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RESUMO

Introducdo: A elevacdo cronica da resisténcia vascular sistémica pode ser considerada como a principal alteracao
hemodindmica na hipertensdo arterial primaria estabelecida. Investigamos os efeitos do tratamento crénico com
os anti-hipertensivos atenolol (ATE), enalapril (ENA), nifedipina (NIF) e losartan (LOS) sobre a densidade
capilar funcional média (DCFM) cutanea e muscular esquelética (gracil) e sobre a densidade capilar estrutural
muscular esquelética e do ventriculo esquerdo de SHR. Métodos: Ratos SHR machos com 12-14 semanas
receberam tratamento oral por gavagem com ATE (50 mg/kg/dia), ENA (10 mg/kg/dia), NIF (20mg/kg/dia),
LOS (10mg/kg/dia) ou veiculo (grupo controle) durante quatro semanas. Ap6s o término do tratamento avaliou-
se a DCFM através de microscopia intravital por epi-iluminagdo com fluorescéncia. A seguir, foi avaliada a
densidade capilar estrutural através de histoquimica em parafina. Resultados: O tratamento reduziu de forma
similar a pressdo arterial sistolica de SHR tratados com ATE, ENA, NIF ou LOS. A DCFM encontrava-se
diminuida em SHR no musculo esquelético (WKY 395+17 e SHR 258+13 capilares/mm2, p<0,01) ou pele
(WKY 391+18 e SHR 210+15 capilares/mm2, p<0,01). LOS e NIF reverteram completamente este quadro em
ambos os tecidos (434426 e 422418 capilares/mm2 no musculo esquelético € 397 = 31 e 391 £ 24 capilares/mm?2
na pele, p<0,01, respectivamente), enquanto o ENA aumentou significativamente a DCFM apenas na pele de
SHR (283+17, p<0,05 capilares/mm2). O ATE ndo induziu nenhuma alteracdo na DCFM de SHR. Foi observada
uma relagdo linear entre a densidade capilar funcional no musculo esquelético e na pele (r=0.654, p<0.0001). Na
analise estrutural, foi observada uma relagdo capilar/fibra significativamente menor no muisculo esquelético de
SHR (WKY 1,74+0,08 e SHR 1,4040,06, p<0,01), que foi revertida pelos tratamentos com ENA, NIF ¢ LOS
(1,65+0,04; 1,78+0,1 e 1,8+0,07, p<0,01, respectivamente). A razio entre a densidade de volume de capilares e a
densidade de volume de fibras (Vv[cap] / Vv[fib]) do ventriculo esquerdo de SHR também foi significativamente
reduzida (WKY 0,55+0,09 ¢ SHR 0,424+0,09, p<0,01). Os tratamentos com LOS ou ENA reverteram
completamente a rarefacdo estrutural cardiaca de SHR (0,59+0,03 ¢ 0,59+0,03, p<0,01, respectivamente),
enquanto os tratamentos com ATE e NIF ndo apresentaram nenhum efeito. Discussdo: Os resultados obtidos
indicam que os efeitos microcirculatorios de diferentes drogas anti-hipertensivas diferem entre as classes
farmacologicas e vao além da reducdo da pressdo arterial. Este conceito pode ser ttil para guiar o tratamento

anti-hipertensivo na tentativa de reduzir ou até mesmo reverter as lesdes de 6rgéos-alvo.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

EFEITOS DE FARMACOS ANTI-HIPERTENSIVOS DE  DIFERENTES CLASSES
FARMACOLOGICAS SOBRE A RAREFACAO CAPILAR FUNCIONAL E ESTRUTURAL EM
RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS
ABSTRACT

Introduction: It is well known that the major part of the increased vascular resistance in hypertension is
determined at the microvascular level, resulting mainly from functional (changes in vascular reactivity) and/or
structural (increased arteriolar wall thickness) abnormalities. We investigated the effects of chronic oral
antihypertensive treatment on functional and structural capillary rarefaction in spontaneously hypertensive rats
(SHR). Wistar Kyoto rats (WKY) were used as a normotensive control group. Methods: Male SHR (12-14
weeks) received oral treatment with the B-blocker atenolol (ATE) (50 mg/kg/day), angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibitor enalapril ENA (10 mg/kg/day), the calcium channel blocker nifedipine NIF
(20mg/kg/day), the angiotensin II type I receptor (AT1) receptor antagonist losartan LOS (10mg/kg/day), or
vehicle (control group) during four weeks. At the end of the treatment, the functional capillary density (FCD) was
evaluated by intravital videomicroscopy with fluorescence. Then, we evaluated the structural capillary density
(SCD) by immunohistochemistry embedded in paraffin. Results: In untreated rats, the FCD was lower in SHR
skeletal muscle (WKY 395+17 and SHR 258+13 capillaries/mm?2, P<0.01) and ear skin (WKY 391+18 and SHR
210£15 capillaries/mm?2, P<0.01). A linear relationship was seen between skeletal muscle and skin capillary
densities (r=0.654, P<0.0001). Histologic analysis showed that SHR had a lower capillary-to-fiber ratio in the
skeletal muscle (WKY 1.74+0.08 and SHR 1.40+0.06, P<0.01). Capillary volume density-to-fiber volume
density ratio in the left ventricle of SHR was also reduced (WKY 0.55+0.09 and SHR 0.42+0.09, P<0.01). The
pharmacological treatment with ENA, LOS, ATE, or NIF, resulted in similar reductions in systolic blood
pressure (19.8%, 19.1%, 17.4%, and 18.2%, respectively, P<0.05). ATE did not induce any change in functional
capillary density of SHR. LOS and NIFE completely reversed functional capillary rarefaction in both muscle and
cutaneous tissues (434+26 and 422+18 capillariessmm2 in skeletal muscle and 397431 and 391+24
capillaries/mm? in skin, p<0,01, respectively), whereas ENA significantly increased functional capillary density
only in the skin. The skeletal muscle capillary-to-fiber ratio was normalized by ENA, LOS, and NIF (1,65+0,04;
1,78+0,1 and 1,8+0,07, p<0,01, respectively). Treatments with ENA or LOS normalized the cardiac structural
capillary rarefaction of SHRs (0,59+0,03 and 0,59+0,03, p<0,01, respectively), whereas ATE and NIF had no
effect. Discussion: Our results suggest that different pharmacologic classes of antihypertensive drugs with similar
effect on blood pressure differ in terms of their effect on the microcirculation. This concept could be useful to
guide the pharmacological treatment of hypertension, in order to reduce or even revert the target organ damage.
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1.1 — Epidemiologia da Hipertensido Arterial Sistémica

Segundo o Ministério da Saude, as doencas cardiovasculares sdo as primeiras causas
de morte no Brasil, atingindo 32,3% da populacdo (1). Pelos dados da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) de 2001, num total de 56.502.000 de O6bitos, 30% foram por doencas
cardiovasculares (2). No Brasil em 1998, de 929.023 obitos; 256.333 foram por doencas
cardiovasculares (32,43%). No periodo entre julho de 2000 e junho de 2001, o total de
internagdes pelo Sistema Unico de Saude (SUS), foi de 11.800.155. As doengas
cardiovasculares foram responsaveis por 1.143.955 (9,69%) (1).

A hipertensao arterial sistémica (HAS), uma doenca multifatorial, constitui a doenca
cardiovascular de mais alta prevaléncia e representa um grande desafio para a saude publica
mundial (2). A HAS ¢ responsavel por 35% de todos os eventos cardiovasculares, atingindo
cerca de 17 milhdes de pessoas em nosso pais (1).

