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RESUMO

Introducio: Levosimendan (LEV) é um inodilatador capaz de aumentar a contratilidade do musculo
cardiaco e relaxar os vasos corondrios. Objetivo: Verificar se o tratamento durante 30 e 60 dias com
LEV em ratas idosas espontaneamente hipertensas (SHR) causard reducdo da pressdo arterial,
melhora na funcdo autondmica cardiaca e no balanco simpatovagal em animais tratados com este
medicamento. Métodos: Trinta e seis ratas idosas com idade de 2 anos procedentes de 2 linhagens,
sendo um grupo formado por wistar (n = 10), 26 ratas espontaneamente hipertensas (SHR), divididas
em trés grupos: SHR controle sem tratamento (n = 10), grupo tratado com LEV por 30 dias (LEV 30
D) (n: 8) e grupo tratado com LEV por 60 dias (LV 60 D) (n: 8) com doses didrias de 0,05 pg / Kg
administradas por gavagem oral. As doses de LEV foram calculadas de acordo com a massa corporal
do animal na semana antes do tratamento. Foram avaliados a pletismografia (método indireto de
avaliacdo da pressdo arterial), medidas hemodinamicas, variabilidade da pressdo arterial e do
intervalo de pulso, a andlise simbdlica, as massas corporais de animais e tecidos corporais totais e
relativos, andlise e contagem das células inflamatérias do figado e coracdo e, avaliados a porcentagem
de coldgeno presente no coragdo apds a intervencdo com o LEV. Resultados: Quando comparado
com o grupo SHR controle, o grupo LEV 60 D apresentou diminui¢do da massa corporal total do
coracdo (p <0,05) e da massa corporal total do ventriculo esquerdo (p <0,05). Em rela¢do a
pletismografia, quando comparado com o grupo SHR controle, os grupos LEV 30 D e 60 D
apresentaram diminuicao da pressao arterial sistélica (p <0,05) no 30° dia de avaliacdo. Nos 45° e 60°
dias de avaliagdo, houve diminui¢do da pressdo arterial sistolica do grupo LEV 60 D em relacdo ao
grupo SHR controle (p <0,05). Quanto a pressdo arterial diastlica houve diminuicdo na pressao
arterial diastdlica do grupo LEV 30 D em relag@o ao grupo SHR controle no 15° dia (p <0,05) e de
ambos os grupos LEV 30 D e LEV 60 D em relagcdo ao grupo SHR controle (p <0,05) no 30° dia de
avaliacdo. Ainda avaliando a pressdo arterial diastélica nos 45°% 60° dias, houve diminuicdo da
pressao arterial sistdlica do grupo LEV 60 D em relagdo ao grupo SHR controle (p <0,05). Na analise
do comportamento da modulagdo autondmica cardiaca na frequéncia e dominio de tempo e andlise
simbdlica do houve diminuic¢ao da pressao arterial sist6lica do grupo LEV 60 D em relagdo ao grupo
SHR controle (p <0,05), aumento do RMSSD do grupo LEV 60 D em relagcdo ao grupo SHR controle
(p <0,05) e aumento da modulagdo parassimpatica em valores absolutos (p <0,05). Em valores
percentuais quando comparado o grupo SHR com o grupo LEV 60 D, observou-se diminuicao da
modulagdo simpatica (LF) (p <0,05) e do equilibrio da taxa da modulacao simpética e parassimpatica
definido pela razdo (LF/HF) (p <0,05), assim como, aumento modulacdo parassimpdtica (HF) (p
<0,05). Na analise da variabilidade da pressao arterial sistélica no dominio do tempo e da frequéncia,
quando comparado o grupo SHR controle com o grupo LEV 60 D, observou-se aumento da
modulagdo parassimpética (2UV) no grupo LEV 60 D (p <0,05). Houve também diminuicdo da
pressao diastolica final do grupo LEV 60 D em relacdo ao grupo SHR controle (p <0,05). Em relagao
aos indices de respostas bradicardicas, houve aumento nos grupos tratados com LEV em relacao ao
grupo SHR controle (p <0,05) e quanto aos indices de respostas taquicdrdicas, houve também
aumento nos grupos tratados com LEV em relacdo ao grupo SHR controle (p <0,05). Em relacdo a
porcentagem de coldgeno no coragdo apresentou diminui¢do nos grupos LEV em relacio ao SHR
controle (p <0,05). Conclusao: O tratamento com LEV durante 30 e 60 dias em ratas idosas SHR
atua ndo apenas melhorando a contratilidade cardiaca, mas também modulacdo autondmica da
frequéncia cardiaca e promogdo da queda da pressdo arterial em ratas idosas SHR.

Palavras-chave: Levosimendan; Ratas Idosas; Hipertensao Arterial Sistémica.



ABSTRACT:

Introduction: Levosimendan (LEV) is an inodilator capable of increasing the contractility of the
heart muscle and relaxing coronary vessels. Objective: To verify whether chronic treatment with
LEV in a model of systemic arterial hypertension in spontaneously hypertensive elderly rats (SHR)
will cause reduced blood pressure, improvement in autonomic function and simpatovagal balance in
animals treated with this drug for 30 and 60 days. Methods: Thirty-six elderly rats aged 2 years from
2 strains, one group consisting of Wistar (n = 10), 26 spontaneously hypertensive rats (SHR), divided
into three groups: SHR control without treatment (n = 10), group treated with LEV for 30 days (LEV
30 D) (n: 8) and the group treated with LEV for 60 days (LV 60 D) (n: 8) with daily doses of 0.05 ug
/ kg administered by oral gavage. LEV doses were calculated according to the body weight of the
animal in the week before dosage. Plethysmography (indirect method of blood pressure assessment),
hemodynamic measurements, variability of blood pressure and pulse interval, symbolic analysis,
weights of animals and total and relative body tissues, analysis and counting of inflammatory cells of
the liver and heart were evaluated, and the percentage of collagen present in the heart after LEV
intervention was evaluated. Results: When compared with the SHR control group, the LEV 60 D
group presented a decrease in the total body mass of the heart (p < 0.05) and of the total body mass
of the left ventricle (p < 0.05). Regarding plethysmography, when compared to the SHR control
group, the LEV 30 D and 60 D groups presented a decrease in systolic blood pressure (p < 0.05) on
the 30th day of evaluation. On the 45th and 60th days of evaluation, there was a decrease in systolic
blood pressure in the LEV 60 D group compared to the SHR control group (p < 0.05). As for diastolic
blood pressure, there was a decrease in diastolic blood pressure in the LEV 30 D group compared to
the SHR control group on the 15th day (p < 0.05) and in both the LEV 30 D and LEV 60 D groups
compared to the SHR group control (p < 0.05) on the 30th day of evaluation. Still evaluating the
diastolic blood pressure on the 45th and 60th days, there was a decrease in systolic blood pressure in
the LEV 60 D group compared to the SHR control group (p < 0.05). In the analysis of the behaviour
of cardiac autonomic modulation in frequency and time domain and symbolic analysis, there was a
decrease in systolic blood pressure in the LEV 60 D group compared to the control SHR group (p <
0.05), an increase in RMSSD in the LEV 60 group D compared to the SHR control group (p < 0.05)
and increased parasympathetic modulation in absolute values (p < 0.05). In percentage values when
comparing the SHR group with the LEV 60 D group, there was a decrease in sympathetic modulation
(LF) (p < 0.05) and the balance of the rate of sympathetic and parasympathetic modulation defined
by the ratio (LF/HF) (p<0.05), as well as, increased parasympathetic modulation (HF) (p<0.05). In
the analysis of the variability of systolic blood pressure in the time and frequency domain, when
comparing the SHR control group with the LEV 60 D group, an increase in parasympathetic
modulation (2UV) was observed in the LEV 60 D group (p < 0.05). There was also a decrease in end-
diastolic pressure in the LEV 60 D group compared to the SHR control group (p < 0.05). Regarding
the bradycardic response rates, there was an increase in the groups treated with LEV compared to the
SHR control group (p < 0.05) and regarding the tachycardic response rates, there was also an increase
in the groups treated with LEV compared to the SHR control group (p<0.05). Regarding the
percentage of collagen in the heart, there was a decrease in the LEV groups compared to the control
SHR (p <0.05). Conclusion: Chronic treatment with LEV in a SHR elderly rats promoted acts not
only improving cardiac contractility but also autonomic modulation of heart rate and promoting the
drop in blood pressure in the old rats.

Keywords: Levosimendan; Elderly Female Rats; Systemic Arterial Hypertension.
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O EFEITO DO TRATAMENTO COM O LEVOSIMENDAN SOBRE UM MODELO DE
HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA EM RATAS IDOSAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS

Flavio De Oliveira Pires

1 INTRODUCAO:

A hipertensao arterial sistémica (HAS), tabagismo, diabetes e as dislipidemias sdo alteracoes
que podem ser mudadas como fatores de risco para desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(DCV), sendo que esta patologia estd associada como a evidéncia mais forte e maior prevaléncia de

exposicao (Fuchs e Whelton, 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), atualmente quase 1,13 bilhdes de
adultos sofrem de HAS em todo o mundo (GHO, 2018) sendo esta, responsavel por mais de 7,5

milhdes de morte por ano (Oh e Cho, 2020).

Em um estudo realizado em centros urbanos nas 5 regides brasileiras, totalizando: 2.810
individuos avaliados, verificou-se que de acordo com o perfil de risco para desenvolvimento da
hipertensao arterial (HA), os resultados mostraram uma prevaléncia de 61,7% para individuos com
altos riscos para desenvolvimento desta doenca (valores maiores que 130/80 mmHg), o que

corresponde a 41,8% da populagdo avaliada (Issa et al., 2020).

A HAS € uma doenca multifatorial em sua etiologia e € uma das principais comorbidades

relacionadas a morte por doenga cardiovascular no mundo (G. B. D., 2015).

Em adultos, a HAS € diagnosticada a partir de valores acima de 140 mmHg de pressao
arterial sist6lica (PAS) e 90 mmHg de pressdo arterial diastdlica (PAD), segundo as recomendacdes

da Sociedade Brasileira de Cardiologia e da Sociedade Brasileira de Hipertensao (Sbc, 2016).

Globalmente 3,5 bilhdes de adultos tém niveis de pressdo arterial sistolica considerados ndo
ideais e 874 milhodes de adultos apresentam a pressao arterial sistolica igual ou maior que 140 mmHg,
e com isto, sendo classificados como hipertensos, logo, aproximadamente um em cada quatro adultos

apresentam a HAS (Forouzanfar et al., 2017).
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Nos Estados Unidos (USA) existem uma prevaléncia de HAS de 78,2% em individuos com
idades igual ou superior aos 65 anos, sendo que destes individuos, a hipertensdo arterial ndo
controlada é presente em 54% dos idosos e 73% das idosas (Statistics, 2019), sendo este aumento em
idosas devido a menopausa quando diminui ou cessa a producdo de horménios ovarianos (Yalamudi,

2017).

Um dos principais agentes etiolégicos da HAS é o desbalango autondmico do sistema
cardiovascular, que consiste no aumento cronico da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS)
sobre 0s vasos e coracdo e diminui¢do atividade do sistema nervoso parassimpatico (SNP) (Brook e

Julius, 2000; Wulsin et al., 2015).

Esse aumento cronico da atividade do sistema nervoso simpdtico causa o aumento da
frequéncia cardiaca (FC) e diminui¢do do relaxamento dos vasos, levando ao aumento da pressao
arterial; ja a diminuicdo da atividade do sistema nervoso parassimpdtico (mais conhecida como
retirada vagal) € indicador de menor controle barorreflexo sobre o coracao, também indicando uma

hiperatividade simpatica (Brook e Julius, 2000; Wulsin et al., 2015).

Esse desbalanco entre o sistema nervoso simpdtico e o sistema nervoso parassimpatico no
sistema cardiovascular tem sido extensamente investigado como forte fator nao so etiolégico da HAS,
mas também, como fator de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (infarto do miocérdio,
doenca coronariana etc.) e como indicador de mortalidade (Brook e Julius, 2000; Pal et al., 2013;

Waulsin et al., 2015).

Para realizacdo de pesquisas ou andlises de terapias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas
sobre a HAS, utilizam-se varios modelos de animais hipertensos, entre eles, um modelo
geneticamente programado de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) que ja é bem estabelecido e
amplamente utilizado nestas pesquisas, onde a cepa € totalmente consanguinea e a hipertensdo se
desenvolve com a maturidade, sem a necessidade de estimulos dietéticos ou ambientais (Trippodo e

Frohlich, 1981).

O levosimendan (LEV) tornou-se disponivel para prescri¢ao a partir de 2001 (Cholley et al.,
2019), sendo inicialmente um medicamento licenciado para tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC)
descompensada (Orme et al., 2014). Ele é um inodilatador, ou seja, um inotrépico e vasodilatador
(Lehtonen, 2001; Cleland et al., 2004) que por meio da acdo sensibilizante da troponina C ao célcio,

tem a capacidade de melhorar a contratilidade cardiaca durante a sistole sem prejudicar o relaxamento
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durante a diéstole, e tem uma acdo vasodilatadora que resulta em uma melhora significativa,
dependente da dose, do débito cardiaco (DC) sem aumentar a demanda de oxigénio do miocardio

(Buzzini et al., 2019).

Levosimendan age basicamente por dois mecanismos: sensibilizacdo das proteinas de
contragdo e ativacdo de canais de potassio (K*). Levosimendan possui componentes em sua féormula
que permitem as suas propriedades inodilatadoras, como o sensibilizador de cilcio (Ca**) OR-1896
que estimula a afinidade da troponina ao Ca**, aumentando assim a capacidade de inicia¢dio de pontes

cruzadas, e por consequéncia, a capacidade de contracdo da célula cardiaca (Yildiz, 2007).

A capacidade de sensibilizagdo do levosimendan no miusculo cardiaco € oposta a sua
atividade de dessensibilizacao na musculatura vascular, onde este firmaco reduz a concentragdo de
Ca*" (Bowman, P. et al., 1999; Yildiz, 2007). Essa retirada de Ca** intracelular causa uma alteracao
ionica no endotélio, o que hiperativa os canais de K* regulados pelo adenosina trifosfato (ATP) (Katp)
e também impede o retorno do Ca** para dentro da célula, causando o relaxamento do vaso (Bowman,

P. et al., 1999; Yildiz et al., 2006; Yildiz, 2007).

Levosimendan € um medicamento que possui uma Otima atividade inotrépica por meio da
sensibilizacdo de Ca** e uma 6tima capacidade vasodilatadora, ao ativar os Karp. Esta atividade
vasodilatadora foi investigada em vasos corondrios (Bowman, P. ef al., 1999) e outros vasos de
mamiferos de forma isolada (Usta et al., 2006; Yildiz et al., 2006).

Em estudos clinicos, o levosimendan mostrou boa capacidade de regulacdo hemodinamica
em pacientes com insuficiéncia cardiaca, reduzindo a concentracdo de beta-agonistas e
subsequentemente reduzindo a pressdo arterial (Nieminen et al., 2000; Parissis et al., 2005; Hillestad
et al., 2013), contudo, essas potenciais capacidades vasodilatadoras deste medicamento nunca foram
estudadas em pacientes ou modelos animais de HAS.

Além das propriedades hemodinamicas do levosimendan, esta droga quando comparado
com a dobutamina e outras terapias cardiovasculares (inibidores da enzima conversora da
angiotensina ou beta-bloqueadores) para tratamento da insuficiéncia cardiaca crOnica, apresenta
menores custos de hospitalizacdo (Cleland et al., 2003).

Nosso estudo com animais idosos, inicialmente se justifica pelo aumento da expectativa de
vida que € comumente associada com o aumento da HAS e no caso da escolha de ratas idosas, ¢é
devido a maior prevaléncia desta patologia em mulheres quando comparado com homens a partir dos
65 anos devido a diminui¢ao dos hormonios ovarianos como, estrogénio.

17



O levosimendan que € a droga a ser testada sobre a HAS em ratas idosas SHR, se baseia
inicialmente na busca de novos medicamentos promissores quando comparado com os medicamentos
tradicionais usados para tratamento desta doenga, e também, porque estes medicamentos atuam
somente em uma das causas, ou agindo na frequéncia cardiaca ou na diminui¢do da resisténcia
vascular periférica.

Ja o levosimendan tem uma capacidade de agir nestas duas causas a0 mesmo tempo e seus
custos financeiros sdo menores do que outras drogas comumente usadas nas doencas
cardiovasculares, logo, devido as propriedades inotropicas deste medicamento, supde-se que talvez
ele possa ser usado com uma nova opg¢ao no tratamento da HAS.

Sendo assim, hipotetiza-se que o tratamento durante 30 e 60 dias com levosimendan em um
modelo de HAS em ratas idosas espontaneamente hipertensas (SHR) causard reducdo da pressao
arterial, melhora do balango autondomico cardiaco, em direcdo da vagotonia, além da melhora dos

reflexos autondmicos (barorreflexo).

2 OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL:
Verificar se o tratamento durante 30 e 60 dias com levosimendan em ratas idosas
espontaneamente hipertensas (SHR) causard reducdo da pressdo arterial, melhora na funcio

autondmica cardiaca e no balanco simpatovagal em animais tratados com este medicamento durante

30 e 60 dias.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Analisar e comparar a resposta hemodinamica em grupos SHR submetidos ao tratamento com
levosimendan durante 30 e 60 dias, com grupo SHR sem tratamento e com o grupo Wistar sobre a

resposta da pressao arterial.

b) Analisar e comparar a resposta autondmica cardiaca por meio da variabilidade da frequéncia
cardiaca em grupos SHR submetidos ao tratamento com levosimendan durante 30 e 60 dias, com

grupo SHR sem tratamento e com o grupo Wistar.

¢) Analisar e comparar a resposta autondémica cardiaca por meio da variabilidade da pressdo arterial
em grupos SHR submetidos ao tratamento com levosimendan durante 30 e 60 dias, com grupo SHR

sem tratamento e com o grupo Wistar.

d) Analisar e comparar o efeito do tratamento com levosimendan sobre a fun¢cdo do ventriculo
esquerdo em grupos SHR submetidos ao tratamento com levosimendan durante 30 e 60 dias, com

grupo SHR sem tratamento e com o grupo Wistar.

e) Analisar e comparar o efeito do tratamento com levosimendan sobre as massas corporais dos
animais e tecidos dos grupos SHR submetidos ao tratamento com levosimendan durante 30 e 60 dias,

com grupo SHR sem tratamento e com o grupo Wistar.

f) Analisar e comparar o efeito do tratamento com levosimendan sobre a porcentagem de coldgeno
presente no coragdo em grupos SHR submetidos ao tratamento com LEV durante 30 e 60 dias, com

grupo SHR sem tratamento e com o grupo Wistar.

g) Analisar e comparar o efeito do tratamento com levosimendan sobre as células inflamatdrias
presentes no coracdo em grupos SHR submetidos ao tratamento com levosimendan durante 30 e 60

dias, com grupo SHR sem tratamento e com o grupo Wistar.
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3 REVISAO DA LITERATURA:
3.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS):

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € caracterizada por uma pressao arterial persistente
alta nas artérias sist€émicas, sendo expressa como a razdo da pressdo arterial sistdlica (ou seja, a
pressdo que o sangue exerce sobre as paredes arteriais quando o coragdo se contrai) e pressao arterial
diastdlica (ou seja, a pressdo quando coracao relaxa) (Oparil et al., 2018b).

