proteinas. As membranas
foram desenvolvidas utilizando o substrato de fosfatase, nitro azul tetrazolio/5-bromo-4-

cloro-3- fosfato de indolilo [29].

Anélise estatistica:

Primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar
sua normalidade. Como os dados seguem uma distribuicdo normal, a diferenca entre as
médias foi analisada estatisticamente pela analise de variancia bidirecional (ANOVA) de

duas vias usando o programa estatistico Graph Pad Prism versdo 8.0. As diferencas foram
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consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. As variaveis séo

apresentadas como média e desvio padrao.
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RESULTADOS

A média de idade das participantes do grupo normotenso foi de 54,6+3,6 anos,
enquanto a média da altura foi de 1,65+0,08m. Ja no grupo hipertenso, a média de idade das
participantes foi de 55.17+4.3 anos e a média da altura de 1,64+0,08m. Apds 0s seis meses
de TF, observou-se a mudanga do IMC do grupo normotenso da faixa de sobrepeso para a
faixa de peso normal (25,2+4,5 vs. 24,5+4,4). O exercicio também foi capaz de promover
uma reducdo significativa nos niveis da PAS no grupo das pacientes hipertensas (124,1+0,7
mmHg no pré-teste vs. 121,1+0,7 mmHg apds 6 meses, p<0,05) (Tabela 1). Ndo foram
observadas alteracdes significativas na massa corporal, no percentual de gordura corporal, na
FC e na PAD de ambos 0s grupos, bem como na PAS do grupo normotenso e no IMC do
grupo hipertenso, que se encontra na faixa do sobrepeso (Tabela 1).

Na analise do perfil inflamatério (Figura 1), pode-se observar que 0S niveis
plasmaticos de IL-6 (Figura 1A) apresentavam-se significativamente elevados no grupo
hipertenso quando comparado ao grupo normotenso no pré-teste (6,5+0.7 pg/mL vs 4,3+£0.3
pg/mL, p<0,05), os quais permaneceram elevados no grupo hipertenso, porém apresentaram
uma tendéncia a reducdo apds os seis meses de TF (6,5+0.7 pg/mL vs 5,5+0,5 pg/mL). Ja os
niveis plasmaticos de IL-10 (Figura 1B) apresentaram um aumento significativo apds os seis
meses de TF no grupo normotenso quando comparado ao pré-teste (7,3+0,4 pg/mL vs 6,1+0,3
pg/mL, p<0,05) e no grupo hipertenso quando comparado ao pré-teste (7,1+0.3 pg/mL vs
5,5+0.4 pg/mL, p<0,05), no mesmo periodo. Referente a analise da PCR (Figura 1C), pode-
se observar que as pacientes hipertensas apresentavam niveis séricos elevados de PCR em
compara¢do com 0 grupo normotenso no pré-teste (1,22+0,1 mg/L vs 0,63+0,2 mg/L,
p<0,05). Apos a realizacdo do TF, pode-se observar no grupo hipertenso uma reducéo dos
niveis de PCR quando comparado ao periodo do pré-teste (0,95+0.1 mg/L vs 1,22+0.1 mg/L,

p<0,05). No grupo normotenso ndo foram observadas outras alteragdes.
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Com a analise dos niveis séricos de ATP (Figura 1D), pode-se observar que no pré-
teste 0 grupo hipertenso apresenta niveis elevados de ATP em compara¢do com 0 grupo
normotenso (0,34+ 0.0 umol/ATP vs. 0,3£0.0 umol/ATP, p< 0,05). No grupo hipertenso,
apos os seis meses de TF pode-se observar a reducdo dos niveis séricos do ATP quando
comparado ao pré-teste (0,29+0.0 umol/ATP vs 0,34+0.0 umol/ATP, p<0,05). Ndo foram
observadas alteragdes no grupo normotenso.