Trata-se de uma doenca com alta prevaléncia na populacdo em geral, afetando 20%
dos adultos e 50% dos idosos (3). No entanto, por ser uma doenga fundamentalmente
assintomatica, ¢ usualmente ndo diagnosticada, metade dos hipertensos ignora que o sao e
apenas uma pequena fracdo dos tratados estd controlada. No Brasil, a estimativa de
prevaléncia da HAS varia de 22,3% a 44%, de acordo com a area estudada (4).

Sem sintomas no seu estagio inicial, a hipertensao ¢ geralmente diagnosticada quando
aparecem as complicagdes do seu longo periodo sem tratamento, causando grandes perdas em
qualidade de vida e aumento da taxa de mortalidade. A grande incidéncia de mortes
prematuras ocasionadas pela HAS decorre de complicagdes secundarias a doenca como
aterosclerose, infarto agudo do miocéardio, aumento no volume cardiaco, insuficiéncia renal e
acidente vascular cerebral (5).

Entre os fatores de risco para mortalidade, a hipertensdo arterial ¢ responsavel por
40% das mortes por acidente vascular cerebral e 25% daquelas por doenca coronariana (6). A
mortalidade por doenca cardiovascular aumenta progressivamente com a elevacdo da PA
(PA), a partir de 115/75 mmHg (7).

Fatores demograficos, como o envelhecimento da populacdo, e fatores sociais, como a
pobreza e o processo de aculturagdo, condicionam uma alta prevaléncia de hipertensao arterial
(8). Dentre os fatores socio-ambientais envolvidos com uma maior prevaléncia da HAS,
podem-se incluir os habitos insalubres de vida, como o tabagismo, o sedentarismo, 0 consumo

excessivo de sal e de éalcool. Além disso, evidéncias experimentais t€ém mostrado que a
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atividade fisica regular reduz os niveis pressoricos de pacientes hipertensos, contribuindo para

o decréscimo de morbidade ¢ mortalidade (3).

1.2 — Fisiopatologia da Hipertensao Arterial Sistémica

A medida da PA ¢ o principal mecanismo utilizado para o estabelecimento do
diagnostico da hipertensdo arterial e a avaliagdo da eficidcia do tratamento. Em estudos
populacionais, a PA tem relacdo direta com o risco de morte e de eventos morbidos. Os
limites de PA considerados normais sao arbitrarios e, na avaliagdo dos pacientes, deve-se
considerar também a presenga de fatores de risco, lesdes de drgaos-alvo e doengas associadas.
A capacidade de se diagnosticar esta doenca depende fundamentalmente dos cuidados
dispendidos nas medidas da PA. Minimizam-se, assim, os riscos de falsos diagnoésticos, tanto
da hipertensao arterial quanto da normotensao, e suas repercussoes na saude dos individuos e
no custo social envolvido.

Os valores que permitem classificar os individuos adultos acima de 18 anos, de acordo

com os niveis de PA estdao na tabela 1.1 (9).

Tabela 1.1 - Classificacao da PA de acordo com a medida casual no consultdrio (> 18 anos)

Classiﬁcagﬁo* Pressao Sistolica Pressao Diastolica
(mmHg) (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130 - 139 85-89
Hipertensao Estagio 1 140 - 159 90 — 99
Hipertensao Estagio 2 160 -179 100 -109
Hipertensao Estagio 3 >180 >110
Hipertensao Sistdlica >140 <90
Isolada

¥ ~ . ri1-* . r . . . .
Quando as pressodes sistolica e diastdlica de um paciente situam-se em categorias
diferentes, a mais elevada deve ser utilizada para classificacdo da PA.

Muitas sdo as causas da hipertensdo arterial secundaria, dentre estas podemos citar as
decorrentes de alguma desordem renal, a Sindrome de Cushing e os tumores na hip6fise e na
adrenal. Outras condi¢des que podem ocasionar hipertensdo arterial sdo: o uso de alguns
medicamentos, desordens na glandula tiroidiana, alcoolismo, gravidez e disfung¢ao endotelial.

No entanto, a etiologia da hipertensdo arterial primaria permanece obscura.
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Existem diversas hipoteses a respeito da patogénese da HAS. O estudo de Goldblatt
nos anos 1930, utilizando cachorros como modelos animais, enfatizou o importante papel do
rim na origem desta doenga. Estas observagdes originais em cachorros foram elaboradas por
Borst e Guyton et al. (10, 11) que sugeriram que a pressao renal seria um sistema regulatério
dos volumes de fluido sanguineo e do débito cardiaco com o objetivo de manter a PA e o
fluxo sanguineo normais através da natriurese. Atualmente, j& se sabe que o sistema de
controle renal de pressao e volume ¢ dominante na regulacdo a longo prazo da PA, em virtude
de sua grande capacidade de recuperar a PA alterada para seu valor original pelo aumento ou
diminui¢do da excrecao de dgua e eletrolitos em resposta a uma PA elevada ou reduzida (11,
12). Assim, uma hipotese possivel ¢ que a HAS cronica se desenvolve se o mecanismo for
anormal ou ajustado para um nivel de PA aumentado.

Outra hipotese importante ¢ baseada na atividade do sistema nervoso simpatico, onde,
em individuos hipertensos, representa um estado reativo hiperadrenérgico crénico (13).
Existem diversas evidéncias para uma atividade simpdtica elevada na hipertensdo primaria
(essencial) humana e experimental. O sistema nervoso simpdatico pode agir através do rim
para causar ou manter a HAS (12). Evidéncias recentes para o aumento da atividade simpética
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR - spontaneously hypertensive rats) em relagao ao
WKY incluem: concentra¢des de noradrenalina ¢ atividade da tirosina hidroxilase elevadas
em musculo esquelético e tecido adiposo branco (14), excitabilidade elevada em células do
ganglio cervical superior (15) e aumento dos niveis plasmaticos de noradrenalina (14). Os
estudos de hipertensdao essencial em humanos também indicam um grande aumento da
atividade simpatica. Assim, a descarga noradrenérgica cardiaca (16) e a atividade simpatica
muscular (13) encontram-se elevados em pacientes com hipertensdo essencial, quando
comparados com cpontroles normotensos. Além disso, o papel modulatério do sistema
nervoso simpatico na hipertensao humana ¢ evidente a partir dos efeitos anti-hipertensivos
bem conhecidos de varios tipos de tratamentos que bloqueiam a atividade simpatica tanto
central quanto periférica.

Por outro lado, a hipertensdao em humanos pode se desenvolver em condi¢des onde o
tonus simpatico encontra-se bastante reduzido. Assim, em um estudo populacional com 117
pacientes com faléncia autonomica, mais de 50% apresentavam hipertensao supina (17). Um
estudo recente (18) mostrou que em adultos humanos nascidos abaixo do peso normal, um
grupo com uma alta prevaléncia de HAS, a atividade simpdtica neural em repouso era menor
que em individuos nascidos com peso normal.