A pressao arterial € classificada como ideal quando sua PAS < 120 mmHg e PAD « 80 mmHg,
normal quando PAS estd entre 120 — 129 mmHg e PAD entre 80 — 84 mmHg, alta-normal quando a
PAS esta entre 130-139 mmHg e PAD entre 85 — 89 mmHg e HAS quando PAS esta »140 mm Hg
ou PAD » 90 mmHg (Kanegae et al., 2017). Apenas um pequeno aumento de 10 mmHg na pressao
arterial normal, j4 é capaz de aumentar o risco de desenvolvimento de maiores complicacdes
cardiovasculares (Wang et al., 2005).

Em 2003, o 7° Relatério do Comité Nacional Conjunto de Prevencao, Detecciao, Avaliacio
e Tratamento da HAS dos Estados Unidos estabeleceu que a PA normal e a PA alta-normal ja foram
denominadas de estados de pré-hipertensdao que reconhece uma relagdo entre estes valores de pressao
arterial e o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, assim como, a necessidade de
educacdo dos profissionais da satde e da populacdo com a finalidade de diminuir os niveis de pressdao
arterial e prevenir o desenvolvimento da HAS (Chobanian et al., 2003).

Outra classificacao relativa a HAS € a hipertensdo primdria e secunddria, onde 90% a 95%
dos pacientes possuem uma hipertensao arterial priméria que € altamente heterogénea e com etiologia
multifatorial do ambiente génico estimada entre 35% e 50%. Ja se a hipertensdo arterial é causada
por outras condi¢des, como, aldosteronismo primdrio, feocromacitoma (tumor neuroenddcrino das
glandulas suprarrenais e tecidos neuroenddcrinos) ou estenose da artéria renal, passa a ser chamada
de hipertensdo secundaria (Oparil et al., 2018b).

As diretrizes para hipertensdo do American College of Cardiology (ACC) / American Heart
Association (AHA) em 2017, recomendam que a pressdo arterial deve ser reduzida para valores
menores que 130 /80 mmHg em pessoas com: doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia cardiaca com
uma fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo reduzida, doenga renal cronica, apds o transplante renal,
acidente vascular encefélico lacunar, doenca arterial periférica, diabetes mellitus e além destas
patologias, em individos acima dos 65 anos como preven¢do secunddria do acidente vascular
encefalico (Aronow, 2020).

20



A HAS ¢ o fator de risco evitdvel mais comum para doencas cardiovasculares, incluindo
doenca cardiaca corondria, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular encefalico, infarto do miocardio,
fibrilacdo atrial e doenca arterial periférica, doenga renal cronica e comprometimento cognitivo,
sendo a principal causa de mortes e incapacidade no mundo (Forouzanfar et al., 2016).

Como a HAS costuma ser assintomdtica, muitas pessoas ndo sabem que possuem esta
patologia e, mesmo que tenham sido diagnosticadas e informadas de que suas pressdes arteriais
estejam elevadas, muitas param de tomar os medicamentos e faltam as consultas de acompanhamento.
Isso da origem a chamada 'regra da metade' que metade das pessoas com hipertensido desconhece e,
entre as diagnosticadas, apenas a metade faz tratamento e, entre as tratadas, apenas a metade tem bom
controle da PA (Cheung et al., 2020).

Existem muitas razOes para a taxa de controle insuficiente da HAS, sendo uma delas a ndo
verificacdo da pressdo arterial em pessoas aparentemente sauddveis uma das mais importantes, logo,
todo adulto deve ter sua pressdo arterial verificada periodicamente e se ela se apresentar elevada,
deve-se verificar novamente a pressdo arterial de forma regular e intervalada para verificar a
permanéncia dos valores aumentados da pressdo arterial e com isto, chegar ao diagndstico conclusivo
de HAS (Cheung et al., 2020).

Outra razao para o mal controle da pressdo arterial € a ineficidcia dos medicamentos anti-
hipertensivos atuais, onde a maioria dos pacientes requer mais de uma classe de medicamentos para
atingir a meta de acordo com patofisiologia (Kotseva et al., 2016) e isto, pode refletir as multiplas
vias envolvidas no controle da pressdo arterial, onde junto com a ineficécia, estd a presenca de efeitos
colaterais, que podem afetar a adesdo aos tratamentos para a HAS (Cheung et al., 2020).

A idade associada ao tempo de exposi¢do a fatores como consumo excessivo de sddio,
ingestdo suficiente de potdssio na dieta, dietas ndo sauddveis, sobrepeso e obesidade, ingestao de
alcool, inatividade fisica junto predisposi¢ao genética ou ambiente intrauterino adverso (hipertensao
gestacional ou pré-eclampsia) (Mills et al., 2020), tabagismo, polui¢do do ar, estresse psicologico,
distdrbios do sono, exposi¢do ao ruido (Dzhambov e Dimitrova, 2018), assim como, mudangas
mecanicas hemodinamicas, rigidez arterial, desregulacdo neuro-humorais e autondmicas cardiacas, e
doengas renais que contribuem para o aumento da HAS (Dzhambov e Dimitrova, 2018).

A HAS com ou sem condig¢des fisiopatologicas concomitantes associadas, € caracterizada
por uma alteragdo continua na estrutura cardiaca (comecando com uma hipertrofia ventricular e um
aumento no volume atrial e ventricular) (De Simone et al., 2008) com uma progressao para uma

disfun¢do cardiaca (progressiva reducdo da funcdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, alteracdo da
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funcdo diastdlica) (Nadruz et al., 2017). Todas essas alteragdes estdo associadas a um
comprometimento dos mecanismos reflexos de controle da homeostase cardiovascular e a ativacdo
de diversos mecanismos neuro-humorais contribuindo para a evolugdo negativa (Nadruz et al., 2017).

As principais condic¢des fisiopatoldgicas relacionadas a esse comprometimento incluem
aumento dos valores da pressao arterial (hipertensdo essencial ou secunddria e hipertensiao resistente)
sem ou com alteracdes metabdlicas (obesidade e sindrome metabdlica), bem como insuficiéncia
cardiaca idiopdtica ou isquémica (Seravalle et al., 2019).

Embora as terapias medicamentosas adicionais fossem eficazes para maioria dos pacientes
com HAS, nas tltimas décadas, com a evidéncia de que o ndmero de individuos com hipertensdo nao
controlada se mantinha estiavel ou até mesmo aumentada (Seravalle et al., 2019) foi introduzido o
conceito de que um estado de hipertensao resistente poderia estar presente indiferente da incompleta
adesdo ou ndo adesdo ao tratamento hipertensivo, ou ainda, mesmo que exista uma adesdo ao
tratamento, existe também, a tolerdncia medicamentosa reduzida presente nestes pacientes (Mancia
etal.,2014).

Logo, em condicdes fisiologicas por meio do sistema nervoso autdbnomo, o aumento da
pressao arterial € acompanhado por uma acentuada ativacao dos barorreceptores adrticos e carotideos.
O resultado é uma modulagdo negativa da descarga do sistema nervoso simpdtico eferente e um
aumento do fluxo parassimpético. Isso induz uma reducdo da frequéncia cardiaca, uma melhora na
geometria ventricular esquerda, uma vasodilatacdo e um aumento na capacitancia venosa. Por outro
lado, durante a reduc@o da pressdo arterial, hd uma menor ativacdo dos barorreceptores adrticos e
carotideos induzindo um aumento na frequéncia cardiaca e um aumento da vasoconstricdo simpdtica
e como resultado, um aumento na pressao arterial, débito cardiaco e resisténcia vascular periférica
(Mancia e Grassi, 2014).

Porém, em pacientes hipertensos, obesos e pacientes com doencas renais ou cardiacas, os
barorreceptores carotideos e adrticos disparam com pressao mais elevada quando comparado com
individuos sadios e a resposta barorreflexa dos mecanismos compensatorios para tentar minimizar as
variagdes pressoricas ndo sdo tdo potentes quanto em individuos sadios (Mancia e Grassi, 2014).

O sistema nervoso autdonomo também estd envolvido na mediacdo do comportamento da
func¢do endotelial. As células endoteliais ndo recebem inervacdo direta do sistema nervoso simpatico
devido as longas distancias, no entanto, os neurotransmissores liberados de varicosidades no plexo
perivascular por meio de jungdes neuro efetoras autondmicas cardiacas podem atingir os receptores

endoteliais e regular a funcdo endotelial. No desenvolvimento de doengas vasculares, a coexisténcia
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de anormalidade do sistema nervoso autdnomo e a disfung¢do endotelial sugere as complexas

interacdes entre elas (Sheng e Zhu, 2018).

3.2 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO NA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA:

De acordo com a American Heart Association, o risco da HAS eleva com o aumento da
idade, sendo sua prevaléncia de 26% em pessoas entre 20 e 44 anos, em comparagao com 78% entre
aqueles com mais de 65 anos de idade (Benjamin et al., 2019).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de HAS € de 59,2% em individuos na faixa etdria de 45
a 64 anos e 78,2% em individuos com idades igual ou superior aos 65 anos (Virani et al., 2020).
Ainda neste pais, ao comparar a prevaléncia de HAS entre idosos e idosas, verificou-se que os idosos
apresentam uma prevaléncia de 65% sendo que destes, 47% relataram HAS ndo controlada, enquanto,
a prevaléncia desta patologia nas idosas foi de 73% e com relatos de 54% de HAS nido controlada
(Statistics, 2019).

De acordo com dados da Pesquisa Nacional de Saude realizada no Brasil (Andrade et al.,
2015), a prevaléncia de HAS autorrelatada em pessoas com idades compreendidas entre 60-64 anos
foi de 44,4% (Andrade et al., 2015), nas faixas etdrias mais avancadas de 65-74 anos foi de 52,7% e
nas idades iguais ou superiores a 75 anos, a prevaléncia de autorrelatos de HAS foi de 55%, tendo
uma tendéncia maior associada as idosas (Santimaria et al., 2019), devido a menopausa quando

diminui ou cessa a produ¢do de hormonios ovarianos (Yalamudi, 2017).

O envelhecimento vascular e sua relagdo com a HAS englobam a remodelagdo patologica
progressiva do sistema vascular, resultando na diminui¢do da elasticidade da parede vascular,
aumento da fibrose, inflamagdo perivascular e calcificagdo vascular (Petrie et al., 2018). A
integridade funcional das células endoteliais é um fator vital na homeostase vascular sendo que
disfuncao do endotélio é um elemento fundamental na progressdo da aterosclerose onde fatores de
risco como HAS, insuficiéncia cardiaca e diabetes mellitus prejudicam a funcio endotelial (Sheng e
Zhu, 2018).

Estas células endoteliais vasculares, que sdo também importantes para a regulagdo do tonus
vascular, sdo conhecidas por mudar a medida que ocorre o envelhecimento quando essas células
param de se dividir e sofrem alteracdes fenotipicas significativas, incluindo alteracdes na estrutura do
citoesqueleto, aumento da apoptose celular, diminui¢do do 6xido nitrico (NO) liberacdo e aumento

da inflamacao elevada (Uryga e Bennett, 2016).
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Logo, a integridade funcional das células endoteliais é um fator vital na homeostase vascular
sendo que disfun¢@o do endotélio é um elemento fundamental na progressdo da aterosclerose onde
fatores de risco como HAS, insuficiéncia cardiaca e diabetes mellitus prejudicam a func¢do endotelial
(Sheng e Zhu, 2018).

As mudangas estruturais e funcionais que ocorrem com o envelhecimento vascular levam ao
aumento da rigidez arterial e a perda da capacidade das células endoteliais vasculares de induzir o
vasorelaxamento e, subsequentemente, um risco aumentado de HAS, particularmente hipertensao
sistdlica e doenca cardiovascular (Mitchell et al., 2010).

A combina¢do de inflamacdo cronica das células endoteliais vasculares, com aumentos
cronicos no estresse oxidativo e a HAS contribuem juntos para criar uma cascata de disfuncao
endotelial continua que promovem os aumentos de citocinas inflamatérias e danos reativos de
oxigénio e hipertensao cronica (Wadley et al., 2013).

O envelhecimento € conhecido por alterar os mecanismos neuro-hormonais que controlam
o sistema cardiovascular onde ocorre o declinio da atividade parassimpatica no nédulo sino atrial e
um aumento da atividade simpética no coracao e no sistema cardiovascular (Wichi et al., 2009).

O comprometimento dos neurdnios vagais-cardiacos parece ser o principal determinante das
alteracdes no controle da frequéncia cardiaca que ocorrem com o envelhecimento, uma vez que o
envelhecimento reduz a taquicardia que pode ser induzida pela atropina em humanos e animais
(Ferrari et al., 1991).

Ao comparar ratos jovens com ratos idosos, apds a injecdo de metilatropina e propranolol
para avaliar o efeito vagal nestes grupos, foi possivel observar que o efeito vagal foi maior em ratos
jovens do que que em ratos idosos que apresentaram apds bloqueio destas drogas, menor fungdo vagal
e reducdo da frequéncia cardiaca intrinseca quando comparado com ratos jovens (Werner et al., 1995;
Irigoyen et al., 2000).

Os efeitos cardiovasculares do bloqueio parassimpatico também foram estudados em
humanos e demonstrou-se pequenos aumentos na frequéncia cardiaca, indice cardiaco, pressao
arterial sistdlica e taxa de enchimento diastélico precoce em idosos em comparagdo com pessoas mais
jovens (Stratton et al., 2003).

A depressao da arritmia sinusal respiratéria com a idade, também sugere uma diminui¢do no
sistema nervoso simpatico que influéncia na funcao do né sinusal (Kuo et al., 1999).

A disfung¢ao na atividade da por¢ao neural (aferente, central ou eferente) do sistema vagal e

do receptor muscarinico cardiaco pode estar envolvida nas redugdes das alteragdes parassimpaticas
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associadas ao envelhecimento e subsequentemente, o aumento da atividade simpética indicada pela
taxa de secrecdo de noradrenalina e pelos registros de atividade simpdtica nervosa associada ao
coragdo (Wichi et al., 2009).

A atividade do nervo simpdtico € quase duas vezes maior em pessoas de 65 anos do que
pessoas com 25 anos (Negrao et al., 1992; Dinenno ef al., 1999), provavelmente devido a reducao da
captacdo neuronal de noradrenalina e ao aumento da taxa de descarga do nervo simpético (Esler et
al., 1995).

O envelhecimento por si sO ja é capaz de induzir mudancas no controle barorreflexo da
frequéncia cardiaca (Wichi et al., 2009), onde existe o declinio da sensibilidade do barorreflexa
conforme estudos realizados em animais experimentais € humanos idosos, visto que por meio da
estimulagdo dos barorreceptores pela fenilefrina e pelo nitroprussiato de sédio apresentaram menores
aumentos dos reflexos cardiacos em idosos em comparacao aos jovens (Ferrari ez al., 1991).

Experimentos (Werner et al., 1995; Irigoyen et al., 2000) demonstraram que ratos idosos
quando comparados com ratos jovens exibiram menor sensibilidade do controle barorreflexo da
frequéncia cardiaca, apresentando um menor aumento da resposta barorreflexa bradicardica induzida
pelo aumento da pressdo arterial apds a injecdo de fenilefrina, assim como, um menor aumento da
resposta barorreflexa taquicardica induzido pela diminui¢do da pressdo arterial apés a inje¢dao de
nitroprussiato de sédio.

O comprometimento desta diminui¢@o da sensibilidade barorreflexa relacionado a idade tem
sido associado a alteracOes na complacéncia arterial, mudancas na integragdo autondmica central,
reducdo do fluxo vagal e diminuicdo da densidade do receptor do nddulo sinoatrial muscarinico
(Brodde et al., 1998).

A diminui¢do da modulacdo autondmica cardiaca associada ao avango da idade também se
reflete em diminui¢Oes na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), variabilidade da pressdo
arterial (VPA) e seus componentes de frequéncia. As alteracOes reduzidas na variabilidade da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial sdo consideradas prejudiciais a saide cardiovascular (Wichi
et al., 2009).

Normalmente, o envelhecimento aumenta as concentragdes plasmaticas de catecolaminas e
a atividade do nervo simpdtico (Sheng e Zhu, 2018), induzindo ao aumento do tonus simpatico nos
vasos sanguineos (Shantsila et al., 2015). Esta elevacdo da atividade do fluxo simpatico em um
individuo idoso pode resultar em mau funcionamento endotelial, rigidez arterial, comprometimento

da sensibilidade do receptor a-adrenérgico e responsividade vascular (Sheng e Zhu, 2018).
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Logo, o processo de envelhecimento estd associado a uma redugdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca, ligada a um declinio na regulacdo parassimpética ¢ uma maior modulacdo
simpdtica (Colosimo et al., 1997), sendo que esta modulagdo autondmica cardiaca é estimada pelo
uso de componentes da variabilidade da frequéncia cardiaca que se alteram com decorrer da idade

(Wichi et al., 2009).

3.3 EFEITOS DA MENOPAUSA NA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA:

Somado aos processos de envelhecimento em ambos os sexos, nas mulheres, o risco de
doencas cardiovasculares aumenta muito apds a menopausa mostrando que mulheres t€ém uma maior
prevaléncia da HAS, independentemente de sua etnia quando comparado com homens no mesmo
periodo de vida (Cutler et al., 2008).

Alguns estudos (Hogarth et al., 2011; Maranon et al., 2014) sugeriram que mulheres na
menopausa aumentaram o tonus simpdtico, que por sua vez pode aumentar a pressdo arterial, tendo
a inflamacgdo cronica, assim como, o estresse oxidativo e suas contribui¢des para a patogénese da
HAS por meio do sistema imunolégico liberando citocinas que causam oxidacdo. E por sua vez, o
estresse oxidativo que induz a inflamagao local e aumenta a permeabilidade endotelial que sustenta a
inflamacao cronica (Shimojo et al., 2018).

O estrogénio pode modular a fung@o vascular ao direcionar os seus receptores nas células
endoteliais e nas células do musculo liso vascular (Mahajan et al., 2019) e também, pode levar a
liberacdo do 6xido nitrico (NO) e prostaciclinas, que sdo vasodilatadores e levam a reducdo da
producdo de endotelina e angiotensina II, que sdo vasoconstritores (Mahajan et al., 2019). O
estrogénio ndo age apenas reduzindo a inflamagdo, mas também, pode diminuir a secrecdo de
citocinas proé-aterogénicas, como o fator de necrose tumoral-o, assim como, aumentar a
prostaglandina I», o que reduz o estresse oxidativo e a ativagao plaquetdria (Mahajan et al., 2019).

Um dos trabalhos (Machi et al., 2016) analisou os efeitos da privacdo do hormonio ovariano
sobre os efeitos deletérios no envelhecimento por meio ovariectomia em ratas jovens e idosas, onde
se observou que a retirada de ovarios em ratas jovens e idosas levaram a interrup¢ao na produgao dos
hormonios ovarianos e provou-se que este procedimento cirirgico agravou ainda mais os efeitos
danosos e funcionais cardiacos nas ratas submetidas a este cirurgia.