Quanto a hidrolise do ATP (Figura 2A), percebe-se que no pré-teste o grupo
hipertenso apresenta um aumento da hidrolise quando comparado ao grupo normotenso
(8,48%0.7 nmol Pi/min/mg ptn vs. 6,28+0.3 nmol Pi/min/mg ptn, p<0,05). Apds 0s seis meses
de TF pode-se observar no grupo hipertenso a reducdo da hidrolise do ATP quando
comparada ao pré-teste (6,76+0.5 nmol Pi/min/mg ptn vs 8,48+0.7 nmol Pi/min/mg ptn,
p<0,05). Ndo foram observadas alteracdes significativas no grupo normotenso.

Conforme a hidrolise do ADP (Figura 2B), pode-se observar que o grupo hipertenso
apresenta no pré-teste aumento dos niveis de hidrélise do ADP em comparacdo ao grupo
normotenso no mesmo periodo (4,35+0.3 nmol Pi/min/mg ptn vs. 3,24+0.4 nmol Pi/min/mg
ptn, p<0,05). No entanto, no grupo hipertenso, apos seis meses de TF observou-se a redu¢édo
da hidrolise do ADP quando comparado ao pré-teste (3,26£0.3 nmol Pi/min/mg ptn vs.
4,35+0.3 nmol Pi/min/mg ptn, p<0,05). Nao foram observadas alteracdes significativas no
grupo normotenso.

Referente a atividade da ADA (Figura 2C), observa-se que o grupo hipertenso
apresenta atividade aumentada da enzima em relacdo ao grupo normotenso no pré-teste
(4,69+0.3 U/L vs 2,68+0.3 U/L, p<0,05). No entanto, apds seis meses de TF observou-se no
grupo hipertenso a reducdo da atividade da ADA quando comparado ao pré-teste (4,69+0.3

U/L vs 3,65+£0.3 U/L, p<0,05). A expressdo das enzimas NTPDasel (Figura 3A) e NTPDase2
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(Figura 3B) analisadas por meio de Western blot ndo apresentou alteragdes significativas no

periodo estudado.
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DISCUSSAO

A HAS ¢é uma doenca cronica acompanhada de um quadro inflamatério, com
infiltracdo vascular de células imunes. Este cenario provoca alteragGes vasculares, que
participam ativamente dos mecanismos de elevacao da presséo arterial [7]. Em contrapartida,
a atividade fisica apresenta resultados positivos tanto no controle dos niveis pressoricos,
quanto na reducdo do risco cardiovascular, devido, principalmente, ao seu efeito anti-
inflamatério [4, 7].

Muitos estudos ja analisaram os efeitos da atividade fisica aerdbica sobre o SP e a
HAS em modelos animais [4,30,31,32,33]. Este estudo, entretanto, € o primeiro realizado em
humanos a estudar a relacdo do TF sobre a sinalizacdo purinérgica e parametros inflamatério
em mulheres hipertensas.

Ja é bem estabelecido que o exercicio fisico atua como coadjuvante no tratamento da
HAS [4] e nossos resultados demonstraram uma reducdo nos niveis pressoricos sistélicos
apos 6 meses de TF, corroborando com a literatura atual sobre o efeito hipotensor do
exercicio de forca [4,30]. Observou-se, também, uma tendéncia a reducdo no percentual de
gordura, na massa corporal e no IMC das pacientes hipertensas apds o TF, fato importante,
pois a adiposidade é um grande fator de risco para o desenvolvimento de complicacdes
relacionadas a HAS [10, 34].

Quanto aos parametros inflamatorios, antes do TF, observou-se que o0 grupo de
hipertensas apresentou niveis aumentados de IL-6, PCR e ATP extracelular. Essas alteracdes
sdo bastante caracteristicas do quadro pro-inflamatério observado na HAS e essas variaveis
estdo interrelacionadas, pois respondendo a liberacdo de IL-6, o figado inicia a producéo da
PCR [10]. Nos vasos sanguineos, a PCR promove ativacdo de células imunologicas, além de
promover a expressdo de moléculas de adeséo e liberar sinais para a reducdo da produgéo de

vasodilatadores, sendo pecga importante no processo de remodelamento vascular [35,36].
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Além disso, o0 aumento da IL-6 pode ter ocorrido em consequéncia dos niveis aumentados de
ATP extracelular, pois o ATP, ao se ligar em receptores purinérgicos nos linfécitos
desencadeia sinalizacéo para maior producéo de citocinas pro-inflamatdrias [4, 8].