A tltima hipdtese importante considera a microcirculagdo como a principal causa da

hipertensdo e de suas manifestagdes iniciais nas doencgas cardiovasculares (19, 20).
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1.3 — Microcirculacio

A microcirculagdo engloba os vasos com didmetros menores que 100-150 pm,
incluindo as arteriolas, os capilares e as vénulas. Entretanto, ndo hd uma defini¢@o universal
da microcirculagdo e, ndo esta claro, at¢ que ponto vasos que deveriam ser definidos como
pequenas artérias com bases nos critérios anatomicos, porém com didmetros superiores a 150
um, devem ser incluidos. Uma outra definicdo baseada na fisiologia dos vasos arteriais
também pode ser proposta, dependendo da resposta do vaso isolado ao aumento da pressao
interna. De acordo com esta definicdo, todos os vasos arteriais que respondem ao aumento da
pressdo com a diminuigdo miogénica do didmetro da luz deveriam ser incluidos na
microcirculagdo, assim como os capilares e as vénulas. Tal definicdo deveria incluir as
pequenas artérias e arteriolas na microcirculagdo e estaria de acordo com a recente sugestao
que os componentes das pequenas artérias e das arteriolas devem ser considerados em
continuidade ao invés de sitios distintos do controle da resisténcia (21, 22).

A microcirculagdo ¢ responsavel pelo transporte de nutrientes para os tecidos e pela
remoc¢do dos produtos de excrecdo celulares. As pequenas arteriolas controlam o fluxo
sanguineo para cada area de tecido e, por sua vez, as condig¢des locais dos tecidos controlam o
diametro das arteriolas. Em geral, cada artéria nutridora que entra em um 6rgao ramifica-se
por seis a oito vezes antes que as artérias se tornem suficientemente pequenas para serem
chamadas de arteriolas, as quais geralmente tém didmetros internos menores que 20 pum.
Entdo as proprias ramificam-se por duas a cinco vezes, alcangando didmetros de 5 a 9 um em
suas extremidades, onde suprem sangue aos capilares (23).

Uma segunda fun¢do importante da microcirculagdo ¢ evitar grandes variagdes na
pressao hidrostatica ao nivel dos capilares que podem causar distirbios nas trocas entre tecido
e capilares. Finalmente, ¢ ao nivel da microcirculacdo que ocorre uma queda substancial na
pressao hidrostatica. Assim, a microcirculagdo ¢ extremamente importante na determinacao
da resisténcia periférica total (19, 22).

Esta propriedade de resisténcia das pequenas artérias e das arteriolas estd intimamente,
embora ndo exclusivamente, relacionada com a prevaléncia do tonus miogénico nestes vasos
(24). O tonus miogénico ¢ uma propriedade intrinseca do musculo liso vascular, que contrai
em resposta ao estiramento, independente de mediagdo neural ou humoral (25). Todas as
artérias possuem tonus miogénico e, portanto, se contraem em resposta ao aumento da PA.
Quanto menor o calibre do vaso, mais importante ¢ o tonus miogénico (26) e apenas em
pequenas artérias e arteriolas (didmetros de 15 a 300 um, dependendo da espécie e do 6rgao)
pode provocar diminui¢do substancial ou até fechamento da luz do vaso em resposta a um

aumento da pressdo transmural (24).
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O tonus miogénico serve para proteger os capilares contra a hipertensao local deletéria
(27). Esta prote¢dao tem um resultado imediato: o aumento do tonus miogénico amplifica a

resisténcia arteriolar ao fluxo sanguineo, levando a um aumento da PA (24).

1.3.1 — Capilares

Os capilares sdo definidos como vasos que variam de 4 a 12 pm de didmetro, os quais
possuem paredes compostas exclusivamente de células endoteliais mais ou menos fenestradas
de acordo com o 6rgdo ¢ a membrana basal. Geralmente, cada célula endotelial, enrolada na
forma de um tubo, compde um segmento do capilar (28). Os capilares asseguram as trocas de
fluidos e metabolitos entre o plasma e os tecidos, uma fungdo que requer uma alta
permeabilidade das paredes, com conseqiiente alta fragilidade das mesmas. Exceto em leitos
vasculares especializados, tais como o glomérulo renal, a pressao capilar sist€émica normal ¢
relativamente baixa (10 a 30 mmHg) (29).

A elevacdo da pressdo capilar sistémica acima destes niveis pode ter diversos efeitos
potencialmente deletérios, dentre estes: (1) edema intersticial, que pode gerar efeitos drasticos
no cérebro como exemplificado pela encefalopatia hipertensiva; (2) destrui¢ao da estrutura da
parede do capilar, com extravasamento de proteinas plasmaticas e células sanguineas; e (3)
ativacdo do endotélio microvascular, que pode gerar ou amplificar uma cascata inflamatoria,

de importancia, por exemplo, na patogénese de tlceras venosas (24).

1.4 — A Microcirculacdo na Hipertensao

Atualmente, a elevacdo cronica da resisténcia vascular sistémica pode ser considerada
como a principal alteragdo hemodinamica na hipertensdo arterial primaria estabelecida (30).
Neste contexto, ¢ importante ressaltar que o aumento da resisténcia vascular na hipertensao
arterial ¢ determinado essencialmente na microcirculacao (19). Funcionalmente, considera-se
que o lado arteriolar da microcirculagdo compde a maior parte dos vasos de resisténcia, o que
significa que a maior parte da queda da pressdo entre as grandes artérias e as veias ocorre
neste segmento (22). Assim, a microcirculacao ¢ o principal segmento vascular de controle da
resisténcia vascular e, conseqiientemente, da PA. Dessa forma, as modificagcdes
microvasculares podem estar diretamente relacionadas com a causa da hipertensdo e podem
servir como base para as lesdes de o6rgdo-alvo relacionadas a HAS no cérebro, coragdo, rim ou
retina.

Na hipertensdo, a estrutura e a funcdo da microcirculacdo podem estar alteradas por
pelo menos 3 formas distintas. Primeiro, os mecanismos que regulam o tonus vasomotor

podem estar anormais, levando a uma vasoconstricdo aumentada ou a respostas
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vasodilatadoras reduzidas (31). Segundo, podem existir alteragdes anatdmicas na estrutura dos
vasos de resisténcia pré-capilares individuais, tais como um aumento na razdo parede-luz
(32). Finalmente, podem existir alteragdes ao nivel da rede microvascular, possivelmente
envolvendo a redugdo na densidade (rarefagdao) de arteriolas ou capilares num dado leito
vascular. Vale notar que as contribuicdes relativas destes fatores serdo diferentes nos
diferentes leitos vasculares e podem variar entre as diferentes formas e modelos de
hipertensdo (24). Além disso, estudos da microcirculagdo unguinal mostraram que a rede

microvascular de hipertensos apresenta uma pressao capilar elevada (33).

1.4.1 — A Rarefa¢do Microvascular na Hipertensao

A rarefagdo capilar e arteriolar parece ser a modificacdo mais comumente observada
afetando a estrutura da rede microvascular. O primeiro estagio da rarefacao ¢ funcional e afeta
o numero de vasos perfundidos, mas nao o numero total de vasos da rede microvascular.
Neste estagio, dilatadores potentes podem induzir o recrutamento de microvasos, que podem
minimizar a diferenga entre o nimero de vasos perfundidos nos animais hipertensos e
normotensos (31). O segundo estagio ¢ a rarefacdo anatomica que corresponde a diminui¢ao
no numero total de arteriolas e/ou de capilares em um dado leito vascular, incluindo os vasos
normalmente perfundidos, bem como os vasos recrutados durante a hiperemia reativa (34).