Estes efeitos no coragdo foram mais acentuados nas ratas idosas ovariectomizadas quando

comparado com as ratas jovens também ovariectomizadas e também quando comparado como ratas
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idosas e jovens nao ovariectomizadas, muito provavelmente, devido a disfuncao autondmica cardiaca
exacerbada, ao aumento da inflamacao e do estresse oxidativo (Machi et al., 2016).

Em tais procedimentos de ovariectomia em ratas (Irigoyen et al., 2005; Souza et al., 2007,
De O Brito-Monzani et al., 2018; Ferreira et al., 2020) foi ainda possivel observar a reducdo da
sensibilidade barorreflexa cardiovagal e a eliminacdo de suas variagdes diurnas e com o passar dos
dias (Goldman et al., 2009) indicando que os esteroides gonadais agem na funcdo barorreflexa
(Brooks et al., 2012).

Ao avaliar ratas SHR ovariectomizadas observou-se que este procedimento cirdrgico
aumentou ainda mais pressdo arterial média (9 mmHg), a modulacdo simpdtica (40%) e o estresse
oxidativo em ratas sedentarios (Da Palma et al., 2016).

Soma-se a estes processos citados nos pardgrafos anteriores, os aumentos das atividades da
NADPH oxidase renal, da lipoperoxidacdo (TBARS) cardiaca e renal, das carbonilas e aumentos da
pressdo arterial sist6lica e pressdo arterial diastélica (Shimojo et al., 2018).

Logo, a pressdo arterial é determinada por vdrios fatores do sistema cardiovascular,
incluindo o volume intravascular, débito cardiaco, assim como o tonus arterial que € afetado tanto
pelo volume sanguineo, assim como, o sistema neuro-humoral, sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), o papel dos peptideos natriuréticos, o endotélio, sistema nervoso simpatico e
sistema imunolégico (Oparil et al., 2018b), além do préprio envelhecimento (Petrie et al., 2018) e
também, a menopausa nas idosas (Machi e al., 2016). Sendo assim, mal funcionamento ou a
interrupcao destes fatores envolvidos no controle da pressdo arterial podem de forma direta ou
indireta aumentar a sua média, a variabilidade da pressdo arterial ou de ambos fatores ao longo dos
anos, resultando em lesdes em 6rgdos alvos (por exemplo, hipertrofia ventricular esquerda, doenca

renal cronica e doengas cardiovasculares (Hall e Hall, 2017).

3.4 BARORREFLEXO E CONTROLE AUTONOMICO DO SISTEMA CARDIACO:

Barorreceptores sdo um tipo de mecanorreceptores que permitem retransmitir informagdes
originadas da pressdo arterial dentro do sistema nervoso auténomo, onde as informacdes sdo
transmitidas em sequéncia rdpida para alterar a resisténcia periférica total e o DC, mantendo a pressao
arterial dentro de uma faixa normalizada predefinida (Armstrong e Moore, 2020).

Existem dois tipos de barorreceptores: os barorreceptores arteriais de alta pressdo e os
receptores de volume de baixa pressdo, ambos estimulados pelo estiramento da parede do vaso

sanguineo com o aumento da pressdo arterial. Os barorreceptores arteriais de alta pressdo estdo
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localizados nos seios carotideos e no arco adrtico, enquanto, os barorreceptores de baixa pressao,
também chamados de cardiopulmonares, estao localizados nos étrios, ventriculos e vasos pulmonares
(Al-Khazraji e Shoemaker, 2018).

Os barorreceptores arteriais sdo aferentes e informam ao sistema nervoso autdnomo sobre
mudancas relativas da pressdo arterial provocando mudangas relativas no batimento cardiaco. Logo,
redugdes rapidas na pressao arterial, como na hipotensiao ortostética, acarretados por uma diminui¢ao
do estiramento da parede da artéria e na diminui¢do da frequéncia do potencial de acdo, levam um
aumento do débito cardiaco e da vasoconstri¢do e como consequéncia, um aumento da pressao arterial
(Armstrong e Moore, 2020). Porém, quando os barorreceptores, principalmente os localizados no seio
carotideo (4rea dilatada na base da artéria cardtida interna superior a bifurcacdo da artéria cardtida
comum) detectam aumentos de pressao no sistema circulatério com o aumento da pressio arterial,
existe o estiramento da artéria car6tida comum. Com isto, os feixes de nervos que se projetam dos
barorreceptores no seio carotideo, enviam mensagens ao cérebro para reduzir o fluxo simpatico dos
impulsos nervosos ou do trafego venoso e consequentemente reduzir a pressao arterial (De Leeuw et
al., 2017).

J4 os receptores cardiopulmonares (receptores de baixa pressdao) sdo igualmente
mecanorreceptores que funcionam para informar o sistema nervoso autdnomo sobre o volume de
sangue dentro do sistema cardiovascular, no entanto, quando em estados de baixo volume sanguineo
faz com que as alteragdes circulatdrias e renais resultem em um aumento da reabsor¢do de sal e dgua
nos rins, aumento da ingestdo oral de sal e 4gua e alteracOes de pressdo média mais lentas e de longo
prazo (Ishii et al., 2015).

O sistema nervoso autdbnomo inclui todas as regides implicadas no controle das fungdes
"autdnomas", inconscientes e involuntdrias na homeostase corporal total. Em geral, toda a gama de
fungdes fisiologicas €, em ultima andlise, necessdria para a sobrevivéncia humana que permite uma
interagdo com o ambiente externo em uma ampla gama de condi¢des. Juntamente com os efeitos de
acdo lenta e de longa duracdo do sistema enddcrino, o SNA exerce seus efeitos de acdo ripida e de
curta duragdo em vadrias funcdes, entre elas, a perfusdo sanguinea de todo o corpo por meio da
regulacdo da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial, papel homeotérmico por meio da sudorese e
calafrios, processamento de nutrientes por meio do controle e coordenagdo de diferentes partes do
intestino e glandulas, motilidade urindria, movimento, focalizacdo e lacrimejamento da pupila

(Sanchez-Manso et al., 2017).

28



O sistema nervoso autdnomo usa suas vias simpdtica e parassimpdtica para modular a
frequéncia cardiaca por meio da despolarizagdo do nddulo sinoatrial. Sabe-se da importancia
neuromoduladora que acontece no corpo humano, gracas a esse sistema tanto as alteragdes agudas e
crdnicas como também a nivel fisiolégico e patoldgico, tendo influéncias tonica e reflexa do sistema
cardiovascular (Coote, 2005). O coracdo recebe as fibras aferentes e eferentes simpdticas e
parassimpéticas, sendo que as terminacdes simpaticas cobrem todo miocardio e no nédulo sinusal,
enquanto as parassimpdticas cobrem o nédulo atrioventricular e o miocardio atrial, onde o controle
neural depende intimamente da frequéncia cardiaca e da atividade reflexa barorreceptora (Coote,
2005; Lu et al., 2009).

De acordo com a figura 1, na redugdo da pressao arterial, o nicleo do trato solitirio € menos
estimulado e diminui a¢do do nucleo ambiguo que faz com que a atividade do nervo vago diminua
também, juntamente com a inibi¢ao do bulbo ventrolateral caudal que possui neurdnios inibitdrios,
que ndo permite a inibicdo sobre os neurdnios excitatérios do bulbo ventrolateral rostral. Nao
ocorrendo esta inibicao, os neurdnios excitatorios do bulbo ventrolateral rostral aumentam a atividade
simpatica que subsequentemente, levam o aumento da frequéncia cardiaca junto com o aumento do
volume sistélico, porém, diminui a condutincia vascular e aumenta a resisténcia vascular periférica,

permitindo desta forma, o reajuste da pressao arterial para niveis maiores (Lu et al., 2009).
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Figura 1: Comportamento do mecanismo de barorreflexo na reducio da pressdo arterial.

Adaptado de Krieger, Eduardo Moacyr et al, 2013.

Entretanto, conforme figura 2, o aumento da pressdo arterial, estimula o nicleo do trato

solitdrio que aumenta acdo do nicleo ambiguo fazendo com que a atividade do nervo vago aumente.

Juntamente com estas acOes, haverd ainda a acdo do bulbo ventrolateral caudal que por meio dos seus

neurdnios inibitdrios, diminuirdo a acao sobre os neurdnios excitatorios do bulbo ventrolateral rostral.

Esta inibicdo sobre os neurdnios excitatérios do bulbo ventrolateral rostral, diminuird a atividade

simpatica que subsequentemente levard a diminuicao da frequéncia cardiaca, a diminui¢iao do volume

sistolico, juntamente com o aumento da condutincia vascular e diminui¢do da resisténcia vascular

periférica, restabelecendo assim a pressao arterial para niveis pressoricos menores (Krieger, 2013).
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Figura 2: Comportamento do mecanismo de barorreflexo no aumento da pressao arterial.
Adaptado de Krieger, Eduardo Moacyr et al, 2013.

No coragdo, o resultado da ativacdo parassimpdtica é a liberacdo de acetilcolina na fenda
sindptica, que ird atuar em receptores muscarinicos colinérgicos. Apds a ligagdo ao receptor, as
subunidades de proteina G atuam diretamente nos canais de cdlcio tipo T, reduzindo o influxo de
Ca™, e nos canais de potassio, permitindo o efluxo de fon K*. Como consequéncia, ocorre uma
hiperpolarizacdo da membrana, que leva ao aumento dos intervalos entre os potenciais de acdo,
diminuindo a frequéncia cardiaca (Irigoyen et al., 2001).

Em contrapartida, a eferéncia simpdtica atua por meio do neurotransmissor norepinefrina,
que se liga aos receptores Bl no coragdo, iniciando uma cascata de eventos a partir da ativagdo da
proteina G. Apds a ligacdo ao respectivo receptor, uma subunidade da proteina G ativa uma enzima
adenilato ciclase que converte o ATP em adenosina monofosfato ciclico (AMPc), o qual por sua vez
ativa uma proteina cinase que atua nos canais de sddio tipo “funny” e de calcio tipo T, abrindo-os e
permitindo o influxo de fons Ca** e de Na* . Isto diminui o potencial de membrana, causando a
despolarizacdo e consequente diminuicdo dos intervalos entre os potenciais de acdo,

consequentemente causando um aumento da frequéncia cardiaca (Stanfield, 2014).
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Em situacdes de elevacdo da pressao arterial h4 um aumento na deformac¢do da membrana
das terminacdes nervosas dos barorreceptores, permitindo a abertura de canais i0nicos
mecanossensiveis que, dependendo da magnitude da deformacgdo, leva a despolarizagdo dos
terminais. Evidéncias sugerem que canais de célcio e s6dio, chamados de subunidades DEG e ENaC,
sdo os canais componentes das terminagdes. Caso haja despolarizagdo suficiente para a abertura dos
canais de sédio voltagem dependentes, hd o surgimento de um potencial de acdo que é transmitido
por toda a fibra com frequéncia de impulsos relacionada a magnitude da despolarizac¢do (Lima, 2017).

O sistema nervoso autdbnomo pode modular a inflamacdo e, consequentemente, o estresse
oxidativo (Pavlov e Tracey, 2012) e que os prejuizos na sensibilidade barorreflexa, que € um indice
de disfuncdo autondmica cardiaca, precedeu mudancas nos marcadores de inflamacgdo e estresse
oxidativo em ratos hipertensos (Bernardes et al., 2018).

O sistema nervoso simpético é geralmente o mais ativado em pessoas com HAS que
individuos normotensos (Mancia e Grassi, 2014).

E nas mulheres, a sensibilidade barorreflexa da atividade do sistema nervoso simpético e os
niveis plasmaticos de norepinefrina aumentam durante a fase litea média do ciclo menstrual, quando
os hormonios gonadais (estrogénio e progesterona) estdo elevados, em comparacdo, com a fase
folicular inicial quando estes os hormonios sdo relativamente baixos (Brooks et al., 2012).

Aumentos na sensibilidade barorreflexa cardiovagal também foram observados em mulheres
durante ou préximo a ovulagdo quando o pico de estrogénio estd alto sendo e com isto, o controle
barorreflexo da atividade do nervo simpatico renal fica aumentado durante as fases estrogénicas em
comparagdo com a fase progesterOnicas (Brooks et al., 2012). A progesterona provavelmente nao
contribui para o aumento da fung¢do barorreflexa durante o ciclo reprodutivo e por outro lado,
evidéncias mostram que estrogénio aumenta a sensibilidade barorreflexa cardiovagal por meio de

uma acao no tronco cerebral (Brooks ez al., 2012).

3.5 UTILIZACAO DAS TRADICIONAIS DROGAS VASOATIVAS:

A farmacoterapia anti-hipertensiva evoluiu ao longo de vérias décadas impulsionada pelo
desenvolvimento de vdrias classes de medicamentos anti-hipertensivos e estudos de resultados em
larga escala que comprovam seus beneficios na morbimortalidade por doencas cardiovasculares

(Ettehad ef al., 2016) e para que se possa fazer uma anélise comparativa dos efeitos do levosimendan
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se faz necessdrio uma andlise das principais drogas que agem no sistema cardiaco nos pardgrafos
seguintes para comparar com a droga estudada.

Os medicamentos anti-hipertensivos de primeira linha incluem inibidores da enzima
conversora da angiotensina (ECA), bloqueadores do receptor da angiotensina II, bloqueadores dos
canais de cdlcio dihidropiridina e diuréticos tiazidicos (James et al., 2014).

Os betabloqueadores também sdo indicados em pacientes com insuficiéncia cardiaca e fracao
de ejecdo ventricular esquerda reduzida ou pdés-infarto do miocdrdio, e algumas diretrizes
recomendam os betabloqueadores como medicamentos anti-hipertensivos de primeira linha (Rafiq et
al., 2013).

A escolha deve ser baseada na eficicia e tolerabilidade individuais (Oparil et al., 2018a),
sendo que um dos fatores pode ser a etnia, onde foi sugerido que os bloqueadores dos canais de célcio
e diuréticos podem ser a primeira escolha em negros (James et al., 2014).

Além disso, em situacdes clinicas especificas, como a HAS em mulheres gravidas, outros
medicamentos como alfa-metildopa (um agonista de alfa adrenorreceptores no sistema nervoso
central que inibe o sistema nervoso simpatico) ou labetalol (um bloqueador beta-adrenoreceptor) sao
preferiveis, ao passo que alguns anti-hipertensivos de primeira linha, por exemplo, inibidores da ECA
e bloqueadores do receptor da angiotensina II, sdo contraindicados devido ao risco aumentado de
teratogenicidade renal (Oparil ef al., 2018a).

Em muitos dos pacientes a pressdao arterial ndo pode ser controlada com monoterapia
particularmente aqueles com hipertensdo grave e ao combinar medicamentos anti-hipertensivos, €
importante considerar se os medicamentos t€m efeitos aditivos sobre a pressdo arterial ou efeitos
adversos, e se o paciente tem comorbidades que exigem escolhas especificas de medicamentos
(Mancia et al., 2013).

Os inibidores da ECA ou bloqueadores do receptor da angiotensina II, diuréticos tiazidicos
e bloqueadores dos canais de cdlcio dihidropiridina sdo aditivos na reducdo da PA e podem ser
combinados como terapias de combinacdo dupla ou tripla (Oparil et al., 2018a).

Em contraste, a combinacdo de inibidores da ECA e bloqueadores do receptor da
angiotensina Il adiciona pouca reducio da pressdo arterial, enquanto aumenta o risco de disfuncdo
renal e hipercalemia (niveis elevados de potdssio no sangue, que podem levar a arritmias
cardiacas). Da mesma forma, a combinagdo de inibidores do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) com bloqueadores beta-adrenorreceptores adiciona pouca redugdo da pressdo arterial, mas,

essa combinacdo € indicada em pacientes apds infarto agudo do miocédrdio ou insuficiéncia cardiaca
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com fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo reduzida por outras causas além da redugdo da pressdao
arterial (Oparil et al., 2018a).

Entre os medicamentos que inibem os componentes do SRAA, os inibidores da ECA e os
bloqueadores do receptor da angiotensina II sdo considerados anti-hipertensivos de primeira linha,
enquanto, outros medicamentos anti-hipertensivos direcionados ao SRAA, incluindo inibidores
diretos da renina e antagonistas do receptor mineralocorticoide, sdo geralmente considerados
medicamentos de reserva porque hd menos evidéncias de ensaios clinicos apoiando seu uso como
terapia anti-hipertensiva de primeira linha (Oparil et al., 2018a).

Os inibidores da ECA e os bloqueadores do receptor da angiotensina Il foram amplamente
testados em ensaios de hipertensdo em larga escala (Collaboration, 2003). Em pacientes com
insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo ventricular esquerda reduzida ou com nefropatia
diabética, ambas as classes de drogas melhoraram os resultados e parecem ser comparaveis na
reducdo do risco de doencas cardiovasculares (Mann et al., 2008), e também, tendem a melhorar o
metabolismo da glicose e, portanto, podem ser preferiveis em pacientes mais jovens e em pacientes
com condicdes que predispdem ao diabetes mellitus tipo 2, incluindo obesidade e sindrome
metabdlica (Investigators, 2006). Tem como desvantagens possiveis redugdes na fungdo renal,
hipercalemia, tosse e - menos comumente - angioedema (inchaco causado pelo actimulo de liquido)
(Oparil et al., 2018a).

Os bloqueadores dos canais de cdlcio de dihidropiridina induzem vasodilatacdo ao bloquear
os canais de célcio do tipo L do musculo liso vascular e tem como vantagem pratica dessa classe de
medicamentos a de poder ser combinada com todos os outros anti-hipertensivos de primeira linha. O
edema periférico, que é explicado pela vasodilatacdo arterial periférica em vez do agravamento da
insuficiéncia cardiaca ou disfuncdo renal, € um efeito colateral comum, particularmente em
individuos com obesidade (Oparil ef al., 2018a).

Os bloqueadores dos canais de célcio ndo dihidropiridinicos, especialmente o verapamil,
também inibem os canais de célcio cardiacos, o que pode reduzir a frequéncia cardiaca e a
contratilidade cardiaca (Guazzi et al., 1984).

Os diuréticos possuem dois tipos, sendo: o tiazidico (hidroclorotiazida) que t€ém um anel de
benzotiadiazina, enquanto, os diuréticos do tipo ndo tiazidico (clortalidona, metolazona e
indapamida) ndo tém a estrutura de benzotiadiazina. Ambas as subclasses de diuréticos tiazidicos
inibem os co-transportadores de Na * e Cl ~ nos tdbulos renais, promovendo assim a natriurese, tendo

como desvantagens o risco aumentado de aparecimento de diabetes mellitus (Barzilay et al., 2012).