Corroborando com o processo inflamatorio verificado nas hipertensas, nosso estudo
demonstrou niveis reduzidos de IL-10 no pré-teste. Um estudo de Mattson (2019) em
modelos animais hipertensos, publicado na Revista Nature, demonstrou a reducdo de
linfécitos T reguladores, responsaveis por modular a resposta inflamatéria, no grupo,
diminuindo a producéo de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10, fato também observado
em nosso estudo. Esse desequilibrio estabelece um feedback inflamatorio que estimula um
ciclo de inflamacéo crénica e agravamento da doenca [10,37].

Além das diferencas nos parametros inflamatorios, nosso estudo também evidenciou
alteracdes na atividade das ecto-NTPDases. No pré-teste do grupo hipertenso, a atividade das
ecto-NTPDases hidrolisando ATP a ADP estava elevada assim como a atividade da ADA,
resultando em pouca adenosina disponivel no meio. Este fato explica os niveis baixos de IL-
10, pois a adenosina estimula a liberacdo de 1L-10 pelos linfocitos T, atuando como uma
molécula anti-inflamatéria [8,12].

Apbs a realizacao do protocolo de TF, foram observadas alteracdes significativas no
perfil inflamatério e no comportamento das ecto-NTPDases. O grupo hipertenso apresentou
aumento da concentracdo plasmatica de IL-10, além de uma tendéncia a diminuicdo dos
niveis de IL-6 e a reducdo nas concentracdes plasmaticas da PCR e do ATP. Com essas
alteracdes, o exercicio foi capaz de reduzir a inflamacédo observada na HAS. A reducdo dos
estimulos inflamatorios da IL-6, contribui para a diminuicdo da producdo hepatica da PCR
[10] e com a reducdo da liberagdo do ATP para o meio extracelular pelas células endoteliais,
reduz-se a ativagcdo dos receptores purinérgicos ativados pelo ATP e suas respostas

inflamatdrias durante a HAS [10,30].



26

As ecto-NTPDases também responderam ao TF. Respondendo a diminuigcdo dos
niveis séricos de ATP, houve a reducédo da atividade da ecto-NTPDasel e da ADA, no grupo
hipertenso ap6s o TF. Como consequéncia, observa-se a reducdo da hidrélise do ATP, do
ADP e da adenosina [4,38], atenuando as respostas mediadas pelo receptor P2 e amplificando
as respostas anti-inflamatérias mediadas por adenosina nos receptores P1 [38,39]. A
adenosina liga-se a receptores presentes na membrana celular dos linfocitos inibindo sua
ativacdo e proliferacdo, além de inibir a liberacéo de citocinas pré-inflamatorias e estimular
a producdo de IL-10 pelos linfocitos T reguladores [37,39]. As ecto-NTPDases tém a
capacidade de atenuar a inflamacdo, aumentando a concentracdo de adenosina no
compartimento extracelular e consequentemente diminuindo a producéo de citocinas proé-
inflamatdrias, como a IL-6 [38].

Em conclusdo, o efeito do TF sobre as enzimas ectonucleotidases do sistema
purinérgico pode ser um dos mecanismos mais importantes revelados neste estudo em relagédo
aos beneficios do exercicio para o tratamento da HAS. Essa modulacdo enzimaética
promovida pelo TF regula os niveis de nucleotideos e nucleosideo no ambiente extracelular
também regulando a fungdo das células imunologicas. Dessa forma, o TF promove um
ambiente anti-inflamatério ao aumentar a disponibilidade de adenosina e diminuir a
inflamacdo, além de reduzir os niveis pressoricos e melhorar o perfil antropométrico. Este
mecanismo demonstra ser uma importante ferramenta terapéutica a ser explorada para o

manejo da HAS e para outras doencas que causam inflamacéo crénica no organismo.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Idade, parametros antropométricos e hemodindmicos do grupo normotenso e

hipertenso durante o pré-teste e apds seis meses de treinamento de forca.