Diversas teorias explicam a rarefagdo microvascular na hipertensdo. A rarefacdo pode
ser tanto primaria (antecedendo o inicio da hipertensdao) quanto secundaria (ocorrendo como
uma conseqliéncia da elevacdo prolongada da PA). A rarefagdo primaria pode resultar do
impedimento da angiogénese e da formagdo da rede microvascular. A rarefacdo secundaria,
no entanto, pode ser causada pela diminuicdo da perfusdo dos microvasos ou pela destruicao
de capilares existentes (35).

As relacdes de causa e efeito da rarefacdo na HAS ainda sdo controversas. Num
modelo de hipertensdo secundaria em ratos induzida pela coarctagdo da aorta abdominal
acima das artérias renais, (36), observa-se rarefagcdo estrutural arteriolar nos musculos da pata.
Como estes leitos vasculares ndo foram expostos a altas pressdes neste modelo, mecanismos
independentes da pressdo foram responsabilizados pelos efeitos. No entanto, a rarefagdo
arteriolar que se desenvolve durante a hipertensio em camundongos geneticamente
deficientes em eNOS, foi prevenida nos animais que mantiveram a PA normal pela

administracao cronica de hidralazina (37).
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1.4.2 — Dados Experimentais da Rarefacao na Hipertensao

Diversos estudos mostraram a rarefagdo estrutural microvascular em diferentes
modelos experimentais e tecidos na hipertensdo, incluindo o musculo esquelético (36, 38-41),
o intestino (42) e a pele (43). Le Noble e cols. encontraram rarefacao estrutural de capilares e
pequenas arteriolas no musculo cremaster de SHR de 5-6 semanas antes de uma elevacao
substancial na PA (40). Também foi observado um aumento na razao parede-luz em pequenas
artérias de resisténcia do mesentério em SHR em estagio pré-hipertenso (4 semanas) (44).

Em 1933, Ruedemann & Feihl relataram que pacientes hipertensos tinham um ntimero
de vasos na conjuntiva significativamente diminuidos, uma observagdo posteriormente
confirmada por equipamentos de visualizagdo mais sofisticados (45). Serne e cols. (46)
estudaram a densidade capilar cutanea utilizando a video-microscopia intravital e
demonstraram que a rarefagdo capilar de pacientes portadores de hipertensao arterial pode ser
atribuida tanto a alteragdes funcionais quanto estruturais. Alteragdes morfologicas
microcirculatorias de pacientes hipertensos também foram demonstradas em territorio de
musculo esquelético (47, 48).

Existem evidéncias que a rarefagdo capilar na pele pode anteceder o inicio clinico da
HAS. Pacientes com HAS limitrofe possuem densidades capilares cutdneas que sdo tdo
baixas, ou até mais baixas, que pacientes com hipertensdo estabelecida (49). Além disso, a
reducdo da vasodilatagdo microvascular e a rarefagdo capilar foram associadas com uma
predisposi¢ao familiar a hipertensao (50).

Finalmente, Debbabi e cols. (51) avaliaram a densidade capilar da pele em pacientes
com hipertensdo primaria sob tratamento cronico e efetivo com diferentes anti-hipertensivos,
através da técnica de videocapilarascopia intravital avaliada no dorso da pele da segunda
falange do dedo. Neste estudo observacional, foi investigada a densidade capilar cutanea de
pacientes hipertensos nao-diabéticos tratados eficazmente por pelo menos 12 meses com
diferentes classes de farmacos anti-hipertensivos e comparada com a densidade capilar de
pacientes hipertensos nao-tratados previamente e de pacientes normotensos. Este estudo
mostrou que ha rarefacdo capilar cutanea estrutural e funcional de pacientes com hipertensao
essencial que nunca foram tratados. No entanto, os pacientes hipertensos submetidos ao
tratamento farmacoldgico eficaz apresentavam densidade capilar cutidnea estrutural e
funcional comparaveis com as de individuos normotensos. Estes dados sugerem que o
tratamento anti-hipertensivo pode reverter a rarefagao capilar cutanea na hipertensdo primaria.
Além disso, em pacientes hipertensos, tratados ou ndo, o indice de Framingham para o risco

cardiovascular foi correlacionado negativamente com a densidade capilar.
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1.4.3 — Mecanismos da Rarefacdao na Hipertensao

A densidade microvascular pode diminuir tanto pela morte do vaso quanto pela
angiogénese insuficiente. Prewitt e cols. (38) utilizaram a videomicroscopia para investigar a
microcirculagdo de musculo esquelético em SHR em vérios estagios da doenga e concluiram
que fatores extra-neurais, possivelmente relacionados a hipersensibilidade do musculo liso
vascular a vasoconstritores, primeiramente causavam fechamento reversivel das arteriolas
(rarefagdo funcional), seguido do desaparecimento anatdmico.

A angiogénese deficiente observada na HAS tem sido alvo de numerosos estudos nos
ultimos anos (21, 52-54). Uma das razdes para este interesse encontra-se nas evidéncias que a
densidade microvascular anormalmente baixa pode ser vista em animais muito novos com
hipertensdo genética, porém ainda ndo hipertensos, ¢ também ocorre em humanos
normotensos com predisposicao familiar para a doenga, sugerindo um desenvolvimento
prejudicado, ou seja, uma falta de capacidade do crescimento vascular acompanhar o
crescimento do 6rgao.

Outra razdo importante que relaciona as anormalidades no controle a longo prazo da
angiogénese ¢ a PA ¢ o papel crucial do 6xido nitrico (NO) em ambos os processos. O NO,
cuja biodisponibilidade estd reduzida na hipertensdo, ndo ¢ apenas um vasodilatador, mas
também estimula a expressdo de fatores de crescimento vascular, principalmente o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (55). O impedimento da angiogénese foi
demonstrado diretamente na hipertensdo experimental induzida pela inibicdo farmacologica

cronica da sintese do NO (56).

1.4.4 — Apoptose e Rarefagdo Estrutural

As evidéncias experimentais sugerem que a rarefagdo microvascular estd associada
com a patogénese da hipertensdo e pode ser acompanhada pela morte celular das células
endoteliais dos vasos (57). O desaparecimento de microvasos em individuos hipertensos pode
ser um evento secundario resultante da elevagdo da PA (38). Entretanto, um estudo em
humanos demonstrou a presenca de rarefacao microvascular em individuos com hipertensao
limitrofe que ainda apresentavam valores de PA proximas dos valores normais (50). Além
disso, a perda de microvasos estd relacionada com o desenvolvimento de condigdes
patologicas ndo-hipertensivas, incluindo a disfun¢ao de 6rgaos-alvo no diabetes mellitus (58).
Estes achados sugerem que outros fatores além da elevagdo da PA podem promover o
desaparecimento dos microvasos. As evidéncias indicam que o aumento na apoptose na célula
endotelial nos microvasos pode causar a rarefacdo nos individuos hipertensos, embora o