34



A hidroclorotiazida, o diurético do tipo tiazida mais comumente prescrito em todo o mundo,
pode ser menos eficaz na reducdo do risco de doencas cardiovasculares em comparacdo com a
clortalidona ou indapamida (Al-Khazraji e Shoemaker, 2018), porém, pode levar distirbios
eletroliticos relacionados ao medicamento, incluindo hipocalemia e hiponatremia (niveis baixos de
potassio e so6dio no sangue, respectivamente), arritmias cardiacas, fraqueza muscular, confusdo,
convulsdes e coma. O risco de hipocalemia é reduzido quando diuréticos tiazidicos e semelhantes aos
ndo tiazidicos sdo combinados com suplementos de potdssio ou agentes poupadores de potdssio, como
inibidores da ECA, bloqueadores do receptor de angiotensina ou diuréticos poupadores de potdssio. A
hiponatremia é um efeito adverso potencialmente fatal, particularmente em pessoas idosas (Oparil et
al., 2018a).

Os bloqueadores dos receptores beta-adrenérgicos (dopamina e dobutamina) reduzem a
pressdo arterial, reduzindo o débito cardiaco, frequéncia cardiaca, a liberagdo de renina e os efeitos
do sistema nervoso no controle adrenérgico (Cokkinos, 1997). Eles melhoram os resultados apds
infarto agudo do miocdrdio e em pacientes com insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo
ventricular esquerda reduzida, mas, na auséncia dessas comorbidades, os bloqueadores beta-
adrenorreceptores sao inferiores a outros anti-hipertensivos de primeira linha na redugdo da
morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares (Wiysonge et al., 2017).

Muitos pacientes que apresentam insuficiéncia cardiaca descompensada, mas clinicamente
sem evidéncias de baixo débito cardiaco, podem estar sofrendo de ma perfusdo sist€mica, mesmo que
oculta e sendo mais comum em pacientes cronicos do que em agudos, levando a um estado de
adaptacgdo cronica ao baixo débito cardiaco, com ativacdo de mecanismos compensadores, entre eles,
o aumento da pressdo arterial e trazendo como consequéncias piora da funcdo hepética (por lesdo
isquémica), piora da fun¢do renal (necrose tubular) e maior ativacdo pré-inflamatdria devido a ma
perfusdo intestinal e periférica (Vilas-Boas, 2004). Nestes casos de insuficiéncia cardiaca
descompensada, as estratégias para diminui¢do da resisténcia vascular sistémica sdo por meio das
drogas vasodilatadoras, ou por meio do aumento da contratilidade miocdrdica com agentes
inotrépicos, ou de ambos recursos (Vilas-Boas, 2004).

Uma das drogas vasodilatadoras € o nitroprussiato de sédio que € um medicamento usado
no tratamento da hipertensdo aguda. Ela € uma droga vasodilatadora potente e € administrada como
uma infusdo IV com a necessidade de um monitoramento intensivo no local e tem sido usado
clinicamente para crises hipertensivas, insuficiéncia cardiaca, cardiaca / vascular cirurgia, cirurgia

pediatrica e uma variedade de outras aplicacdes agudas. Embora os potenciais efeitos adversos e
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toxicidade do nitroprussiato de sédio tenham levado a sua substitui¢do por agentes mais novos em
algumas préticas, continua a ser uma ferramenta ttil em certas situagdes clinicas complicadas (Holme
e Sharman, 2020).

Outra droga vasodilatadora bastante utilizada € a nitroglicerina que quando administrada de
forma aguda, t€ém potentes efeitos vasodilatadores, melhorando os sintomas em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva aguda e cronica, doencga arterial coronariana estdvel, sindromes
corondrias agudas ou hipertensdo arterial por meio do relaxamento do musculo liso vascular ao
diminuir as concentragdes de célcio intracelular (Daiber e Miinzel, 2015).

Os efeitos hemodinamicos e anti-isquémicos desta droga sido rapidamente perdidos com a
administracdo de longo prazo (baixa dose) devido ao rdpido desenvolvimento de tolerancia e
disfun¢do endotelial, que estd na maioria dos casos ligada ao aumento do estresse oxidativo
intracelular (Daiber e Miinzel, 2015).

Tanto a nitroglicerina quanto o nitroprussiato de sédio sdo limitados pela pressao arterial
inicial e ndo pode ser utilizado em pacientes em choque, razao pela qual, muitas vezes, requerem
internacdo em ambiente de terapia intensiva (Vilas-Boas, 2004).

Os peptideos natriuréticos (NPs) sdo uma familia de hormonios cardiovasculares secretados
principalmente pelo coracio (peptideos natriuréticos atriais (ANP) e cerebrais (BNP) e pelo endotélio
(peptideo natriurético tipo C (CNP)) que desempenham importantes fungdes protetoras no sistema
cardiovascular, além de suas implicacdes relevantes na fisiopatologia, diagndstico, progndstico e
terapéutica de doengas cardiovasculares (Gallo et al., 2020).

Entre os peptideos natriuréticos esta a nesiritide que € a forma recombinante de peptideo
natriurético tipo B humano (cérebro) que age quando as paredes dos ventriculos cardiacos sdo
distendidos e tem efeitos vasodilatadores, natriuréticos, diuréticos € neuro-hormonais benéficos,
sendo administrado por via intravenosa para o tratamento de pacientes com IC congestiva
descompensada (Keating e Goa, 2003).

Trata-se de uma droga sintética (Chen et al., 2013) que obteve a aprovagdo do Food and
Drug Administration (FDA) em 2001 para pacientes com episddios agudos de insuficiéncia cardiaca
e devido ao fato de pacientes ser tornarem propensos a desenvolver a hipotensdo, atualmente, a
nesiritide nao é mais recomendada (Sandefur e Jialal, 2020).

Os agentes que aumentam o cdlcio intracelular s@o os agonistas beta-adrenérgicos
(dobutamina e dopamina) que estimulam os beta-receptores do cora¢iao a aumentarem os niveis do 2°

mensageiro AMP ciclico, gerando assim o sinal para elevacdo do cdlcio intracelular e produzindo o
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efeito inotrépico positivo. Outros agentes que também podem aumentar cdlcio intracelular, sdo os
inibidores de fosfodiesterase III (milrinona) que opera em nivel pds-receptor ao inibir a enzima
responsével pela degradacdo do AMPc, e assim permitindo maior influxo de célcio no midcito (Vilas-
Boas, 2004).

A dopamina € um precursor natural da noradrenalina e da adrenalina (Hollenberg, 2011), ou
seja, € uma catecolamina endégena que funciona como neurotransmissor no sistema nervoso central,
mas também funciona como um fator autécrino e pardcrino nos sistemas ndo neuronais e devido ao
seu efeito inotropico no miocérdio e efeito natriurético, ela tem sido amplamente utilizada como uma
das drogas terapéuticas para os pacientes com insuficiéncia cardiaca aguda (Yamaguchi et al., 2020).

Em doses baixas (1-2 ug/kg/min) a dopamina tem efeitos vasodilatadores ao se ligar aos
receptores dopaminérgicos. Em doses mais elevadas (5-10 ug/kg/min) tem efeitos agonista 1
adrenérgico e consequentemente efeito inotropico, tendo em doses ainda mais elevadas (superiores a
10 ug/kg/min) um efeito agonista a adrenérgico, causando vasoconstri¢io e subsequente aumento da
pressdo arterial (Hollenberg, 2011).

A dobutamina pode ser usada como suporte inotropico intravenoso temporario até a
resolucdo dos fatores indutores agudos ou o paciente receber tratamento mais definitivo, como
revascularizacdo coronariana, suporte circulatério mecanico ou transplante cardiaco. Ela é um
suporte inotrépico intravenoso de curto prazo deve ser dado a pacientes em choque cardiogénico para
preservar o fluxo sanguineo sist€émico e proteger contra danos aos érgaos-alvo (Ashkar e Makaryus,
2017).

Ela € utilizada como agente farmacoldgico devido aos seus efeitos inotrépicos no miocédrdio
por meio da ligacdo e ativacdo dos receptores beta-1, sendo clinicamente indicada para insuficiéncia
cardiaca congestiva descompensada devido aos efeitos simpatomiméticos. A dobutamina aumenta a
contratilidade, o volume sistélico leva a um aumento no débito cardiaco do coragdo. As altera¢des no
débito cardiaco permitem que a resposta mediada pelos barorreceptores diminua a resisténcia vascular
sistémica e cause pouca ou nenhuma alteragdo na pressao arterial. Além da conhecida atividade beta-
1, a dobutamina demonstrou ter alguma atividade beta-2, o que contribui para a reducao da resisténcia
vascular sistémica e atividade alfa-1(Alhayek e Preuss, 2020).

A milrinona € um inibidor seletivo da inibidores de fosfodiesterase III com efeitos
farmacoldgicos, incluindo relaxamento do musculo liso vascular, aumento da contratilidade
miocdrdica (inotropia) e melhora do relaxamento do miocérdio (lusitropia) (Afif et al., 2018), e ainda

induz a vasodilata¢do na artéria pulmonar e nas artérias sist€micas (Giaccone et al., 2017).
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Pelo fato do mecanismo de ac¢do da milrinona independer do sistema adrenérgico, pode ser
uma op¢ao para pacientes em uso de betabloqueador (visando a sua manuten¢do). Dentre seus efeitos
colaterais, destaca-se seu potencial arritmogénico (atrial e/ou ventricular) e devido ao risco de
hipotensao, a dose de ataque ndo € preconizada. Nos pacientes com insuficiéncia renal, sua dose deve
ser ajustada (Mangini et al., 2013).

Estes agentes que aumentam o fluxo intracelular do célcio (dobutamina, dopamina e
milrinona) sdo comumente associadas a efeitos adversos, como, maior consumo miocardico de
oxigénio, maior incidéncia de arritmias no curto prazo e maior mortalidade no emprego em longo
prazo (Vilas-Boas, 2004).

Partindo deste principio de maior consumo miocdrdico de oxigénio, surgiu o0s
sensibilizadores de célcio (pimobendan e levosimendan) que sdo agentes que exercem sua acao
inotrépica, aumentando a sensibilidade da troponina - C ao célcio ja disponivel no citoplasma, ao
invés de sobrecarregar a célula com cdlcio adicional e dessa forma, ndo estao envolvidos no aumento
do consumo de oxigénio e os substratos energéticos t€m maior probabilidade de serem preservados
com o efeito resultante de aumento na forca contratil para uma mesma concentragdo de cdlcio
(Giaccone et al., 2017).

O pimobendan € um derivado da benzimidazol-piridazinona que produz efeitos inotrépicos
positivos ao alterar os niveis de cdlcio intracelular e sensibilizar as contracdes miocérdicas, o que
causa vasodilatacao pela inibicao da atividade da fosfodiesterase III, apresentando como vantagem a
de aumentar o DC sem aumentar a demanda de oxigénio do miocardio (Miyagawa et al., 2016), sendo
bastante usado para o tratamento de IC congestiva (Haggstrom et al., 2008).

Embora as terapias medicamentosas adicionais fossem eficazes para grande parte dos
pacientes com HAS, nas dltimas décadas, com a evidéncia de que o nimero de individuos com
hipertensdo nio controlada se mantinha estdvel ou até mesmo aumentada (Seravalle et al., 2019), foi
introduzido o conceito de que um estado de hipertensao resistente poderia estar presente indiferente
da incompleta adesdao ou nao adesdo ao tratamento hipertensivo, ou ainda a um estado adesao de ao

tratamento, e também, a tolerancia medicamentosa reduzida (Mancia et al., 2014).
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3.6 LEVOSIMENDAN (LEV):

Antes da década de 1980, as terapias tradicionais para aumentar a contratilidade cardiaca
na insuficiéncia cardica aguda utilizavam bastante os glicosideos digitalicos orais (digoxina),
suplementados por agonistas beta-adrenérgicos (dopamina ou dobutamina). Anos mais tarde, foi
aprovado pela Food and Drug Administration dos USA para tratamento da IC refratéria, outras

modalidades terapéuticas, como, os agentes inotrépicos positivos (amrinona, a milrinona e a

enoximona) que nao eram simpaticomiméticos, porém, eram inibidores da fosfodiesterase III (Papp

et al., 2020).

No entanto, as catecolaminas (epinefrina e fenilefrina) e estes agentes inotrépicos
positivos mesmo assim sdo medicamentos mobilizadores de cdlcio e com isto, apresentam efeitos
adversos intrinsecos como qualquer droga que aumente o cdlcio intracelular nos cardiomidcitos,
pois, levam estas células a uma exposi¢ao de concentragdes potencialmente toxicas de fons célcio
intra ceular e consequentemente um aumento da demanda do consumo de oxigénio por elas
(Altenberger et al., 2018) que acarretam a arritmogénese e morte celular (Scoote e Williams,
2004).

Devido a este efeito adverso nos cardiomidcitos e embora levosimendan seja uma
inotrépico postivo, ele age diferente, pois, ao invés de ser um mobilizador de fons célcio, ele € um
sensibilizador de cdlcio que também combina a atividade inibidora da fosfodiesterase III, sendo
ainda descrito como um composto inotrépico e ao mesmo tempo vasodilatador positivo com
propriedades antiarritmicas (Papp et al., 2020).

O levosimendan foi desenvolvido no inicio da década de 1990 na Finlandia e tornou-se
disponivel para prescricdo a partir de 2001 (Cholley et al., 2019), sendo inicialmente um
medicamento licenciado para tratamento da insuficiéncia cardiaca descompensada (Orme et al.,
2014), porém, s6 foi aprovado pela primeira vez para uso clinico em 2000, quando a autorizagdo
foi concedida pelas autoridades regulatdrias suecas que o utilizaram para a estabilizacdo
hemodinamica em pacientes com IC descompensada (Orme et al., 2014). Posteriormente, ele foi
aprovado para utilizagdo em mais de 60 paises, incluindo a maioria dos paises da Unido Europeia
e da América Latina (Papp et al., 2020). No Brasil, o levosimendan estd disponivel comercialmente
deste 2002 (Buzzini et al., 2019).

As dreas de aplicacdo clinica do levosimendan se expandiram consideravelmente e

incluem choque cardiogénico, cardiomiopatia de Takotsubo, insuficiéncia cardiaca avangada,
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insuficiéncia ventricular direita e hipertensdao pulmonar, e também, usado em cirurgias cardiacas,
cuidados intensivos e em urgéncias médicas (Papp et al., 2020) e tratamento da sepse (Yang et al.,
2019; Scheeren et al., 2021).

O levosimendan tem basicamente 3 mecanismos principais de agdo: (a) aumenta a
sensibilidade ao cdlcio das células do musculo cardiaco por meio do mecanismo de acoplagem da
troponina que age sobre o cardiomidcito e melhora a sua contratilidade, (b) ativa o ATP por meio
dos canais sensiveis ao potdssio (Katp) com seu efeito vasodilatador na musculatura vascular lisa
e consequentemente levando o aumento da perfusdo sanguinea, bem como, (c) ativa os canais Karp
nas células do musculo cardiaco gerando o efeito cardioprotetor (Tycinska et al., 2020).

Esta vasodilatacdo diminui a carga ventricular e também aumenta a perfusdo corondria
para otimizar ainda mais a fun¢do contrétil cardiaca (Faisal et al., 2019). Em casos de sepse o
levosimendan induz a vasodilatacdo periférica, reduz a pré-carga e a pds-carga do coracio ao ativar
os canais de potdssio sensiveis ao ATP. Ao dilatar as artérias pulmonares, promove a diminui¢ao
da pressdo da artéria pulmonar, consequentemente reduzindo assim a pds-carga do ventriculo
direito, dilatando as artérias corondrias e reduzindo a resisténcia do sangue periférico. E no caso
da diminuicao da pré-carga se deve a reducgdo da resisténcia periférica (Yang et al., 2019).

O levosimendan é um o enantidmero ativo do simendan (Pierrakos et al., 2014) derivado
da piridazinona-dinitrila (Asif, 2018) com sua férmula quimica: [(R)-[[4-(1,4,5,6-tetra-hidro-4-
metil-6-oxo-3-piridazinil)fenil]hidrazono] propanodinitrilo] pertencente a uma classe de drogas
que sdo os sensibilizadores de cdlcio, sendo um medicamento moderadamente lipofilico, com um
peso molecular de 280,3 gramas/mol e um 4cido fraco com pKa: 6,3; cuja a solubilidade do
levosimendan em dgua destilada e tampao fosfato (pH 8) € fraca (0,04 mg / ml e 0,9 mg / ml,
respectivamente). Sua solubilidade em etanol € de 7,8 mg / ml e, por conseguinte, o LEV na sua
composicao farmacéutica (Simdax 2,5 mg / ml de concentrado de infusdo) € diluido em etanol

(Weintraub et al., 2002). Sua férmula estrutura € representada pela Figura 3 (Lehtonen, 2001).
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Figura 3: Férmula estrutural do Levosimendan (Lehtonen, 2001).

Na sua farmacocinética, o levosimendan € eliminado principalmente pelo metabolismo,
cuja a via principal € a conjugacdo com glutationa que inativa metabolitos e a via secunddria
(apenas aproximadamente 5% da dose total deste medicamento) sofre a reducao no intestino para
o metabolito aminofenilpiridazinona OR-1855. O metabdlito da amina (OR-1855) ¢
posteriormente metabolizado por acetilacdo no conjugado N-acetilado (OR-1896) (Antila ez al.,
1999). Outra via de metabolizac¢do secundéria € também um produto de hidratacdo inativo que € o
OR-1420, formado por meio da adi¢do de dgua a um dos grupos nitrilo. O levosimendan ¢é
excretado via urina e fezes como conjugados e apenas vestigios dele inalterados em animais
experimentais € no homem (Sandell et al., 1995).

O levosimendan se liga a 97-98% das proteinas plasmaticas, principalmente a albumina
(Sandell et al., 1995) e seu metabdlito ativo (OR-1896) se liga apenas a 40% destas proteinas, com
isto, a fracdo livre deste metabodlito ativo no sangue € até 20-30 vezes maior do que a do
medicamento original, que potencializa seus efeitos benéficos e podem se manter por mais tempo
no organismo (Antila et al., 2004).

Conforme os resultados apresentados do estudo (Kivikko et al., 2003), foi possivel
observar que a meia-vida de elimina¢do do levosimendan foi de 1,3 horas, e dos seus metabdlitos

de 75 a 78 horas, sendo que seus efeitos hemodinamicos foram diminuindo de forma lenta durante
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1 semana apds a interrupcdo desta infusdo e depois, ndo sendo mais observados diferencas
estatisticamente significativas apds estes periodos em comparagdo a0 momento basal.

As concentragdes plasmaticas associadas a eficidcia deste farmaco também foram
avaliadas em um estudo com pacientes com diagndstico de IC com uma infusdo continua de 24
horas desta droga e produziu picos de concentracio plasmatica de 62,6 ng / ml, nestes pacientes
com concentragdes maximas de OR-1896 e OR-1855, que sdo os dois metabdlitos primérios
circulantes primdrios do levosimendan e estes metabdlitos atingiram respectivamente picos
plasmaticos de 5,5 e 6,8 ng / ml (Kivikko e Lehtonen, 2005), onde ocorre a reducido do
levosimendan para OR-1855 e subsequente acetilacao para OR-1896 (Antila et al., 2007). Quando
se compara em caes com IC congestiva, os efeitos hemodindmicos do levosimendan (droga
original), com seus metabdlitos OR-1896 e OR-1855, demostrou-se que este farmaco €
predominantemente mediado pelo metabdlito OR-1896, com pouca ou nenhuma contribui¢cdo do
OR -1855 (Banfor et al., 2008).