NOR HIP NOR HIP

(pré-teste) (pré-teste) (seis meses) (seis meses)

Idade (anos) 54.64+3.6 55.17+4.3
Altura (m) 1.65+0.0 1.64+0.0
Massa corporal (kg)  60.61+0.6 60.21+0.5 60.45+0.5 59.76+0.4
IMC 25.22+4.5 29.85+4.9 24.59+4.4 27.97+4.7
Presséo Arterial 118.9+0.7 124.1+0.7** 115.4+0.6 121.1+0.7%%

Sistdlica (mmHg)

Pressao Arterial 78.6+0.6 82.7+0.6 76.9+0.8 82.2+0.6
Diastélica (mmHg)

Porcentagem de 32.3£9.7 36.2+ 10.1 31.6+8.2 348+ 7.7
gordura corporal

Frequéncia cardiaca 75.67 £ 9.7 79.50 £ 10.5 69.13+5.1 7456 + 7.8

Tabela 1: valores de idade, altura, massa corporal, indice de massa corporal, pressao arterial
sistélica, pressao arterial diastolica, percentual de gordura e frequéncia cardiaca avaliados no
grupo normotenso e no grupo hipertenso em dois momentos: pré-teste e apos 6 meses de
treinamento de forca. Dados apresentados como média e desvio padrdo. ANOVA de duas
vias, considerando p< 0,05. * indica diferenca estatistica entre 0s dois grupos no mesmo

momento. # indica diferenca estatistica no mesmo grupo nos momento pré-teste e 6 meses.
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Parametros Inflamatoérios

A Niveis de IL-6 B Niveis de IL-10
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Figura 1: Parametros Inflamatdrios. A: niveis plasmaticos de IL-6 avaliados no pré-teste,
apos 3 meses e apOs 6 meses de treinamento de forca no grupo normotenso e no grupo
hipertenso. B: niveis plasmaticos de IL-10 avaliados no pré-teste, apds 3 meses e apos 6
meses de treinamento de forca no grupo normotenso e no grupo hipertenso. C: niveis
plasmaticos da proteina C reativa avaliados no pré-teste, apds 3 meses e ap0s 6 meses de
treinamento de forgca no grupo normotenso e no grupo hipertenso. D: niveis plasmaticos de
ATP avaliados no pré-teste, apos 3 meses e ap0s 6 meses de treinamento de forgca nos grupos
hipertenso e normotenso. Dados apresentados como média e desvio padrdo. ANOVA de duas
vias, considerando p< 0,05. * indica diferenca estatistica entre 0s dois grupos no mesmo

momento. # indica diferenca estatistica no mesmo grupo nos momento pré-teste e 6 meses.
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Atividade das Ectonucleotidases
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Figura 2: Atividade das ectonucleotidases. A: hidrolise do ATP avaliada no pré-teste, apos
3 meses e apds 6 meses de treinamento de forca no grupo normotenso e no grupo hipertenso.
B: hidrolise do ADP avaliada no pré-teste, apos 3 meses e apds 6 meses de treinamento de
forca no grupo normotenso e no grupo hipertenso. C: atividade da ADA avaliada no pré-
teste, apds 3 meses e apOs 6 meses de treinamento de forca nos grupos normotenso
hipertenso. Dados apresentados como média e desvio padrdo. ANOVA de duas vias,
considerando p< 0,05. * indica diferenca estatistica entre os dois grupos no mesmo momento.

# indica diferenca estatistica no mesmo grupo nos momento pré-teste e 6 meses.
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Expressao das ecto-NTPDases
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Figura 3: Expressdo das enzimas ecto-NTPDase 1 (3A) e ecto-NTPDase 2 (3B) avaliada:
pré-teste, apos 3 meses e apds 6 meses de treinamento de forga nos grupos normotenso e

hipertenso. Dados apresentados como media e desvio padrdo. ANOVA de duas vias,

considerando p< 0,05.
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