mecanismo deste aumento da apoptose celular ainda esteja sendo investigado (59, 60).
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O desaparecimento dos vasos requer a remocgao das células endoteliais, provavelmente
apods a sua morte. Dois modelos de morte celular predominam nos processos patologicos, a
necrose € a apopotose. As caracteristicas morfoldgicas distintas entre estes dois processos
estao bem definidas (61, 62). A necrose ¢ caracterizada por um embaralhamento irregular da
cromatina nuclear, inchamento grosseiro das organelas citoplasmatricas, e pelo
desenvolvimento de descontinuidades nas membranas, seguida pelo desaparecimento e
desintegracdo dos compartimentos citoplasmaticos. A funcdo normal da célula é perdida,
ocorre lise celular, e ha migracao de leucocitos para a regido lesada, dando inicio a um
processo inflamatorio geralmente associado a formagdo de fibrose tecidual. A apopotose
geralmente apresenta compactagdo e marginalizacdo da cromatina nuclear, formando uma
massa com forma definida, condensa¢do do citoplasma, seguida da transformagdo da célula
em discretos fragmentos ligados & membrana (corpos apoptoticos). As células ou corpos
apoptoticos sdo entdo fagocitadas por células teciduais adjacentes ou por macréfagos, com
pequeno ou nenhum envolvimento de leucocitos neste processo. As células apoptoticas
também podem ser expelidas para tubulos ou vasos e, assim, eliminadas. Durante a apoptose,
a célula pode utilizar seus proprios genes e proteinas para direcionar esse processo (61, 63,
64). Os estimulos para a ocorréncia de ambos os processos sdao bastante distintos. A necrose
ocorre apds uma injuria aguda, tais como o calor, a isquemia e a exposi¢ao a toxinas,
geralmente em uma area contigua da célula. Por outro lado, a apoptose ocorre em células
individuais, geralmente para manter a homeostase no organismo e, também, em algumas
condig¢des patoldgicas (60).

Em 1997, Gobé et al. utilizaram um modelo de hipertensdo induzida em ratos pelo
método de 1 rim / 1 clipe. Neste modelo, o rim subperfundido pelo clampeamento de sua
artéria aferente libera uma quantidade aumentada de renina. Esta, por sua vez, ird levar a um
aumento na formagao de angiotensina II (Ang II) que provoca um aumento na producao e
liberacdo de aldosterona pela glandula supra-renal. Assim, tanto Ang II quanto a aldosterona
irdo promover um aumento na pressao hidrostatica da circulagdo sistémica (60). Neste estudo,
a analise ultraestrutural mostrou de forma inequivoca que as células endoteliais dos pequenos
capilares entravam em apoptose. Estes resultados indicaram que a degradagdo da membrana
basal ocorria proxima ao endotélio apoptotico e, neste caso, as células endoteliais apoptoticas
podem ser capazes de migrar para o intersticio, onde macréfagos podem degradé-las (figura

1.1).

10



INTRODUCAO

Figura 1.1 — Representacdo esquematica da rarefacdo microvascular envolvendo
apoptose. Esquema 1 — mostra o endotélio microvascular normal. Ap6s o insulto hipertensivo
(esquema 2) as cé€lulas endoteliais entram em apoptose e podem ocupar a luz do vaso. Embora
nao tenha sido demonstrado, algumas células endoteliais podem ser fagocitadas por células
teciduais adjacentes ou por macrofagos. No esquema 3, as células remanescentes se esticam
sobre a membrana basal desnuda, de tal forma que, com a perda progressiva de células por
apoptose ¢ com o adelgacamento da camada de célula endotelial, os vasos se retraem
(esquema 4) e a “rarefagdo estrutural” ocorre (60).

As arteriolas sdo geralmente vistas como o ultimo local de defesa na hipertensdo (19)
protegendo a rede capilar da pressdo hidrostatica excessiva. Apesar desta prote¢do, por que
ocorre apoptose no endotélio capilar? As seguintes propostas procuram esclarecer esta
questdo: (1) A defesa arteriolar pode ser perdida, permitindo uma pressdo sanguinea
anormalmente alta nos capilares (65). As for¢as de cisalhamento resultantes podem entdo
causar a perda do contato entre a membrana basal e a célula endotelial, que ¢ uma causa
conhecida de apoptose. (2) Um fluxo sanguineo maior que o normal pode induzir a um efeito
hiperdxico que podem causar apoptose na c€lula endotelial. (3) A constrigao das arteriolas
podem levar a um efeito isquémico de leve a moderado, que ¢ causa conhecida de apoptose
em outras circunstancias (61, 66, 67). (4) A reperfusdo apds a constri¢do inicial das arteriolas
pode causar dano oxidativo. O estresse oxidativo causa apoptose (68). (5) Os fatores humorais
ou os fatores de crescimento sanguineos podem estar presentes em niveis alterados. O
aumento ou a perda de fatores de crescimento podem causar apoptose endotelial (69-71).

Mais recentemente, Kobayashi et al. (72) demonstraram que antioxidantes permeaveis
as células previnem a apoptose de células endoteliais microvasculares e a perda de microvasos
durante o crescimento de SHR. A estimulagdo da superoxido desmutase pode inibir a
elevacdo da pressdo sanguinea como resultado da melhora na vasodilatagdo dependente de
endotélio, ja que o anion superdxido reage com o NO e impede a vasodilatacdo induzida por

NO (73, 74). Os resultados de Kobayashi et al. em 2005 geraram uma nova possibilidade, a de
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que os antioxidantes previnem a perda dos microvasos e, consequentemente, suprimem o
aumento na resisténcia vascular sistémica. Embora ainda seja controverso se a rarefacao
microvascular nos individuos hipertensos ¢ a causa ou a conseqiiéncia da elevacao da pressao
sanguinea, algumas evidéncias indicam que o desaparecimento dos microvasos precede o
desenvolvimento da hipertensao arterial (50, 58). A perda de microvasos observada em SHR
mais jovens, nos quais a PA ainda ndo se encontra totalmente elevada, da suporte a esta
hipotese (72).

A marcagao de células apoptoticas por fluorescéncia, através da técnica de TUNEL,
mostram que sob certas condi¢des, apds a exposi¢do cirurgica, as células endoteliais
microvasculares em SHR estdo mais propensas ao processo apoptotico que as células de ratos
WKY, sendo este processo apoptdtico atenuado por antioxidantes (72).

Parece que a inibicao da apoptose celular por antioxidantes contribui para a prevencao
da rarefacdo microvascular (72). Estes resultados sugerem que esta inibi¢do pode ser a
consequéncia do estresse oxidativo aumentado nos microvasos em SHR. Diversas evidéncias
sugerem que a supressdo das espécies reativas de oxigénio inibe a apoptose celular.
Primeiramente, antioxidantes administrados topicamente previnem a apoptose celular
endotelial nos microvasos sem afetar a PA sistémica. Em segundo lugar, nos SHR mais
jovens, o tratamento sistémico com antioxidantes diminui a apoptose celular endotelial sem
uma variagdo significativa da pressdo sanguinea. Além disso, a apotose celular foi suprimida
ndo apenas nas arteriolas como também nos capilares e nas vénulas, vasos em que a pressao
sanguinea ¢ equivalente aos animais normotensos (75). Embora o mecanismo preciso pelo
qual o estresse oxidativo promova a apoptose da célula endotelial nos microvasos ndo esteja
totalmente elucidado, as evidéncias de experimentos in vitro sugerem que diversas vias, como
a ativagao da JNK/p38 MAP quinase (76, 77), modificagdes na integridade mitocondrial (78)
e a perda na biodisponibilidade do NO (79-81), podem mediar a apoptose induzida por
espécies reativas de oxigénio nas células endoteliais vasculares, agindo de forma

independente da PA.