Sendo assim, o metabdlito OR-1896 demonstrou ter propriedades hemodinamicas
semelhantes as do medicamento original, porém com efeitos mais duradouros (Takahashi et al.,
2000), pois, em animais experimentais, a semi-vida de eliminac¢do do levosimendan foi de 0,25 a
1,3 horas, enquanto que, a do metabolito OR-1896 foi de 4,7 a 6,5 horas (Antila ef al., 1999). J4 a
semi-vida de eliminacdo terminal (t1 / 2el) deste medicamento é de cerca de 1 hora em voluntérios
sauddveis e em doentes com insuficiéncia cardiaca (Sundberg et al., 1998).

Por exemplo, no tratamento a curto prazo da insuficiéncia cardiaca, a diminui¢do da
concentragdo plasmatica maxima do levosimendan ocorre apds 1-3 dias depois de sua interrupg¢ao,
mas, seus efeitos sdo mantidos por 1 semana ou mais devido ao OR-1896 que é um metabdlito de
longa vida e duracdo (Cameli et al., 2019). Como consequéncia, observa-se resultados positivos
no tratamento da insuficiéncia cardiaca e confirma-se seus beneficios por meio da recuperagdo do
volume sistdlico (Nieminen et al., 2000; Hillestad et al., 2013), diminui¢do da pressdo nos vasos
corondrios (Parissis et al., 2005), melhora da funcao renal (Fedele et al., 2014) e até reversao de
hipertensao pulmonar (Ammirati et al., 2013).

Em sua farmacodindmica, o levosimendan provoca o aumento do débito cardiaco, do
volume sistélico e da frequéncia cardiaca, e a0 mesmo tempo provoca a diminuicao da pressao da
artéria pulmonar, da pressdo média no atrio direita e da resisténcia periférica total. Estes efeitos
sdo dependentes de dose, demoram poucos minutos a manifestar-se, podem prolongar-se durante

varios dias gracas a formacdo do metabolito ativo OR-1896, e ndo se produzem nem a custa do
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desenvolvimento de tolerancia nem do aumento do consumo energético por parte do coragdo, o
que foi demonstrado por meio de estudos com utilizacdo de tomografia com emissao de pdsitrons
(Lilleberg et al., 2007).

Além dos seus beneficios conhecidos no tratamento da insuficiéncia cardiaca, o
levosimendan também tem mostrado outros potenciais beneficios em populagdes com auséncia de
problemas cardiovasculares, como, o tratamento da sepse (Yang et al., 2019; Scheeren et al.,
2021).

Foi possivel observar mesmo em casos extremos de sepse, a recuperagdo do volume de
ejecdo na hipotensdo aguda causada por essa inflamacao (Wang et al., 2015), além de ser usado
para o tratamento e prevencdo das lesdes em Orgdos alvos em modelos de sepse animal,
aumentando com isto, a sobrevida e a capacidade de recuperacdo destes animais (Tsao et al., 2014;
Wagner et al., 2015; Wang et al., 2015).

Depois de provar a sua associacdo com uma menor taxa de mortalidade hospitalar em
comparacdo com outros agentes inotrépicos em um dos trabalhos para tratamento da insuficiéncia
cardiaca (Mebazaa et al., 2011) e de acordo com as orientagdes European Society of Cardiology
incluiu-se levosimendan no grupo de medicamentos disponiveis para o tratamento da IC (Cameli
etal., 2019).

Atualmente, as substancias inotrépicas positivas disponiveis para tratamento da IC, como
a dobutamina, devido ao seu efeito inotrépico positivo, podem contribuir para o desenvolvimento
de taquiarritmias ventriculares malignas por meio da ativacdo do sistema nervoso simpdtico,
aumentando assim, o risco de morte subita cardiaca (O'connor et al., 1999).

O fato do levosimendan ser um sensibilizador do cdlcio e a0 mesmo tempo um
vasodilatador que estabiliza o complexo calcio-troponina C (TnC), aumenta a afinidade de ligacdo
do TnC com o cdlcio e inibe os efeitos da troponina I (Tnl), prolongando a contragdo do misculo
cardiaco (Cameli et al., 2019). Ele acelera a taxa de formagao de ponte cruzada de actina-miosina
e desacelera a taxa de dissociagdo, sendo que suas acdes dependem dos niveis intracelulares de
Ca* e, amedida que os niveis de Ca** diminuem durante a didstole, o levosimendan néo prejudica
o relaxamento ventricular (Meyer et al., 2008).

Além do mecanismo de ligag¢do da troponina C dependente do calcio, o efeito lusitrépico
positivo do levosimendan também pode ser mediado em parte pela ativagdo do AMPc ou do canal

de potdssio sensivel ao ATP (Brixius et al., 2002).
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Com isto, o efeito inotrépico do levosimendan ndo é obtido com o aumento da
concentragdo de cdlcio intracelular, e sim por meio da sensibilizacdo de Ca*™ que
consequentemente ndo aumenta a demanda miocdrdica de oxigénio, pois, ao abrir os canais de
potdssio do sarcolema sensivel ao ATP das células musculares lisas e dos cardiomidcitos, esta
droga hiperpolariza estas células ativando a troca sddio-calcio e impedindo a entrada de calcio nas
células cardiacas e subsequentemente, resultando o efeito de vasodilatacdo e diminui¢@o da pds-
carga cardiaca (Cameli et al., 2019).

O levosimendan também melhora a funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo,
aumentando a taxa de relaxamento e, portanto, reduzindo o tempo de relaxamento e melhorando
o enchimento diastélico (Farmakis et al., 2016), pois, além da inotropia, ele apresenta o efeito
lusitrépico positivo nas tiras de midcitos de coracdes humanos com IC, reduzindo o tempo de
relaxamento miocéardico (Hasenfuss et al., 1998). E ainda foi possivel demonstrar que esta droga
ndo apresentou efeitos deletérios no relaxamento miocdrdico em cdes normais e cdes com
insuficiéncia cardiaca melhorando a funcdo diastélica em cdes com insuficiéncia cardiaca
reduzindo a constante de tempo do relaxamento isovolumétrico (a queda exponencial da pressao
do ventriculo esquerdo durante o relaxamento isovolumétrico) e aumentando a taxa de pico do
fluxo mitral (dV / dtmax) (Pagel et al., 1997). Esses efeitos persistiram no exercicio, durante o
qual a droga preveniu o aumento da pressdo atrial esquerda média e da pressdo diastdlica final
(Tachibana et al., 2005).

Em um estudo randomizado em pacientes com insufici€éncia cardiaca avancada, o
levosimendan melhorou os padrdes de fluxo trans mitral e as velocidades diastolicas da valva
mitral, além de reduzir a ativa¢do neuro-hormonal e as citocinas pré-inflamatérias (Brixius et al.,
2002).

O levosimendan demonstrou ter um efeito positivo na funcio diastdlica em outros
contextos, incluindo cirurgia cardiaca (Malik et al., 2015) e atordoamento pds-isquémico (Sonntag
et al., 2004).

No entanto, os efeitos do levosimendan na fungdo diastdlica podem ser dificeis de
interpretar, ja que a func¢do diastélica também pode ser melhorada pela redugdo na pos-carga e pré-
carga do ventriculo esquerdo resultante de seu efeito vasodilatador, enquanto mudangas na pressao
atrial esquerda e o efeito cronotrépico positivo do levosimendan pode afetar ainda mais os indices

diastdlicos do ventriculo esquerdo (Farmakis et al., 2016).
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Em pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada devido a disfuncao sistélica do
ventriculo esquerdo, foi verificado que apds o tratamento com levosimendan observou-se um
aumentou de 28% no volume sistolico, 39% no indice cardiaco e um discreto aumento de 8% na
frequéncia cardiaca. Além destes resultados apresentados, observou-se diminui¢des nas pressoes
de enchimento dos lados esquerdo e direito do coragdo, na pressdo arterial sistémica e na
resisténcia vascular periférica. Ainda de acordo com este trabalho, os autores deste estudo supdem-
se que a dilatacdo arterial observadas por meio das diminuicdes das pressao arterial sist€mica e da
resisténcia vascular periférica, leve uma diminui¢cdo da pds-carga cardiaca e subsequentemente,
leve o aumento do volume sistélico com melhoras na dispneia e fadiga (Slawsky et al., 2000).

Ao avaliar pacientes com hipertrofia do ventriculo esquerdo submetidos a troca da valvula
em condi¢Oes controle e manutencio de pré-carga, pds-carga e frequéncia cardiaca controladas,
chegou-se a conclusdo de que o levosimendan apresentou efeito benéfico no desempenho sistélico
acompanhado por uma melhora no relaxamento do ventriculo esquerdo mostrado por meio do
aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico (IVRT), do tempo de desaceleracdo do
enchimento diastélico inicial (tempo E-dec), além, da diminui¢do da relagdo entre o pico de fluxo
sanguineo da velocidade do relaxamento do ventriculo esquerdo no inicio da didstole (a onda E) e
o pico do fluxo de velocidade no final da didstole causado pela contracdo atrial (a onda A) (razao
E / A) (Jorgensen et al., 2008).

Em cdes anestesiados, o levosimendan melhorou o acoplamento ventriculo arterial
esquerdo expresso pela relacao entre a contratilidade do ventriculo esquerdo e sua pos-carga (Pagel
et al., 1996). Este mesmo efeito também foi observado em porcos por meio de um modelo de
disfuncdo ventricular direita aguda, onde o levosimendan restaurou o acoplamento ventriculo
arterial direito aos niveis normais, pois aumentou a contratilidade junto com a reducdo da pds
carga do ventriculo direito (Missant et al., 2007).

Além dos efeitos cardiovasculares citados em pardagrafos anteriores, o levosimendan pode
atenuar a remodelacdo cardiaca, conforme demostrado por meio de um modelo de hipertrofia
cardiaca induzida pela HAS em ratos Dahl / Rapp sensiveis ao sal em uma dieta rica em sal, onde
seu metabolito ativo da droga (OR-1896) foi capaz de prevenir a hipertrofia miocardica quando
administrado por via oral por 7 semanas, sem afetar a pressdo arterial além de melhorar a fun¢do
cardiaca atenuando o aumento de peptideos natriuréticos e reduziu a mortalidade animal

(Louhelainen et al., 2009).
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Os efeitos benéficos citados no pardgrafo anterior foram associados a reducao da apoptose
de cardiomidcitos e atenuagdo de distirbios de proteinas de manipulagcdo de célcio do miocardio
e reducdo na senescéncia miocardica, conforme determinado pela expressdao de mRNA de pl6
cardiaco (Vahtola et al., 2011).

Ao mesmo tempo que o levosimendan melhorou a fungdo cardiaca, ao reduzir a
insuficiéncia cardiaca, ele atenuou a apoptose de cardiomidcitos, reduziu os niveis de IL-6
miocdérdica, a proteina-1 quimioatrativa de mondcitos e o fator de crescimento do tecido conjuntivo
e preveniu distdrbios no manuseio de cédlcio miocardico expressdo de proteinas. Além disso,
também modulou (regulou para cima ou para baixo) a expressao de varios genes, incluindo aqueles
envolvidos no sistema renina-angiotensina-aldosterona e no metabolismo glicerol-lipideo
(Vahtola et al., 2011).

Uma modulagdo favoravel do metabolismo da matriz extracelular pelo levosimendan
pode ser parcialmente explicada pela preven¢do da remodelacdo cardiaca (Farmakis et al., 2016),
sendo que ao ser verificado in vitro a migracdo de fibroblastos cardiacos em ratos adultos
induzidos por IL-1p (um processo chave na remodelagdo cardiaca), houve a inibi¢cdo da secre¢dao
de metaloproteinase de matriz (MMP) - 9 (Okada et al., 2013). Além disso, no tratamento clinico
o levosimendan foi capaz de reduzir os niveis circulantes de MMP-2 em pacientes com IC

agudamente descompensada (Tziakas et al., 2005).

5. MATERIAIS E METODOS:

O presente trabalhou consistiu em uma pesquisa experimental em animais, com cardter

comparativo, pois teve como caracteristicas registrar e analisar as varidveis.

5.1 AMOSTRA:

Trinta e seis ratas idosas (2 anos), formado por dois tipos de linhagens de animais, sendo 26
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) com massa corporal média de 220 gramas e 10 ratas wistar
com a massa corporal de 312 gramas que foram fornecidas pela Universidade Federal do Maranhdo

(UFMA).

Para realizacdo desta pesquisa, todos os procedimentos foram apresentados e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animais da Universidade Federal do Maranhdo sob a decisdo de

nimero: 23115.033898/2019-29 e realizados de acordo com as Diretrizes para o Cuidado e Uso de
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Animais de Laboratdrio, publicado pelo National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
revisto em 1996).

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo, no mdximo quatro animais em
cada uma, em ambiente com temperatura controlada de 22° - 24°, sob ciclo claro/escuro de 12 horas
e, tiveram livre acesso a dgua e alimento (Moreira et al., 2013). Como critérios de exclusdo, os
animais ndo puderam ser procedentes de outra linhagem, serem machos, ou terem apresentadas
qualquer patologia diferente da SHR.

Ap06s o novo periodo de adaptacao nestas novas condi¢des das gaiolas coletivas, tantos para
os animais wistar e SHR, os animais SHR foram inicialmente e aleatoriamente divididos em 3 grupos:
grupo controle SHR (n: 10), grupo tratado com levosimendan por 30 dias (LEV 30 D) (n: 8) e grupo
tratado com levosimendan por 60 dias (LEV 60 D) (n: 8). Os animais tratados com levosimendan

utilizaram uma dose didria de 0,05 pg/kg/min em 1 ml de soro fisiol6gico administrada por gavagem

(Hillestad et al., 2013).

5.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTALIS:

PROTOCOLO EXPERIMENTAL
4 grupos (36 ratas idosas com 2 anos): — Pletismografiabasal e a cada 15 dias
o Wistar: 10 animais
» SHR controle: 10 animais sem tratamento. ‘

+ SHR tratado: 8 animais tratados com LEV com uma dose
diéria de 0,05 pug/Kg/min durante 30 dias.

+ SHR tratado: 8 animais tratados com LEV com uma dose ‘
diéria de 0,05 pg/Kg/min durante 60 dias.

Canulacaoda Artéria e Veia Femoral

Ao final de cada protocolo foram registrados:
* Medidas Hemodinamicas

* Variabilidade da Pressdo Arterial

* Intervalo de Pulso

¢ Analise Simbolica.

* Peso Corporal.

* Coragao 7 ‘
* Ventriculo Direito

* Ventriculo Esquerdo Eutanisia

¢+ Pulmio ‘
* Figado

+ Anélise das Células Inflamatdrias

' le Drreaa — Retirada e Analise dos Pesos dos Tecidos +  Andlise do Coldgeno no Coracio
* Rim Esquerdo J

Figura 4: Protocolos experimentais
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5.2.1  Pletismografia (medida da pressdo arterial indireta):

Com o objetivo de avaliar o comportamento da pressao arterial das ratas espontaneamente
hipertensas e wistar ao longo de 60 dias estas medidas foram realizadas pelo método utilizado da
pletismografia da artéria caudal (registro indireto da pressdo arterial).

Os animais foram mantidos sob restricio de movimentos em caixa de acrilico e submetidos
a aquecimento moderado, para promover vasodilatacio da artéria caudal. O registro da pressdo
arterial caudal foi realizado por meio da colocagdo de um manguito de borracha na regido proximal
da cauda e ligado ao esfigmomandmetro para insuflar e desinsuflar gradualmente o manguito de 0 a
250/300 mmHg.

Numa por¢ao mais distal da cauda foi acoplado um transdutor pneumaético para detec¢ao dos
sinais de passagem da onda de pulso de pressdo arterial na artéria caudal e registrado no sistema
AT/CODAS (DataQ Instruments, Inc., Ohio, USA), com frequéncia de amostragem de 1000 Hz
(Carmo et al., 2011).

Os animais foram incialmente retirados do biotério e colocados em um laboratério de
experimentacdo (sala com isolamento acustico e diminui¢do de quaisquer fontes de ruido que
pudessem interferir na avaliagdo), sendo mantidos por 30 minutos neste local e de forma que
pudessem se adaptar a este laboratdrio durante 3 dias consecutivos nos quais foram realizados com
eles 5 medidas com intervalo de 30 segundo entre cada medida dentro de um compartimento
retangular adequado ao tamanho do animal, onde permaneceram por 5 minutos para adaptacao sobre
uma plataforma aquecida a 36° C e com a cauda conectada ao “cuff” do aparelho (Carmo et al., 2011).

ApoOs este periodo de adaptacdo, foram realizados os registros de pressdo arterial no
momento basal, 15°, 30°, 45° e 60° dia entre 08:00 e 12:00. Seguindo o mesmo protocolo do periodo
de adaptacao conforme pardgrafo anterior, foram realizadas 5 medidas, com intervalo de 30 segundos
entre as medidas e partir destas 5 medidas, realizou-se uma média entre estas medidas para se ter a

medida final de cada um dos animais no periodos determinados para registro das medidas.

5.2.2 Medidas Hemodinamicas:

Um dia ap6s o final do tratamento, 2 cateteres preenchidos com 0,06mL de solug@do salina
foram implantados na artéria e veia femoral (PE-10) de ratas anestesiados (50 mg / kg de cetamina e
10 mg / kg de xilazina) para medi¢Oes diretas de PA e administragdo de medicamentos,

respectivamente. Os ratos que receberam comida e dgua ad libitum foram estudados 1 dia apds a

48



colocagdo do cateter; os ratos estavam conscientes € podiam se mover livremente na gaiola durante
os experimentos. A canula arterial foi conectada a um transdutor de medidor de tensdo 6 (P23Db,
Gould-Statham), e os sinais de pressdo sanguinea foram registrados durante um periodo de 20 minutos
por um microcomputador equipado com uma placa conversora analdgica para digital (usando um
Dataq Instruments DI -720, resolu¢@o de medicao de 16 bits).

O software de registro de forma de onda WINDAQ / PRO foi usado para a aquisi¢cdo a 2.000
Hz por canal. Os dados registrados foram analisados batimento a batimento para quantificar as
mudancas na pressao arterial média (PAM), sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) e frequéncia cardiaca
(FC).

Doses crescentes de fenilefrina (0,25 a 32pg / kg) e nitroprussiato de sédio (0,05 a 1,6ug /
kg) foram administradas como injecdes em bolus sequenciais (0,ImL) para produzir respostas de
pressdo arterial variando de 5 a 40mmHg. Foi necessario um intervalo de 3 a 5 minutos entre as doses
para que a pressao arterial voltasse ao valor basal.