1.5 — Implica¢des Patogénicas da Rarefacao Microvascular

Os dados mostrados acima sugerem que as anormalidades microvasculares podem
iniciar a seqiiéncia patogénica na HAS primdria. Dessa forma, a HAS pode ser vista como
uma anormalidade desenvolvida, pelo menos em parte, pela microciruclagdo. Assim existem
evidéncias diretas do potencial angiogénico reduzido em SHR. O soro de SHR de 6 semanas
possui menor capacidade de induzir angiogénese na membrana corioalantdica de embrido de

ave quando comparado com o soro de ratos normais (21).
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Além de afetar a resisténcia, a rarefagdo tem o potencial de perturbar o acesso celular

de nutrientes e oxigénio. A rarefagdo microvascular tende a reduzir a area de superficie do
vaso disponivel para a liberacdo de oxigénio e a aumentar a distancia de difusdo entre os
vasos e as cé€lulas alvo. A isquemia relativa resultante pode ser a principal responsavel pelas
lesdes de orgao-alvo associadas a hipertensdo. Evidéncias a este respeito surgem a partir de
medidas teciduais da pressdo parcial de oxigénio em modelos de ratos hipertensos, onde foi
vista uma hipoxia relativa no cremaster (82, 83), um musculo cuja rarefacdo foi demonstrada
de forma consistente (39, 40), porém ndao no espinotrapézio, um musculo onde nao ¢

encontrada rarefacao (84).

1.5.1 — Lesdes de Orgio-Alvo Relacionadas a8 HAS

O principal problema associado a HAS consiste nas lesdes de 6rgao-alvo associados a
esta doenca. Estas lesOes levam a estados de morbi-mortalidade, acometendo, sobretudo, o
cérebro, o rim, 0 coragdo, os vasos periféricos e a retina.

Os acidentes vasculares cerebrais (AVC) podem ser classificados em 2 grupos:
isquémico e hemorragico. A isquemia cerebral, o mais freqiiente, ¢ a conseqiiéncia da
aterotrombose nas artérias que irrigam o cérebro ou de embolismo das mesmas. O
hemorragico representa 15-20% das causas de acidente vascular cerebral (85). Os infartos
lacunares, causados pela oclusdo de pequenas artérias finais ndo-ramificadas (geralmente
menores que 500 um de didmetro) (86), estdo geralmente associados a HAS (87, 88). Assim,
A HAS esté diretamente relacionada com os riscos de ocorréncia de AVC.

A hipertrofia do ventriculo esquerdo ¢ uma condi¢gdo em que o musculo cardiaco se
adapta a resisténcia aumentada na circulagdo sist€émica. O maior trabalho exercido pelo
musculo cardiaco em razdo da PA aumentada, como na HAS ou na estenose aortica, causa
hipertrofia do musculo cardiaco com um aumento resultante na espessura do miocardio para
compensar a sobrecarga de trabalho do coragdo. Esta condi¢do ¢ um fator independente de
morbidade e mortalidade cardiovascular. A HAS pode aumentar o risco de AVC, de doenga
cardiaca isquémica e, at¢ mesmo, ser um fator importante no desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (89-91). O remodelamente do miocardio na hipertrofia
induzida por HAS inclui o aumento do tamanho do cardiomiécito e a deposi¢ao de colageno
de matriz intersiticial e perivascular, levando a hipertrofia do coragdo. As alteracdes da
microcirculagdo coronariana na hipertrofia do ventriculo esquerdo também parecem ter um
papel importante nas lesdes de 6rgao-alvo (92, 93). A diminui¢do significativa da reserva no
fluxo coronariano, observada nestas condi¢des, decorrente de obstrucdo coronariana

importante (>75%), constitui o principal marcador de significado fisiologico da isquemia

13



INTRODUCAO
miocardica, visto que em areas perfundidas por artérias livres de obstrucgdes, esse fluxo pode
aumentar até trés vezes o valor de repouso (94). Em SHR (95, 96) bem como em SHR
propensos ao derrame (SHRSP), as densidades capilares no coracdo hipertrofiado sdo
menores que nos controles normotensos de mesma idade, o que pode prejudicar a perfusao
cardiaca. De fato, o nimero de capilares ndo acompanha a hipertrofia dos cardiomidcitos, o
que leva a uma reducdo na distancia de difusdo por capilar (uma medida de perfusdo capilar).
Este fenomeno resulta em um estado semelhante a isquemia nos ratos hipertensos comparados
com o controle. Além disso, no miocardio, aparecem modificacdes na sintese e deposicao de
colageno resultando em um maior espessamento da parede do miocardio. Este processo reduz
a capacidade do coracdo de suplantar a demanda de fluxo sanguineo normal da circulagao
97).

A HAS ¢ um importante fator de risco para a doenga isquémica coronariana (98, 99).
A patogénese ¢ decorrente de um estreitamento ou oclusdo das artérias coronarianas por
aterosclerose, que limita o fluxo sanguineo ou causa o infarto miocardico no caso de ruptura
da placa aterosclerdtica. Também pode ser devido ao remodelamento das artérias
coronarianas ou a uma isquemia silenciosa com alteracdes da microvasculatura do coragao
(100-102). De fato, a HAS cronica resulta em hipertrofia cardiaca e sem um crescimento
associado da circulagdo coronariana poderia levar a uma isquemia cardiaca. A conseqiiéncia
eventual ¢ um impedimento do fluxo coronariano de reserva. As principais modifica¢des
estruturais na hipertensao sao observadas em pequenas artérias e arteriolas: alteragdo da
espessura da luz dos vasos foi demonstrada em SHR (103) e um aumento da fibrose
perivascular e intersticial foi demonstrado em ratos em modelos hipertensdo renovascular
(104-107). Estas modificagdes impedem o suprimento adequado de oxigénio aos
cardiomiocitos pelo aumento da resisténcia coronariana. A rede capilar ¢ um determinante
crucial para o suprimento de oxigénio no coragdo. De fato, a densidade capilar e a distancia
inter-capilar s3o parametros importantes para se acessar a isquemia. Na doenca hipertensiva, a
densidade capilar estd diminuida (rarefacdo) (19) e, dependendo do tamanho do
cardiomiocito, as distancias inter-capilares estdo aumentadas, o que pode prejudicar o quadro

de isquemia do miocardio (97).

1.6 — Tratamento Farmacologico da HAS

Os farmacos anti-hipertensivos podem ser classificados de acordo com os seus
mecanismos de agdo. J4 que a PA ¢ diretamente proporcional ao produto do débito cardiaco e
da resisténcia vascular periférica, ela pode ser reduzida por acdes de farmacos isoladamente

em um destes parametros hemodinamicos ou em ambos. Os fdrmacos podem diminuir o
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débito cardiaco tanto pela inibicdo da contratilidade do miocardio quanto pela reducao da
pressdo de enchimento do ventriculo. A redu¢do na pressdo de enchimento do ventriculo pode
resultar de agdes sobre o tonus venoso, como na vasodilatagdo induzida por antagonistas do
receptor a-adrenérgico, ou sobre o volume sanguineo através de efeitos renais, como visto
através dos efeitos dos farmacos diuréticos. Os farmacos podem reduzir a resisténcia
periférica atuando no musculo liso vascular causando relaxamento dos vasos de resisténcia ou
interferindo com a atividade de sistemas que produzem a constri¢do de vasos de resisténcia
(ex. o sistema nervoso simpatico).

O uso simultaneo de farmacos com mecanismos de agao ¢ efeitos hemodinamicos
similares geralmente trazem poucos beneficios adicionais. No entanto, o uso concomitante de
farmacos de diferentes classes ¢ uma estratégia para se atingir o controle efetivo da PA com
efeitos adversos reduzidos pelo uso de doses individuais menores.

Para pacientes com hipertensao arterial em estagio 1 (pressdo sistdlica medida no
consultério entre 140-159mmHg e pressao diastolica entre 90-99mmHg) héa a indicacao de
tratamento ndo-medicamentoso através das seguintes medidas: controle de peso, modificacao
no padrdo alimentar, reducdo do consumo de sal, moderacdo no consumo de bebidas
alcoolicas, exercicio fisico, abandono do tabagismo e controle do estresse psicoemocional,
podem ser utilizadas isoladamente no controle da PA e na diminuic¢ao do risco cardiovascular.
No entanto, para os pacientes que nao responderam as medidas ndo-medicamentosas, o uso de
qualquer medicamento dos grupos de anti-hipertensivos, com exce¢do dos vasodilatadores de
acao direta, pode ser utilizado para o controle da PA como monoterapia inicial.

Para pacientes em estagios 2 (pressdo sistolica medida no consultorio entre 160-
179 mmHg e pressao diastdlica entre 100-109 mmHg) pode-se considerar o uso de
associagdes fixas de medicamentos anti-hipertensivos como terapia inicial, sendo que para
pacientes em estagio 3 (pressdo sistolica medida no consultério > 180 mmHg e pressao
diastolica > 110 mmHg), de HAS a terapia inicial com associacdes de anti-hipertensivos €
recomendada (9).

As associagcdes mais comuns sdo entre os diuréticos com as outras classes de
farmacos anti-hipertensivos e entre bloqueadores de canais de calcio com betabloqueadores,

inibidores da enzima conversora de angiotensina (iIECA) ou antagonistas do receptor AT (9).

1.6.1 — Antagonistas do Receptor B-Adrenérgico
Nao se esperava efeitos anti-hipertensivos nos farmacos bloqueadores do receptor
3-adrenérgico quando foram investigados inicialmente. No entanto, o pronetalol, um farmaco

que nunca foi comercializado, promoveu a redu¢ao da PA em pacientes hipertensos com
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angina pectoris. Este efeito anti-hipertensivo foi subseqiientemente demonstrado para o
propranolol e para todos os outros antagonistas do receptor B-adrenérgico (108).

O antagonismo dos receptores B-adrenérgicos afeta a regulacdo da circulagdo
através de diversos mecanismos, incluindo a redu¢do na contratilidade do miocardio e da
freqiiéncia cardiaca e, consequentemente, do débito cardiaco. Um importante efeito do
bloqueio dos receptores B-adrenérgicos que contribui de maneira significativa para os efeitos
anti-hipertensivos desta classe de farmacos ¢ a reducdo na secre¢do de renina com uma
conseqiiente queda nos niveis de Ang II. A redugdo na formacdo de Ang II e,
consequentemente, de seus efeitos multiplos no controle circulatério e sobre a aldosterona,
contribui de forma significativa para a agdo anti-hipertensiva desta classe de farmacos, agindo
em conjunto com os efeitos cardiacos. Existem claramente efeitos dos bloqueadores B-
adrenérgicos, particularmente em altas doses, que sdo independentes de renina. Diversos
mecanismos foram postulados para explicar a reducdo na PA independente de renina,
incluindo: a alteragdo do controle do sistema nervoso simpatico ao nivel do Sistema Nervoso
Central (SNC), uma modificacdo na sensibilidade do barorreceptor, uma alteracdo na fungao

periférica adrenérgica neuronal, e um aumento na biossintese de prostaciclina (108).

1.6.2 — Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina

O desenvolvimento dos IECAs ¢ uma historia fascinante. Esta historia difere de
outras importantes descobertas que tiveram como cenario laboratorios localizados em paises
ricos do hemisfério norte € como protagonistas cientistas americanos, europeus ou japoneses,
pois se deu predominantemente em laboratérios brasileiros (109). Em 1949, Rocha e Silva e
associados relataram que a tripsina e os venenos de algumas cobras liberavam do plasma uma
substancia hipotensora (110). Também observaram que ela provocava o estimulo de
contragdes lentas intestinais e batizaram a nova substancia de bradicinina. As cininas possuem
uma gama de efeitos sobre a regulacdo de processos relevantes como inflamacao, coagulacao
e reatividade endotelial. As enzimas inativadoras sdo as cininases, que transformam as cininas
e calidinas em fragmentos inativos. A cininase II ¢ idéntica a enzima conversora da
angiotensina (também conhecida como peptidil dipeptidase).

Nos anos sessenta, Ferreira et al. relataram a descoberta de que peptideos extraidos
do veneno da jararaca aumentavam os efeitos da bradicinina (109). Os fatores
potencializadores da bradicinina agiam via inibicdo da cininase II. Posteriormente, foi
estabelecido que se tratava da mesma enzima conversora da angiotensina. O reconhecimento

de um grande potencial de uso clinico levou ao desenvolvimento do primeiro inibidor da
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enzima conversora da angiotensina (IECA) utilizado por via oral. O captopril foi obtido a
partir de pesquisas com um fator potencializador da bradicinina, o teprotide.

A seguir, enalapril, lisinopril, quinapril, ramipril, benazepril, moexipril, fosinopril,
trandolapril e perindopril também se tornaram disponiveis. Estes farmacos se mostraram uteis
no tratamento da HAS devido a eficicia e ao perfil favoravel de efeitos adversos, que
aumentam a adesao.

Sdo eficazes no tratamento da hipertensdo arterial reduzindo a morbidade e a
mortalidade cardiovasculares nos hipertensos (111, 112), pacientes com insuficiéncia cardiaca
(113, 114), pacientes com infarto agudo do miocardio, em especial quando apresentam baixa
fragdo de ejecdo (115) e pacientes de alto risco para doenga aterosclerdtica (115). Quando
administrados em longo prazo, os inibidores da ECA retardam o declinio da fung¢do renal em

pacientes com nefropatia diabética ou de outras etiologias (116-118).

1.6.3 — Antagonistas do Receptor AT, de Angiotensina II

A importancia da Ang II na regulacio da funcdo cardiovascular levou ao
desenvolvimento de antagonistas nao-peptidicos do receptor de Ang II para uso clinico.
Assim, o losartan, o candersatan, o irbesatan, o valsartan, o telmisartan e o eprosartan foram
aprovados para o tratamento da HAS. Por impedir os efeitos da Ang II, estes agentes relaxam
o musculo liso vascular e promovem vasodilatagdo, aumentam a excrecdo de sal e agua,
reduzem o volume plsmatico e diminuem a hipertrofia celular. Os antagonistas do receptor de
Ang Il também superam teoricamente algumas desvantagens dos iIECA, ja que os iECA nao
apenas impedem a conversdo de angiotensina I em Ang II, mas também impedem a
degradagdo de bradicinina e de substancia P mediada pela ECA. A tosse, um efeito adverso
associado aos iECA ndo foi associado aos antagonistas do receptor AT, de Ang II. O
angioedema ocorre raramente (108).

Dois subtipos distintos de receptores de Ang Il foram clonados, designados como tipo
I (AT;) e tipo II (AT,). O subtipo de receptor AT, de Ang II estd localizado
predominantemente no tecido vascular e miocardico e também no cérebro, rim e cé€lulas
glomerulosas adrenais, que secretam aldosterona. O subtipo de receptor AT, de Ang II ¢
encontrado na medula adrenal, rim e no SNC e pode ter um papel no desenvolvimento
vascular (119). Tendo em vista que o receptor AT, encontra-se envolvido com a inibi¢ao da
liberacdo de renina por retroalimentagdo, as concentragdes de renina e Ang II estardo
aumentadas durante o antagonismo do receptor AT;. As conseqiiéncias clinicas dos efeitos do

aumento de Ang II sobre um receptor AT, ndo-inibido ndo sdo conhecidas; no entanto, alguns
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dados sugerem que o receptor AT, pode ter efeitos de inibicdo do crescimento e respostas
anti-proliferativas (108).