Aumentos ou diminui¢des de pico na PAM apds a injec@o de fenilefrina ou nitroprussiato de
sodio e as alteragdes de reflexo de pico correspondentes na FC foram registrados para cada dose da
droga. A sensibilidade barorreflexa (BRS) foi avaliada por um indice médio por meio de uma relacao
entre as alteragdes na FC e na PAM, permitindo a andlise separada do indice de reflexos de bradicardia
(BRI) e de taquicardia (TRI). O indice médio foi expresso em batimentos por minuto por milimetro

de mercurio (Farah et al., 1999).

O controle autondomico da frequéncia cardiaca foi avaliado apds o bloqueio farmacolégico
do sistema nervoso parassimpdtico e simpatico com drogas anticolinérgicas e betabloqueadoras. O
bloqueio farmacoldégico do sistema nervoso parassimpdtico foi realizado com administragdo
endovenosa de um anticolinérgico (Metilatropina, 4mg/Kg, Sigma—EUA), verificando-se a pressao
arterial e a frequéncia cardiaca ap6s 5 minutos. O bloqueio farmacolégico do sistema nervoso
simpdtico foi realizado com administracdo endovenosa de um betabloqueador (Propranolol, 4mg/Kg

Sigma—-EUA), verificando-se a pressao arterial e frequéncia cardiaca ap6s 5 minutos.

A frequéncia cardiaca basal de cada rata foi considerada como sendo a média das frequéncias
controle nos dois dias de experimento. Para o valor de frequéncia cardiaca atingido por cada droga
foi considerado a resposta mdxima de variacdo da frequéncia cardiaca apds a administracdo de cada
droga. A frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) foi considerada como sendo a média das frequéncias

cardiacas finais obtidas ap6s o duplo bloqueio farmacolégico nos dois dias de experimento. O tonus
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vagal foi considerado como sendo a diferenca entre a frequéncia cardiaca intrinseca e frequéncia
cardiaca minima atingida ap6s o bloqueio com Atenolol. O tonus simpético foi considerado como
sendo a diferenca entre a frequéncia cardiaca maxima obtida apds o bloqueio com Metilatropina e a

frequéncia cardiaca intrinseca.

5.2.3  Variabilidade da Pressao Arterial e do Intervalo de Pulso:

A anélise no dominio do tempo consistiu no cédlculo da Média Intervalo de Pulso (PI) e da
PAS, bem como sua variabilidade como o desvio padrdo de suas respectivas séries temporais (VAR
IP) e 0o RMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes. Na andlise no dominio da frequéncia, o método Fast Fourier Transforming (FFT) foi
usado para avaliar variabilidade da FC e da PA.

As bandas espectrais foram: banda de muito baixa a frequéncia (VLF): 0,0-0,2 Hz; baixa
frequéncia (LF): 0,2-0,75 Hz (modulacdo simpatica cardiaca); alta frequéncia (HF; modulacao
parassimpatica cardiaca): 0,75-3 Hz foram definidas de acordo com a literatura (Camm et al., 1996).

A poténcia espectral para as bandas LF e HF foi calculada por meio da integracdo da
densidade do espectro de poténcia dentro de cada largura da banda de frequéncia. A densidade de
poténcia de cada componente espectral foi calculada tanto em valores absolutos quanto em unidades
normalizadas. A poténcia em LF e em HF para os intervalos de pulso foi normalizada pelo calculo da
variancia menos a poténcia em frequéncia muito baixa (VLF) e foi expressa em unidades
normalizadas (%). O equilibrio da taxa da modulag@o simpdtica e parassimpdtica foi definido pela
razdo LF/HF. Para avaliagdo da variabilidade da pressao arterial sistolica foi avaliado o indice VPAS
(variancia da pressao arterial sistdlica).

No dominio da frequéncia, foi avaliado o indice LFPAS (componentes de baixa frequéncia
da pressao arterial sist6lica). O componente LFPAS foi considerado marcador da modulacao cardiaca

simpatica eferente e da modulacdo vascular (Moraes-Silva et al., 2013).
5.3.3  Andlise Simbdlica:

Uma andlise simbolica foi realizada utilizando um procedimento previamente descrito e
validado (Goldstraw et al., 2007). Para isso, foram usados os mesmos 5 minutos da gravacao

selecionada por iRR. Em seguida, uma abordagem de granulacdo grossa baseada em um
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procedimento de quantizacdo uniforme foi utilizada para transformar a série iRR em uma sequéncia
de simbolos. O mesmo comprimento foi usado para todas as avaliagdes.

A variacdo completa de sequéncias foi distribuida uniformemente em seis niveis (de 0 a 5)
e, em seguida, os padrdes de comprimento foram construidos. Portanto, cada animal e cada condi¢do
experimental tinha sua propria variacao de intervalos iRR.

A entropia de Shannon foi calculada para fornecer uma quantificacao da complexidade da
distribuicdo do padrdo. Todos os padrdes possiveis (ou seja, 216) foram separados em trés familias
denominadas padrdes sem variacdo. Essas sequéncias foram separadas em seis niveis, e todos os
padrdes possiveis foram divididos em quatro grupos, consistindo em padrdes com (a) nenhuma
variacdo (0V, trés simbolos iguais, associados com modulagdo simpética); (b) uma variacdo (1V, dois
simbolos iguais e um diferente associado a modula¢do simpdtica e parassimpatica); (c) duas variacoes
provaveis / semelhantes (2LV e associadas a modulacdo parassimpdtica); e (d) duas variacdes

improvaveis / dissimilares (2UV e associadas a modulag¢do parassimpatica).

5.3.4  Massas corporais de animais e tecidos:

Ap0s o registro das medidas hemodinamicas, os animais foram eutanasiados por decapitacao
sem anestesia. Em seguida, foram coletados os seguintes tecidos para pesagem em balanca de alta
precisao (Mettler Toledo, modelo AB104 - Fabricado na Suica): massa corporal do animal, e dos
seguintes tecidos: coragdo, ventriculo direito, ventriculo esquerdo, pulmao, figado, rim direito e rim

esquerdo.
5.3.5 Andlise e contagem das células inflamatdrias:

A andlise e contagem das células inflamatdrias (neutréfilos, linfécitos, macréfagos e células
totais inflamatdrias) do coracdo e figado foram realizadas apds a retirada dos tecidos corporais do
coracdo e figado onde as 1aminas foram examinadas com o microscopio optico (Axiolab, Carl Zeiss
Inc, Germany) e fotografados em dez campos consecutivos e realizou-se a contagem manual das
células com auxilio do programa Image J 1.45 (NHI, Bethesda, MD), utilizando o plug-in “cell
counter”. Todas as andlises foram efetuadas de forma cega sob aumento de 400 x de microscopia e

sendo expressas pela unidade de medida de micrémetro ctibico (um?).
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5.3.6  Andlise e contagem da porcentagem de coldgeno presente no coragao:

O coragdo emblocado em parafina foi submetido a cortes transversais em secgoes de 4 pm
de maneira a analisar os ventriculos direito e esquerdo separadamente. Os cortes foram colocados em
laminas silanizadas, para evitar deslocamento dos mesmos durante os procedimentos histolégicos.
Foram corados por picrosiriusred e, posteriormente, realizada a andlise morfométrica para a
quantificacdo da fracdo do volume de coldgeno intersticial (FVCI). Para tanto, foi utilizado o
programa Qwin Image Processingand Analysis Software (Leica Microsystems Cambridge Ltd.)
acoplado a microscopia 6tica. A quantificacdo da fracdo da drea de coldgeno intersticial foi
determinada calculando-se a porcentagem da area de colageno sobre a drea total do miocérdio,

analisando-se todos os campos de um corte, utilizando-se a objetiva de 5x 61.

5.4, ANALISE ESTATISTICA:

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad (Versao 9.0 for Windows;
Inc., La Jolla, CA, EUA). O teste de normalidade usado foi o Shapiro Wilk. Apds o teste de
normalidade os resultados foram apresentados pela média + desvio padrdo. Para comparacgdo entre os
grupos, foi usado o Anova One-way seguida do Teste Pos Hoc de Tukey. E para comparacdo entre
os grupos ao longo de cada periodo, foi usado o Anova Two-way, seguida do Teste de Pos Hoc de

Tukey. Para todos os testes utilizados, o nivel de significancia estatistica estabelecido foi de: p < 0,05.

S. RESULTADOS:

De acordo com a tabela 1 a seguir, ao comparar a massa corporal total do grupo wistar com
os demais grupos, foi possivel observar que o grupo wistar foi o que apresentou maior massa corporal
quando comparado com os grupos SHR controle e SHR tratados (uso de levosimendan durante 30
dias e 60 dias).

Ao comparar a massa corporal total do coragdo, observou-se que o grupo tratado com
levosimendan por 60 dias apresentou menor massa corporal e com diferenca estatistica significativa
em relacdo ao grupo SHR controle, mas, nao houve diferenga entre os demais grupos (wistar, SHR
controle e levosimendan tratado por 30 dias). Porém, ao comparar a massa corporal relativa do

coragdo nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Em relacdo a massa corporal dos pulmdes, foi possivel observar que os animais SHR
controle e tratados com levosimendan (30 e 60 dias) apresentaram menor massa corporal dos pulmdes
ao comparar com o grupo wistar evidenciando diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
wistar com SHR controle e tratados. No entanto, ao verificar a massa corporal relativa dos pulmoes,
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos.

Em relacdo as massas corporais totais e relativas dos tecidos do ventriculo direito, rim direito
e rim esquerdo dos grupos wistar, SHR controle com os grupos tratados com levosimendan por 30 e
60 dias foi possivel observar que nao houve diferencas entre os grupos.

Porém, ao comparar as massas corporais dos ventriculos esquerdos nos grupos tratados com
levosimendan (30 e 60 dias) foi possivel observar diminui¢des estatisticamente significativa nestes
grupos em relacdo ao grupo SHR. Ainda em relacio a massa corporal do ventriculo esquerdo,
observou-se que o grupo SHR controle apresenta maior massa total quando comparado com o grupo
wistar. No entanto, a0 comparar as massas corporais relativas dos ventriculos esquerdos entre os
grupos SHR nao tratados, tratados com levosimendan e wistar, ndao houve diferenca estatisticamente
significativa entre estes grupos indicando que talvez este medicamento talvez ndo exerca efeitos
colaterais no ventriculo esquerdo dos animais estudados. Sobre o figado, foi possivel observar
diferenca estatisticamente significativa entre o massa corporal total deste 6rgdo com menor massa
corporal do grupo tratado com este farmaco por 60 dias quando comparado com o wistar, porém, ao
comparar a massa corporal relativa deste 6rgao, ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre todos os grupos.
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Tabela 1: Massas corporais totais dos animais € massas corporais totais e relativas dos tecidos

Wistar SHR controle LEV30D LEV60D

(n: 10) (n:10) n: 8) n: 8)
Massa corporal total (g) e massa corporal relativa dos tecidos em gramas (g/100g)
Massa corporal total 312+39 220 + 2F 214 +9f 231 +4f
Massa corporal total do coracao 1,06 £ 0,1 1,3 +0,07 1,1 £0,05 0,97 +0,05
Massa corporal relativa do coracdo 0,52 +0,1 0,58 +0,1 0,60+0,04 0,42 +0,03
Massa corporal total do ventriculo direito 0,2+04 0,2+0,02 0,2+0,06 0,14+0,02
Massa corporal total relativa do ventriculo direito 0,07 £0,02 0,09+0,01 0,12+0.08 0,06=+0,01
Massa corporal total do ventriculo esquerdo 0,6+0,1 0,83 +0,03" 0,7+0,01* 0,7+0,05
Massa corporal relativa do ventriculo esquerdo 0,28 + 0,07 0,38+0.06 0,34+0,01 0,27 +0,06
Massa corporal total do pulmao 2,6 £0,6 1,9 £ 0,047 1,6 £0,3" 1,7+0,17
Massa corporal total relativa do pulmao 1,19 +0,3 0,84 +0,06 0,79+0,14 0,75+0,1
Massa corporal total do figado 8,7+1,6 72+04 8,01+0,5 7,01+001"
Massa corporal total relativa do figado 34+0,7 3,25 +0,1 4,03+0,84 3,04 +0,03
Massa corporal total do rim direito 0,98 +0,5 1,0 £0,05 1,0 £0,02 0,9 + 0,08
Massa corporal total relativa do rim direito 0,44 + 0,05 042+0,07 0,51+0,01 0,36 +0,07
Massa corporal total do rim esquerdo 0,91 +£0,8 0,9 +0,09 1.0 +£0,02 0,8 +0,07
Massa corporal total relativa do rim esquerdo 0,41 + 0,08 044 +0,02 0,50+0,01 0,35+0,06

SHR controle: grupo controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30 dias;
LEV 60 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, * p <0,05 60
D vs grupo controle SHR; # p <0,05 30 D vs grupo de controle SHR, "p <0,05 vs Wistar.

A Figura 5 a seguir mostra o acompanhamento da pressdo arterial sistolica por meio da

pletismografia ao longo de 60 dias dos grupos wistar, grupo controle de ratas espontaneamente

hipertensas (SHR — Control), grupo de ratas espontaneamente hipertensas tratadas com

levosimendan por 30 dias (LEV 30 D) e grupo de ratas espontaneamente hipertensas tratadas

com levosimendan por 60 dias (LEV 60 D). Os resultados mostram que ao longo de todo o

protocolo experimental, o grupo wistar apresentou diferenca estatisticamente significativa ('p

<0,05 vs Wistar) e se manteve com menores valores de pressdo arterial sistolica quando

comparado com os outros grupos. Se observa também que ao longo de 60 dias os grupos SHR

controle e wistar permaneceram com valores praticamente inalterados e as pressoes arteriais

sistdlicas dos grupos tratados com levosimendan foram diminuindo com o passar dos dias,

mas, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e grupo
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SHR controle até a medida realizada no 15° dia. Porém, na analise realizada no 30° dia, a
pressdo sistélica diminuiu nos grupos (LEV 30 D e LEV 60 D) apresentando diferenca
estatisticamente significativa (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR-controle; #p <0,05 LEV 30
D vs grupo SHR-controle; Tp <0,05 vs Wistar) nos grupos tratados com LEV sobre o grupo
controle SHR. Nas andlises realizadas no 45° e 60° dia, a pressao sistdlica continuou a diminuir
no grupo LEV 60 D e ao comparar com o grupo SHR controle onde houve diferenca
estatisticamente significativa (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR-controle; Tp <0,05 vs
Wistar). Nas andlises dos dias 45° e 60° dia, ndo foram apresentados os resultados do grupo

LEV 30 D, pois, o protocolo experimental deste grupo foi encerrado no 30° dia.

Pressao arterial sistdlica
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Figura 5: Curva de acompanhamento da pressdo arterial sistdlica por meio da pletismografia dos
grupos wistar, SHR controle e grupos tratados com levosimendan ao longo de 60 dias.

A Figura 6 a seguir mostra o acompanhamento da pressdo arterial diastélica por meio
da pletismografia ao longo de 60 dias dos grupos wistar, grupo controle de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR — Control), grupo de ratas espontaneamente hipertensas tratadas com
levosimendan por 30 dias (LEV 30 D) e grupo de ratas espontaneamente hipertensas tratadas
com levosimendan por 60 dias (LEV 60 D). Os resultados mostram que até o 45° dia o grupo

wistar apresentou diferenca estatisticamente significativa ('p <0,05 vs Wistar) e se manteve com
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menores valores de pressdo arterial diastélica quando comparado com os outros grupos. Mas, no
60° dia ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo wistar e o grupo LEV 60
D. Se observa também que ao longo de 60 dias os valores da pressdo arterial diastélica foram
aumentando no grupo SHR controle e permanecendo praticamente inalterada no grupo wistar.
Em relagdo aos grupos SHR tratados com levosimendan (LEV 30 D e LEV 60 D) observou-se
diminui¢Ges da pressoes arteriais diastélicas ao longo dos dias, sendo possivel observar diferenca
estatisticamente significativa na pressao diastélica diminuida no grupo LEV 30 D na andlise
realizada no 15° dia em relag@o ao grupo SHR controle. Na andlise do 30° dia, a pressao diastdlica
diminuiu nos grupos (LEV 30 D e LEV 60 D) apresentando diferenga estatisticamente
significativa (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR-controle; *p <0,05 LEV 30 D vs grupo SHR-
controle; p <0,05 vs Wistar) nos grupos tratados com LEV em relacdo ao grupo controle SHR.
Nas analises realizadas no 45° e 60° dia, a pressado diast6lica continuou a diminuir no grupo LEV
60 D e ao comparar com o grupo SHR controle houve diferenga estatisticamente significativa (*
p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR-controle; Tp <0,05 vs Wistar). Nas analises dos dias 45° e 60°
dia, ndo foram apresentados os resultados do grupo LEV 30 D, pois, o protocolo experimental

deste grupo foi encerrado no 30° dia.
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Figura 6: Curva de acompanhamento da pressao arterial diastélica por meio da pletismografia
dos grupos wistar, SHR controle e grupos tratados com levosimendan ao longo de 60 dias.
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Conforme tabela 2 a seguir, foi possivel observar que nas varidveis hemodinamicas houve
diferenca estatisticamente significativa com diminui¢do da pressdo sistdlica sanguinea no grupo LEV
60 D em relacdo ao grupo SHR controle, indicando uma melhora na pressdo sistélica quando
comparado com este grupo. Ainda em relacao a pressao sistdlica, o grupo wistar foi o que apresentou
menor pressdo apresentando diferenca estatisticamente significativa em relagcdo os grupos SHR nédo
tratados e tratados por 30 e 60 dias.

Em relacdo a variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia,
quanto ao indice da raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes em um intervalo de tempo, observou-se que houve diferenca estatisticamente significativa
com menores valores no grupo LEV 60 D em relacido ao grupo SHR controle indicando com isto,
uma melhor atividade parassimpética neste grupo tratado com levosimendan por 60 dias em relacdo
ao grupo SHR controle. Ainda na variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da
frequéncia em relacao ao indice de alta frequéncia (HF-%) o grupo LEV 60 D apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo SHR controle com este grupo apresentando melhor
atividade parassimpdtica. Quanto ao indice (LF-%), houve também diferenca estatisticamente
significativa com diminui¢do da atividade simpatica do grupo LEV 60 D em relacdo ao grupo SHR
controle. No indice do equilibrio da razdo da modulacdo simpatica e vagal (LF / HF), também foi
observada a diferenca estatisticamente significativa com diminui¢do em ambos os grupos tratados
com levosimendan quando comparados com o grupo SHR controle, evidenciando melhora no balango
simpatovagal principalmente sendo mais evidente no grupo LEV 60 D em comparac¢do ao grupo SHR
controle.

Na analise simbolica em relacdo ao indice duas variacOes improvaveis / diferentes e
associadas a modulagdo parassimpatica (2UV) houve diferenca estatisticamente significativa com um
aumento no grupo LEV 60 D em relag¢do ao grupo SHR controle e com isto, evidenciando uma melhor

modulacdo parassimpatica do grupo LEV 60 D em relacdo ao grupo SHR controle.
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Tabela 2: Comportamento da modulacdo autondmica cardiaca na frequéncia e dominio de tempo, andlise
simbdlica do grupo controle de ratas espontaneamente hipertensas e grupos de ratas tratadas com levosimendan.

Wistar  QHR controle ~ LEV 30D LEV 60 D
(n: 10) (n: 10) (n: 8) (n: 8)
Variaveis Hemodinamicas
PAS (mmHg) 114 +3 184 + 77 169 + 7° 152 + 57
PAD (mmHg) 85+2 101 £ 10 87+5 95+6
IP (ms) 183+29 153 +7,7° 150 +£2,77 156 +4,37
Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) no Dominio do Tempo e da Frequéncia
VAR IP (ms?) 110 £ 18,4 41,3 £ 101 48,6 9,9 70.5 £ 17,6
RMSSD (ms) 7,6 +0,8 3,7 +047 3,3+0,3" 6,3+0,7°
LF (ms?) 2,8+ 1,8 4,6 + 37 2,4+05" 2,8+09
HF (ms?) 140+ 1,6 6,3 + 0,87 3,9+0,77 10+1,6"1
LF (%) 16 +20 41 + 10f 33+ 47 19+1°
HF (%) 84 +8f 63 +97 67 + 47 81+1"
LF/HF 0,2+0,1 1,3+0,47 0,5+0,17 0,2+03"
Variabilidade da Pressao Arterial Sistolica no Dominio do Tempo e da Frequéncia
VPAS (mmHg?) 24 +£10 125 + 307 68 + 11 62+8
LFPAS (mmHg?) 2,26 1,1 18,5+ 77 17 £ 31 19,5 + 37
Anadlise Simbélica
0V (%) 16,7+7,5 52,6 £2.47 50 £5,5° 56 3,77
1LV (%) 39,70 £6,3 37,5+ 1,6 37,5+3 32+£28
2LV (%) 6,5+24 22+0,5 22+0,5 2,7+£0,7
2UV (%) 37,03 £4,7 6,6 0,7 73097 98+0,7 "1

SHR controle: grupo controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo rata tratada com LEV por 30 dias;
LEV 60 D: Grupo rata tratada com LEV por 60 dias; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica;
IP: Intervalo de pulso expressos em milissegundos;, VFC: Variabilidade da frequéncia cardiaca;, VAR IP: varidncia do
intervalo de pulso; RMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais adjacentes
em um intervalo de tempo expressos em milissegundos; LF: Baixa frequéncia; HF: alta frequéncia; LF / HF: O equilibrio
da razdo da modulacdo simpdtica e vagal; VPAS: varidncia da pressdo arterial sistolica; LFPAS: Componente de baixa
frequéncia da varidncia da pressdo arterial sistolica;, OV (%): sem variacdes, trés simbolos iguais e sdo associados a
modulacdo simpdtica; 1V (%): uma variacdo, dois simbolos iguais e um diferente associado a modulacdo simpdtica e
parassimpdtica); 2LV (%): duas variagcoes provdveis / semelhantes e associadas a modulagdo parassimpdtica; 2UV (%):
duas variagées improvdveis / diferentes e associadas a modulacdo parassimpdtica. Teste estatistico, ANOVA de uma via,
post hoc de Tukey, * p <0,05 LEV 60 D vs grupo de controle SHR, #p <0,05 LEV 30 D vs grupo de controle de SHR, "p
<0,05 vs Wistar.
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A Figura 7 a seguir, mostra os efeitos do tratamento com levosimendan por 30 e 60 dias
sobre a pressdo diastdlica final onde foi possivel verificar que houve diferenca estatisticamente
significativa (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR "p <0,05 vs Wistar) onde se observa menor pressio
diastélica final no grupo LEV 60 D em relag¢do ao grupo SHR controle e do grupo wistar em relacao

a todos outros grupos.

Pressao diastolica final

Grupos

Figura 7: Pressao diast6lica final
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A Figura 8 a seguir mostra os efeitos do tratamento com levosimendan por 30 e 60 dias
no Indices de Respostas Taquicérdicas (TRI) e Indices de Resposta Bradicardicas (BRI) onde foi
possivel verificar que houve diferenca estatisticamente significativa (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo
SHR-controle; #p <0,05 LEV 30 D vs grupo SHR-controle; Tp <0,05 vs Wistar) e se verifica indices
de respostas bradicardicas e taquicdrdicas mais evidentes entre os grupos tratados com

levosimendan sobre o grupo controle SHR e do grupo wistar em relagdo a todos outros grupos.

Indices de Respostas Bradicardicas e Taquicardicas
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Figura 8: Indice de respostas bradicardicas e taquicardiacas. SHR controle: grupo controle de ratas
espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo rata tratada com LEV por 30 dias; LEV 60 D: Grupo rata
tratada com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, * p <0,05 LEV 60 D vs
grupo de controle SHR, #p <0,05 LEV 30 D vs grupo de controle de SHR, 'p <0,05 vs Wistar.
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A tabela 3 a seguir, apresenta o comportamento do tonus autonomico dos grupos wistar,
grupo controle das ratas espontaneamente hipertensas (SHR controle) e dos grupos tratado com
levosimendan (LEV 30 D e LEV 60 D). Os resultados desta tabela evidenciaram que em relagao ao
tonus vagal (TV), houve diferenca estatistica significativa do grupo LEV 60 D em relagdo ao grupo
SHR controle (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR-controle) mostrando aumento do ténus vagal do
grupo LEV 60 D em relacdo ao grupo controle.

Tabela 3: Comportamento do tonus autondmico dos grupos wistar, grupo controle das ratas espontaneamente
hipertensas (SHR controle) e dos grupos de ratas espontaneamente hipertensas tratadas com levosimendan
durante 30 e 60 dias

Wistar SHR controle LEV 30D LEV 60D
(n: 10) (n: 10) (n: 8) (n: 8)
TONUS
AUTONOMICO
FCI (bpm) 4242 + 132 342,7+11,8% 3672+11.27 343,6 +72°1
TV (bpm) 42,8 +£6,2 12,34 + 2,87 11,04 +2,37 2529 +23""
TS (bpm) 41,97 £ 8,6 78,91 + 7,37 86,5 + 12,37 58,43+ 4,77

SHR controle: grupo controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo rata tratada com LEV por
30 dias; LEV 60 D: Grupo rata tratada com LEV por 60 dias; FCI: Frequéncia cardiaca intrinseca; TV: Tonus
vagal; TS: Tonus simpdtico; bpm: batimentos por minuto. Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de Tukey,
*p <0,05 LEV 60 D vs grupo de controle SHR, #p <0,05 LEV 30 D vs grupo de controle de SHR, "p <0,05 vs Wistar.
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A Figura 9 mostra a porcentagem de coldgeno presente no coracao entre os grupos wistar,
grupos SHR controle e grupos tratados, onde é possivel verificar diferenca estatisticamente
significativa (* p <0,05 LEV 60 D vs Grupo SHR - controle; *p <0,05 LEV 30 D vs grupo SHR-
controle; 'p <0,05 vs Wistar) com os grupos tratados apresentando menores porcentagens de

coldgeno em relacdo ao grupo SHR controle.
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Figura 9: Porcentagem de coldgeno presente no coracdo. SHR controle: grupo
controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo rata tratada
com LEV por 30 dias; LEV 60 D: Grupo rata tratada com LEV por 60 dias; Teste
estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, (* p <0,05 LEV 60 D vs grupo
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de controle SHR, #p <0,05 LEV 30 D vs grupo de controle de SHR, fp <0,05 vs
Wistar).

A figura 10, apresenta fotomicrografias de coldgeno presente no coragdo. Ela é
subdividida em 4 partes, sendo a 10a representada pelo grupo wistar, 10b pelo grupo SHR —
controle, a 10c pelo grupo SHR tratado com levosimendan por 30 dias e a 10d pelo grupo SHR

tratado com levosimendan por 60 dias.

A —

Yol e D
FIGURA 10c—LEV 60 D

Figural0: Fotomicrografias de coldgeno presente no coracdo
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A Figura 11 apresenta a andlise e contagem dos neutrdfilos presentes no coragio

evidenciando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

NEUTROFILOS NO CORACAO

Grupos

Figura 11: Andlise e contagem dos neutréfilos presentes no coracdo. SHR controle: grupo
controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por
30 dias; LEV 60 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma
via, post hoc de Tukey, p <0,05.
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A Figura 12 apresenta a anélise e contagem dos linfdcitos presentes no coragdo evidenciando

que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 12: Anilise e contagem dos linfécitos presentes no coracdo. SHR controle: grupo controle
de ratas espontaneamente hipertensas;, LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30 dias;
LEV 60 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via,
post hoc de Tukey, p <0,05.
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A Figura 13 apresenta a andlise e contagem dos macrdéfagos presentes no coragdao
evidenciando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

MACROFAGOS NO CORACAO

Grupos

Figura 13: Andlise e contagem dos macréfagos presentes no coragdo. SHR controle: grupo
controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30
dias; LEV 60 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via,
post hoc de Tukey, p < 0,05.
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A Figura 14 apresenta a andlise e contagem da inflamacgdo total presente no coracio
evidenciando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

INFLAMACAO TOTAL NO CORACAO

Figura 14: Anidlise e contagem da inflamacéo total no coragdo. SHR controle: grupo controle de
ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30 dias; LEV 60
D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de
Tukey, p <0,05.

300+

200+

~ 100- :

o
:I

Grupos

67



A Figura 15 apresenta a anélise e contagem de neutréfilos presentes no figado evidenciando

que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

NEUTROFILOS NO FIGADO

Grupos

Figura 15: Andlise e contagem dos neutréfilos presentes no figado. SHR controle: grupo
controle de ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV
por 30 dias; LEV 60 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA
de uma via, post hoc de Tukey, p <0,05.
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A Figura 16 apresenta a andlise e contagem de linfécitos presentes no figado evidenciando

que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 16: Anidlise e contagem dos linfécitos presentes no figado. SHR controle: grupo controle de
ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30 dias; LEV 60 D:
Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, p
<0,05.
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A Figura 17 apresenta a andlise e contagem de macréfagos presentes no figado evidenciando

que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

MACROFAGOS NO FIGADO

Grupos

Figura 17: Andlise e contagem dos macréfagos presentes no figado. SHR controle: grupo controle de ratas
espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30 dias; LEV 60 D: Grupo

ratas tratadas com LEV por 60 dias, Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, p <0,05.
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A Figura 18 apresenta a andlise e contagem da inflamacdo total presente no figado

evidenciando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

INFLAMACAO TOTAL NO FiIGADO

Figura 18: Andlise e contagem da inflamacao total no figado. SHR controle: grupo controle de
ratas espontaneamente hipertensas; LEV 30 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 30 dias; LEV
60 D: Grupo ratas tratadas com LEV por 60 dias; Teste estatistico, ANOVA de uma via, post hoc
de Tukey, p <0,05.
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6. DISCUSSAO:

Os objetivos deste estudo foram de verificar se o tratamento durante 30 e 60 dias com
levosimendan em um modelo de hipertensdo arterial sistémica em ratas idosas espontaneamente
hipertensas (SHR) causara redugdo da pressao arterial, melhora na fun¢ao autondmica cardiaca e no
balanco simpatovagal em animais tratados com este medicamento durante 30 e 60 dias, pois, nas
mulheres, o envelhecimento coincide com a menopausa, durante a qual ocorre uma reducao
significativa na produc¢do de hormonios ovarianos e aumento da predisposi¢ao a disfunc¢do endotelial,
HAS e desequilibrio autondmico.

Embora ja& existam pesquisas que ja tenha utilizado o levosimendan em ratas
espontaneamente hipertensas para verificar seus efeitos hemodinamicos de forma aguda (Follath et
al., 2002; Kivikko et al., 2003; Tachibana et al., 2005; Honisch et al., 2010; Nan et al., 2017), seja
por via oral por meio da gavagem (Kivikko et al., 2015; Li et al., 2020), via infusdo (Follath ef al.,
2002; Kivikko et al., 2003; Abril-Molina et al., 2020) ou inalatéria (Kundra et al., 2018; Tavares-
Silva et al., 2020), diferentemente de outros trabalhos cientificos, nosso estudo procurou avaliar os
efeitos durante 30 e 60 dias desta droga admnistrada via oral por meio da gavagem com doses didrias
de 0,05 pg / Kg de forma cronica durante 60 dias em ratas idosas espontaneamente hipertensas sobre
as varidveis hemodinamicas. E também, de acordo com o nosso levantamento bibliogréfico, ndo
foram encontrados estudos que focassem sobre os efeitos do levosimendan no tratamento da HAS.

Os principais achados da nossa pesquisa foram que o levosimendan promoveu uma
diminui¢do da pressao arterial, principalmente da pressdo arterial sistélica, melhorou a variabilidade
da frequéncia cardiaca no dominio do tempo e da frequéncia em relacdo aos indices: (1) raiz quadrada
da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais adjacentes em um intervalo de
tempo (RMSSD) que corresponde ao tonus vagal mostrou aumento deste tonus no grupo tratado por
60 dias em relacdo ao grupo SHR controle, (2) aumento alta frequéncia (HF - %) que corresponde a
modulacdo respiratéria, sendo um indicador da atuagdo da atividade parassimpdtica sobre o coracdo,
(3) diminuicdo da baixa frequéncia (LF - %) que € decorrente da acdo conjunta dos componentes
vagal e simpético sobre o coracdo, com predominancia da atividade simpdtica e (4) diminuicao do
equilibrio da razdo da modulacdo simpdtica e vagal (LF / HF), evidenciando melhora no balango
simpatovagal.

Outro achado importante desta pesquisa foi apresentado na andlise simbdlica em relacdo ao
indice de duas variacdes improvaveis / diferentes e associadas a modulacao parassimpatica (2UV),

sendo indicativo de melhor modulagdo parassimpatica.
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E ainda com resultados importantes relativos aos efeitos do levosimendan, observou-se em
relacdo aos indices de respostas bradicardicas e taquicardicas, uma melhora da sensibilidade
barorreflexa promovida pelo levosimendan e a diminui¢c@o da pressao diastdlica final.

Nas medidas hemodinamicas analisadas de maneira direta por meio de catéteres canulados
na artéria e veia femoral, quando se compara a porcentagem de redugdo da pressdo arterial sist6lica
do grupo levosimendan tratado por 60 dias em relagdo ao grupo SHR controle, observou-se uma
reducdo desta pressdo de 17,4%, e do grupo levosimendan tratado por 30 dias em relagdo ao grupo
SHR controle observou-se uma reducdo de 8,15%. No entanto na pressao arterial diastdlica, houve
um aumento de 1,9% do grupo tratado com levosimendan por 60 dias em relagdao ao grupo SHR
controle e uma diminuicao de 1,9% do grupo tratado com levosimendan por 30 dias. Vale ressaltar
que nestas medidas da pressdo sistolica, apenas houve diferenca estatistica entre o grupo tratado com
levosimendan por 60 dias em relagdo ao grupo SHR controle e que ndo houve diferenca estatistica na
pressdo diastdlica entre os grupos SHR tratados com levosimendan e ndo tratados.

Outro dado apresentado em nosso estudo na medida indireta por meio da pletismografia,
observou-se que a pressdo arterial foi diminuindo ao longo de 60 dias de protocolo experimental,
sendo o inicio desta diminuicao verificado a partir do 15° dia na pressao diastdlica do grupo LEV 30
D comparado com o grupo controle. Em relacdo as pressdes sistdlicas e diastélicas, foi possivel
observar que no 30° dia houve diminui¢des destas pressdes em ambos grupos tratados com
levosimendan e diminuindo ainda mais até 60° dia.

Embora, tenha sido evidenciado estes resultados na pletismografia, no método direto,
somente a pressdao arterial sistolica apresentou diminuicdo com diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo LEV 60 D e o grupo SHR controle.

Ao comparar a massa corporal total do grupo wistar com os demais grupos, foi possivel
observar que o grupo wistar foi o que apresentou maior massa corporal quando comparado com os
grupos SHR controle e SHR tratados (uso de levosimendan durante 30 dias e 60 dias), indicando que
talvez este menor massa corporal nos grupos SHR tratados e ndo tratados estejam relacionados com
0s processos patolégicos envolvidos na HAS.

Quanto a massa corporal total do ventriculo esquerdo, observou-se que o levosimendan
diminuiu a massa corporal total do ventriculo esquerdo nos grupos tratados, sugerindo que este
farmaco atenuou o remodelamento cardiaco na HAS. No entanto, ao verificar a massa corporal deste

tecido entre os grupos, ndo houve diferenca.
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Em relacdo a porcentagem de coldgeno presente no coragdo, ambos grupos tratados com
levosimendan apresentaram menor porcentagem de coldgeno quando comparado com o grupo SHR
controle, reforcando os achados quanto a massa corporal total do ventriculo esquerdo e quanto a
atenuacdo da remodelacdo cardiaca devido a uma provavel diminuicdo da sobrecarga cardiaca,
principalmente na massa corporal do ventriculo esquerdo.

A diminui¢do da pressdo diastdlica final apresentada em nosso estudo é corroborada com
outro estudo (Fukuta e Little, 2008) onde também se observa esta diminuicdo e que ela estd
relacionada com a diminuicdo da pré-carga que ocorre quando o coracdo estd no final da didstole
(Fukuta e Little, 2008) e que embora os efeitos do levosimendan em relacdo a pré-carga, pds-carga
e frequéncia cardiaca ja estejam bem evidenciados na literatura especifica (Slawsky et al., 2000), é
dificil avaliar uma possivel explicacdo direta do efeito do levosimendan no relaxamento precoce do
ventriculo esquerdo, devido aos seus outros efeitos cronotropicos e vasodilatadores que afetam as
andlises nos Indices Ecocardiograficos realizadas por meio do Doppler (Jorgensen et al., 2008).

Para tentar contornar estes efeitos cronotropicos e vasodilatadores das alteragdes
hemodinamicas que alteram a andlise nos indices Ecocardiograficos do Doppler induzidos pelo
levosimendan no relaxamento precoce do ventriculo esquerdo, foi realizado um estudo (Jorgensen et
al., 2008) com o objetivo de analisar os efeitos diretos deste farmaco no relaxamento precoce do
ventriculo esquerdo, avaliados por meio de altera¢des no tempo de relaxamento isovolumétrico. Para
isto, foram mantidas a pressdo adrtica e a pressao atrial esquerda em um nivel constante durante todo
o procedimento experimental por meio de infusdes de coloide e vasopressores.

Observou-se neste estudo (Jorgensen et al., 2008) que a evolucdo da pressdo arterial e da
pressdo atrial esquerda ndao foi significativamente diferente entre os grupos tratados com
levosimendan e o grupo placebo, sugerindo que a reducdo de 23% no tempo de relaxamento
isovolumétrico ocorreu na dose mais alta deste medicamento e que esta dose promoveu um
relaxamento isovolumétrico mais precoce, com inicio rdpido no tempo de relaxamento
isovolumétrico do ventriculo esquerdo e consequentemente, melhorando o enchimento ventricular.
Logo, conclui-se que o levosimendan, além de seus efeitos inotropicos, exerce um efeito lusitrépico
positivo direto em pacientes com hipertrofia do ventriculo esquerdo e apds a substitui¢do da vélvula
adrtica por estenose aortica (Jorgensen et al., 2008).

De acordo com uma revisao bibliografica (Farmakis et al., 2016), os efeitos do levosimendan
na fun¢do diastélica podem ser dificeis de interpretar, pois a funcdo diastélica também pode ser

melhorada pela reducdo da pds-carga e pré-carga do ventriculo esquerdo resultante de seu efeito
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vasodilatador, enquanto, as mudancas na pressdo atrial esquerda e o efeito cronotrdpico positivo do
levosimendan pode afetar ainda mais os indices diastdlicos do ventriculo esquerdo. Porém, seus
efeitos vasodiladores podem ser também explicados pela inibi¢do da fosfodiesterase III (Haikala e
Lindén, 1995) com a diminuicdo da resisténcia vascular periférica, consequentemente levando a
diminui¢do das pressdes nas cavidades cardiacas e dos vasos sanguineos, e por fim, melhora da
contratilidade cardiaca e das fun¢des sistdlicas ventriculares.

Outro fator é acoplamento ventriculo-atrial que avalia a relagdo entre a contratilidade
miocardica e a pOs carga arterial que é determinado pela razdo da elastincia sistdlica final com a
elastancia arterial efetiva (Pagel et al., 1996). Neste estudo com caes anestesiados, verificou-se que
apods o uso de levosimendan houve aumentos consistentes da contratilidade do ventriculo esquerdo e
uma redugdo na pos-carga neste mesmo ventriculo (Pagel er al., 1996). E no ventriculo direito
observou-se os mesmos efeitos do levosimendan em um modelo experimental de disfuncao
ventricular direita aguda em porcos induzidos por episédios repetitivos de isquémia e reperfusao
(Missant et al., 2007).

As drogas ionotropicas positivas que sdo classificadas de acordo com 2 mecanismos de
acoes: as mediadas por receptores e as ndo mediadas por receptores. E ambos mecanismos existem
um aumento da contratilidade miocardica, secunddria ao aumento das concentracdes intracelulares
de ions de célcio, entretanto, esse processo também estd associado a efeitos adversos (Tycinska et al.,
2020) que leva um aumento na demanda de oxigénio do miocardio e com isto, arritmogénese € morte
celular (Scoote e Williams, 2004).

Embora o levosimendan seja um inotrépico positivo, seu efeito ndo é obtido por meio do
aumento da concentragdo de célcio intracelular, mas sim ao abrir os canais de potdssio do sarcolema
sensiveis ao ATP dos midcitos e hiperpolarizando as células que ativam a troca sédio-calcio. Com
isto, impede a entrada de cdlcio nas células e consequentemente, ndo aumenta a demanda miocardica
de oxigénio quando comparado com outros inotropicos positivos (Cameli et al., 2019) que
possivelmente pode ter beneficiado as varidveis hemodinamicas do nosso estudo.

Outro efeito do levosimendan € a vasodilatagdo que € atribuida a inibicao da fosfodiesterase
111 (Haikala e Lindén, 1995), a dessensibiliza¢do de proteinas contriteis ao Ca®* (Bowman, Peggy et
al., 1999) e a abertura de canais de K* sensiveis ao ATP (Yokoshiki et al., 1997), que sdo expressos
na superficie das membranas celulares nas células do musculo liso vascular e cardiomidcitos e na

membrana mitocondrial interna cardiaca (Papp et al., 2005).
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Alguns estudos sobre os efeitos agudos do levosimendan nas variaveis hemodindmicas
foram avaliadas na insuficiéncia cardiaca em grupos tratados com esta droga e grupos placebos,
evidenciando melhoras em algumas destas varidveis do grupo tratado com esta droga que
corroboraram com nossos achados. Um destes estudos (Slawsky et al., 2000) avaliou 146 pacientes
e observou que o levosimendan diminuiu as pressdes de enchimento nos lados direto e esquerdo do
coracdo, a pressao capilar pulmonar e causou aumentos dos volumes sistdlicos e indices cardiacos.
Outro estudo de (Kivikko er al., 2003) em 85 pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentou
aumentos da frequéncias cardiacas e diminuicdes da pressdo arterial sistOlica e pressdo arterial
diastdlica durante o primeiro dia apds a interrup¢ao da infusdo do levosimendan.

Estes dois estudos (Slawsky et al., 2000; Kivikko et al., 2003) corroboraram com nossos
achados em relacdo a pressdo arterial sistolica no grupo tratado com LEV por 60 dias que de certa
forma relaciona-se com diminui¢des de das pressdes de enchimento no coracdo, da pressao capilar
pulmonar, pressdo arterial sistolica, pressdo arterial diast6lica e aumento da frequéncia cardiaca.

Outro mecanismo vasodilatador que pode estar relacionado com os resultados do nosso
estudo e dos estudos (Slawsky et al., 2000; Kivikko et al., 2003) € papel do 6xido nitrico (NO) neste
mecanismo, pois foi mostrado que NO ndo age apenas por meio da producdo de cGMP e da ativacdo
de PKG, mas também através da abertura dos canais de K* (Jackson, 2005) sendo que no estudo (Das
e Sarkar, 2007) foi possivel verificar que os efeitos benéficos exercidos pelo levosimendan contra
lesdes de isquemia / reperfusido em coelhos anestesiados podem ser atenuados pela inibi¢ao da enzima
6xido nitrico sintase (NOS).

ComparacOes dos efeitos hemodinamicos do levosimendan com outras drogas, também
foram estudadas, conforme o estudo (Follath ef al., 2002) que comparou os efeitos deste farmaco em
relacdo a dobutamina, apresentando melhores resultados do levosimendan e que ao contrdrio da
dobutamina, ndo hd desenvolvimento de tolerancia por parte deste medicamento (Kivikko er al.,
2002) e no estudo (Honisch et al., 2010) que verificou que a administracio do levosimendan e
enoximona causaram a diminui¢do da PA e subsequente aumento da FC, no entanto, estas variaveis
foram estabilizadas apds 2° minuto de uso destas drogas.

Além destas drogas, o levosimendan também mostrou sua melhor eficicia em pacientes que
ndo respondem positivamente ao tratamento com diuréticos intravenosos ao ser comparado com
outros medicamentos inotropicos (dobutamina, milrinona, amrinona e enoximona) (Packer et al.,

2003) e em pacientes tradicionalmente tratados com vasodilatadores (nitroglicerina, nitroprussiato,
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e a nesiritide) apresentou um efeito redutor da pré-carga de aproximadamente 30%, o que o torna
muito semelhante a nitroglicerina e nesiritide (Investigators, 2002).

Embora o levosimendan se ligue a 97-98% das proteinas plasmadticas, principalmente a
albumina (Sandell et al., 1995) seu metabdlito ativo se liga apenas a 40% destas proteinas, com isto,
sua fracdo livre deste metabdlito ativo no sangue € até 20-30 vezes maior do que a do que o
medicamento original, com isto, seus efeitos benéficos podem se manter por mais tempo (Antila et
al., 2004), conforme os resultados apresentados do estudo (Kivikko et al., 2003) que mostrou que a
meia-vida de eliminacdo do levosimendan foi de 1,3 horas, e dos seus metabolitos de 75 a 78 horas,
sendo que seus efeitos hemodindmicos foram diminuindo de forma lenta durante 1 semana apds a
interrupcdo desta infusdo e depois, ndo sendo mais observados diferencas estatisticamente
significativas apds estes periodos em comparacdo ao momento basal.

Os efeitos adversos relatados mais comuns em pacientes tratados com levosimendan apds
um infarto agudo do miocardio sdo a cefaléia e hipotensido em estudos controlados por placebo, sendo
sua incidéncia de 2 a 9% para cefaléia e 5% para hipotensdao (Moiseyev et al., 2002). Ao comparar 4
doses diferentes de levosimendan com o placebo em pacientes com insuficiéncia ventricular esquerda
em relacdo a hipotensdo, observou-se uma fraca tendéncia deste sintoma e que ocorréncia deste
sintoma foi atribuida a uma dose mais alta de levosimendan (0,4 pg / kg / min) (Moiseyev et al.,
2002). Porém, quando comparando o levosimendan com a dobutamina, a prevaléncia de cefaleia e
hipotensao foram maiores no grupo tratado com levosimendan (Follath et al., 2002).

Apesar destes efeitos adversos e embora a nossa pesquisa nao tenha verificado a toxidade e
o estresse oxidativo do levosimendan, nosso estudo procurou analisar a massa corporal total e relativa
os tecidos dos animais para verificar uma possivel sobrecarga sobre estes tecidos animais. De acordo
com nossos resultados, foi possivel observar que a massa corporal total do coragcdo do grupo LEV 60
D foi menor quando comparado com o grupo SHR controle, mas, ndo sendo mostrado diferenca entre
a massa corporal relativa deste 6rgao.

Ao verificar a massa corporal total e relativa dos ventriculos direitos, pulmdes, figado, rim
direito e rim esquerdo, nao houve diferenca estatisticamente significativa entres grupos tratados com
levosimendan e o SHR controle sugerindo uma possivel auséncia de sobrecarga nestes Orgaos
decorrentes do uso do levosimendan. Tais dados foram reforcados por meio da andlise de células
inflamatoérias (neutréfilos, linfécitos, macréfagos e inflamagao total) no coracio e figado ndao foram
apresentadas diferencas estatisticamente significativa entre os grupos tratados com levosimendan e o

grupo SHR controle.
77



Porém, ao comparar as massas corporais totais dos ventriculos esquerdos nos grupos tratados
com levosimendan (30 e 60 dias) foi possivel observar diminui¢des estatisticamente significativa
nestes grupos em relacdo ao grupo SHR controle e talvez, hipotetizando retardos no aumento dos
ventriculos esquerdos nos grupos tratados com levosimendan, logo, sugerindo um possivel efeito
benéfico deste farmaco na remodelacdo cardiaca. Ainda em relagdo a massa corporal total do
ventriculo esquerdo, observou-se que o grupo SHR controle apresenta maior massa corporal total
quando comparado com o grupo wistar. No entanto, a0 comparar as massas corporais relativas dos
ventriculos esquerdos entre os grupos SHR ndo tratados, tratados com levosimendan e wistar, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre estes grupos indicando que talvez este
medicamento talvez ndo exerca efeitos colaterais no ventriculo esquerdo dos animais estudados.
Sobre o figado, foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa entre a massa corporal
total deste 6rgdo com menor massa corporal do grupo tratado com levosimendan por 60 dias quando
comparado com o wistar, porém, ao comparar a massa corporal relativa deste 6rgdo, nio houve
diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos.

Refor¢cando nossos achados, observou-se que em outros estudos (Honisch et al., 2010; Basel
et al., 2013) que esta droga ndo causa aumentos destes efeitos adversos, pois, no estudo (Honisch et
al., 2010) que verificou em ratos induzidos ao infarto agudo do miocérdio, foi possivel mostrar que
a administrag¢do de levosimendan reduziu a drea de infarto quando comparado com o grupo controle
e demais grupos indicando que este medicamento pode ser usado no pds-condicionamento
farmacoldgico quanto no pds-condicionamento isquémico por meio do seu efeito cardioprotetor
(Honisch ez al., 2010). Este efeito cardioprotetor foi também possivel observar que em pacientes com
insuficiéncia cardiaca ap6s um infarto agudo do miocéardio, nota-se que o levosimendan diminui a
incidéncia de isquemia miocédrdica (Moiseyev et al., 2002).

Em relacdo ao estresse oxidativo, no experimento (Basel et al., 2013) que teve como um dos
seus objetivos investigar os efeitos do levosimendan sobre os disturbios relacionados a peroxidagao
lipidica (LPO) que € uma das expressdes mais importantes do estresse oxidativo induzido por espécies
reativas ao oxigénio (ROS) no miocérdio de ratos, foi mostrado que administragao desta droga pode
diminuir o estresse oxidativo com a diminui¢do da producdo de radicais livres no miocédrdio (Basel
et al., 2013).

Conforme descrito anteriormente sobre a dosagem utilizada em nosso estudo de 0,05 pug /
Kg via gavagem sobre a toxidade ndo foi demonstrada diferenca estatisticamente significativa entre

os grupos SHR tratados com levosimendan e ndo tratados nas massas corporais totais e relativas dos
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orgaos extraidos (ventriculos direitos, pulmdes, figado, rim direito e rim esquerdo) com excecao das
nas massas corporais totais do coracao e do ventriculo esquerdo que apresentaram diminui¢des.

E em relacdo as células inflamatdrias (neutréfilos, linfécitos, macréfagos e inflamacao total)
do coracio e figado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos SHR tratados
com levosimendan e ndo tratados.

Corroborando com nossos resultados sobre uma possivel toxidade do levosimendan, um
estudo (Li et al., 2020) utilizando a dosagem de 1 mg/kg administrada via gavagem em camundongos
uma vez ao dia por 4 semanas, observou que esta farmaco foi capaz de reduzir a disfun¢do cardiaca,
e atenuar a apoptose miocdrdica induzida e com isto, sendo capaz de proteger contra a
cardiotoxicidade (Li et al., 2020).

Em relac@o ao figado sobre nossos resultados sobre a auséncia dos efeitos adversos no figado
nos grupos tratados com levosimendan quando comparado com grupo SHR controle mostrando que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre estes grupos e corroborando com nossos
resultados foi possivel observar que o levosimendan protege os hepatdcitos contra lesdes oxidativas
por meio da inibi¢ao autofagico-dependente da apoptose e da ativacdo da sinalizagdo de sobrevivéncia
(Grossini et al., 2015). Ainda para reforcar as acoes do levosimendan sobre o figado, outro estudo
(Brunner et al., 2017) investigou os efeitos desta droga na apoptose nas células de figados de
humanos, onde os hepatdcitos primérios foram expostos a hipéxia ou cultivados em condigdes
normoxicas. Apds a fase de hipdxia, a reoxigenacgado foi implementada e as células foram tratadas com
levosimendan. Com a administra¢do de levosimendan durante a reperfusdo, observou-se que apds a
lesdo de isquemia-reperfusdo, a apoptose € reduzida em hepatdcitos tratados com levosimendan
quando comparado com o hepatdcitos ndo tratados, logo este medicamento sugere um efeito protetor
do levosimendan e atenua a apoptose de hepatdcitos humanos (Brunner et al., 2017).

Outro estudo (Huang et al., 2017) que corroborou com nossos resultados sobre lesdes em
varios 6rgaos em um modelo animal endotoxémico induzido, avaliou os efeitos do levosimendan na
coagulopatia consumptiva e disfun¢do organica em um modelo animal endotoxémico e chegou aos
resultados que o levosimendan atenuou significativamente a coagulopatia consumptiva exibida por
tromboelastografia, promoveu diminuicdes na contagem de plaquetas e do nivel de fibrinogénio
plasmético, diminuiu as lesdes no pulmao, figado e rim, chegando a conclusdo que o levosimendan
reduz a lesdo de 6rgdos e a coagulopatia e que esses efeitos protetores podem ser atribuidos as ag¢des

anti-inflamatérias dessa droga.
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Além da auséncia de efeitos da toxidade do levosimendan sobre os tecidos dos animais

apresentadas nos estudos (Moiseyev et al., 2002; Honisch et al., 2010; Basel ef al., 2013), foi também

verificado que ao comparar o levosimendan com dobutamina sobre a mortalidade e morbidade,

observou-se uma menor taxa de mortalidade no grupo levosimendan (Moiseyev et al., 2002) e

menores taxas de morbidade (Follath er al., 2002).

Portanto, tendo em vista sobre nossos achados a respeito do controle da pressao arterial com

o uso durante 30 e 60 dias do levosimendan, sugere-se como perspectivas futuras analisar outros

mecanismos que possam alterar a HAS, como o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, a

reatividade vascular e a analise do estresse oxidativo.

7. CONCLUSAO:

De acordo com os resultados do nosso estudo, foi possivel verificar que o tratamento
durante 30 e 60 dias com levosimendan em um modelo de hipertensdo arterial sistémica em
ratas idosas espontaneamente hipertensas (SHR), promoveu diminuicdo da pressao arterial
sistolica, da modulacio simpdtica, do equilibrio simpatico-vagal, da pressdo diastdlica final,
diminui¢do da porcentagem de coldgeno no coracdo e aumento da modulacdo parassimpética
e que este farmaco atua ndo apenas melhorando a contratilidade cardiaca, mas também
modulacdo autondmica da frequéncia cardiaca e promog¢do da queda da pressdo arterial em
ratas idosas SHR.

Verificou-se também que tal medicamento ndo aumentou quantidade de células
inflamatodrias presentes no coragdo e figado, por meio da andlise destes 6rgdos, logo, pode-se
hipotetizar que tal medicamento nio induz toxidade nestes tecidos por meio deste tipo de

analise.

Portanto, talvez o levosimendan possa ser uma nova alternativa para o tratamento da
hipertensdo arterial sist€émica e do desequilibrio autondmico, uma vez que as informacdes do
nosso estudo mostraram que o envelhecimento associado ao sexo feminino pode induzir
maiores alteracdes autondmicas cardiacas, bioquimicas e funcionais que podem ser
exacerbadas pela menopausa, subsidiando a busca por intervengdes precoces durante esse

processo fisiolégico e com isto, amenizando os efeitos deletérios do envelhecimento na mulher.
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9. ANEXOS:
9.1 COMITE DE ETICA:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALIS - CEUA ,
ComissZade Edcano Uso de Animeis
CIAEP: 01.0341.2014
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: "EFEITO DO TRATAMENTO COM LEVOSIMENDAM SOBRE UM MODELO
DE PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA EM RATAS VELHAS SPONTANEOUSLY.

HYPERTENSIVE RATS (SHR)", Processo n° 23115.033898/2019-29, sob a responsabilidade do Prof.Dr. Cristiano Teixeira
Mostarda, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi considerado APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade
Federal do Maranhio, na reunido realizada em 25/10/2019.

We certify that the proposal: "EFFECT OF LEVOSIMENDAM ON A SYSTEMIC BLOOD PRESSURE MODEL IN OLD
FEMALE RATS SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE RATS (SHR)", Process n.23115.033898/2019-29, under the
responsibility of Prof. Dr. Cristiano Teixeira Mostarda, which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, sub phylum Vertebrata (except humans beings) for scientific research purposes (or teaching) - is
in accordance with Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.899, 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 Ethics Committee on Animals
Use of the Federal University of Maranhdo (CEUA - UFMA), in meeting of 10/25/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa Area: Ciéncias da Satde- Vigéncia da Proposta: 01/12/2019 a 02/06/2020.
Origem: Biotério Central da UFMA Amostra: 45 animais

Idade: 12 meses - Sexo: Fémeas

Espécie: Ratos; Peso: 250-300 g; (Rattus novergicus)Linhagem/Raca: Wistar SHR

Local do experimento: Biotério setorial da Pés-Graduacdo do Centro de Ciéncias Bioldgicase da Saide — CCBS/UFMA.

Sédo Luis, 19 de novembro de 2019.

\Plo—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho

Presidente da Comissdo de Etica no uso de Animais — CEUA/UFMA

94


http://dx.doi.org/10.1016/j.athoracsur.2005.12.057