Os efeitos dos iIECA que resultam da inibi¢cdo das fung¢des relacionadas com a Angll
também ocorrem com os antagonistas do receptor AT;. Estes efeitos incluem: hipotensao,
hipercalemia e fun¢do renal reduzida, incluindo aquela associada com estenose da artéria
bilateral renal.

Em contraste com os iECA, os antagonistas do receptor AT; ndo causam tosse. Foi
descrito angioedema, no entanto ndo esta claro se o angioedema em pacientes que fazem uso
de antagonistas do receptor AT; € maior do que na populagdo em geral. Além disso, também
foi descrito disfuncao hepatica com o uso desta classe de anti-hipertensivos (108).

Os farmacos antagonistas do receptor AT, sdo eficazes no tratamento da hipertensao.
Estudos recentes comprovam seu efeito benéfico na insuficiéncia cardiaca congestiva (120,
121). No tratamento da hipertensao arterial, foram testados, basicamente, em populacdes de
alto risco cardiovascular ou com comorbidades. Sao nefroprotetores no paciente diabético tipo
2 com nefropatia estabelecida (106, 122, 123). Entretanto, contrariamente aos inibidores da
ECA, nao reduziram a mortalidade total nessa populag¢ao (124). Em hipertensos idosos com
hipertrofia ventricular esquerda (125, 126), foi demonstrado que a losartana diminui a
mortalidade e a morbidade cardiovasculares de forma superior a observada com o atenolol,
especialmente acidente vascular cerebral. Mais recentemente, metandlise envolvendo 21
estudos clinicos randomizados (16 com inibidores da ECA e 5 com bloqueadores do receptor
AT)) constatou reducao de eventos coronarianos apenas com os inibidores da ECA (127). O
tratamento com bloqueadores do receptor AT, assim como o uso de iECA, vem sendo

associado a menor incidéncia de novos casos de diabetes melito do tipo 2 (125, 128-130).

1.6.4 — Antagonistas do Canal de Ca*"

O racional para o uso desta classe de farmacos na HAS vem da compreensdo que a
HAS ¢ o resultado do aumento da resisténcia vascular periférica. J4 que a contragdo do
musculo liso vascular ¢ dependente da concentragao de Ca”" intracelular livre, a inibi¢do da
movimentacio transmembranar de Ca>” deve diminuir a quantidade total de Ca*" que alcanca
os sitios intracelulares. De fato, todos os bloqueadores dos canais de Ca*" diminuem a PA
pelo relaxamento do musculo liso arteriolar e pela diminuicdo da resisténcia vascular
periférica (131). Como conseqiiéncia da diminui¢do da resisténcia vascular periférica, os
bloqueadores dos canais de Ca®" desencadeiam uma descarga simpatica mediada por
baroreceptores. No caso das diidropiridinas, esta estimulagdo simpatica tem como

conseqiiéncia taquicardias leves a moderadas que surgem a partir da estimulagdo do nodo
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sinoatrial. No entanto com verapamil e diltiazem esta taquicardia ¢ minima ou ausente devido
aos efeitos cronotropicos negativos diretos destes dois agentes. Esta taquicardia reflexa
observada sobretudo com o uso da nifedipina deve ser levada em consideragdao nas decisdes
de uso deste farmaco no tratamento da HAS, particularmente em pacientes propensos a
insuficiéncia cardiaca. A resposta reflexa adrenérgica aos bloqueadores dos canais de Ca’"
também serve para atenuar o efeito hipotensor destes farmacos; portanto, quando a
vasoconstri¢ao reflexa encontra-se diminuida, como em idosos ou durante o tratamento com
antagonistas do receptor a-adrenérgico, o efeito hipotensor dos bloqueadores dos canais de
Ca”" ¢ consideravelmente aumentado, algumas vezes de forma excessiva, podendo levar a um
quadro de hipotensao aguda (108).

Uma revisao dos ensaios que avaliaram os efeitos dos agentes anti-hipertensivos na
massa do ventriculo esquerdo concluiu que, embora os bloqueadores dos canais de Ca*"
reduzam a massa do ventriculo esquerdo mais efetivamente que os diuréticos, eles sio menos
eficazes que os iIECA e a metildopa (132).

Os bloqueadores dos canais de Ca®" sdo anti-hipertensivos eficazes e reduzem a
morbidade e a mortalidade cardiovasculares (111, 112, 128, 133). Em compara¢do com outros
antihipertensivos, levam a menor redug¢do nas taxas de hospitalizacdo por insuficiéncia
cardiaca e infarto do miocardio. Deve-se dar preferéncia aos bloqueadores dos canais de
calcio de acdo de longa duragdo intrinseca ou por formulacdo galénica que permita uma
liberagdo controlada. Nao sdo recomendados agentes de curta duracao (9).

Estudos recentes reafirmaram a eficacia, a tolerabilidade e a seguranca do uso dessa
classe de medicamentos no tratamento da hipertensao arterial (128, 134, 135). No estudo
ASCOTT LLA, verificou-se interacdo favoravel entre o bloqueador de canal de célcio ¢ a
vastatina, provavelmente pelo sinergismo desses medicamentos na liberacdo de NO pela
célula endotelial (9).

A nifedipina foi o primeiro membro do grupo das diidropiridinas a ser sintetizado
(136). Esta classe de drogas apresenta potente atividade vasodilatadora in vivo e in vitro. A
nifedipina quando administrada por via intravenosa aumenta o fluxo sanguineo dos membros
superiores com pouco efeitos sobre o enchimento venoso; isto indica uma dilatacao seletiva
dos vasos de resisténcia arteriais. No entanto, a nifedipina relaxa o musculo liso vascular em
concentracdes significativamente menores que aquelas requeridas para efeitos diretos
proeminentes no coragdo. Assim, a resisténcia arteriolar e a PA sdo reduzidas, a contratilidade
e a funcdo ventricular segmentar sdo aumentadas, e a freqliéncia e o débito cardiacos sdao
aumentados modestamente (137, 138). Apos a administragao oral de nifedipina, a dilatagdo

arterial aumenta o fluxo sanguineo periférico; e o tonus venoso nao se modifica.
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1.7 — Efeitos do Tratamento Farmacoldgico da HAS na Microcirculacio

J& que a rarefacdo ¢ realmente importante na fisiopatologia da HAS, resta saber se esta
¢ afetada pela terapia farmacologica. Recentemente, um estudo observacional cruzado com
pacientes hipertensos cronicos tratados farmacologicamente, pacientes com hipertensao
recém-descoberta e pacientes normotensos mostraram um aumento na densidade capilar
cutdnea de pacientes hipertensos efetivamente tratados farmacologicamente (51). O
direcionamento da microcirculagao na prevencao das lesdes de 6érgao-alvo e no tratamento da
HAS envolve dois objetivos principais: a reversao da rarefacdo microvascular e a redugao da
relacdo parede-luz de pequenas artérias.

A maioria das classes de agentes anti-hipertensivos utilizados foram investigados em
relacdo a estes parametros, pelo menos em modelos animais, com diferengas claras entre as
mesmas. Com excecdo dos B-bloqueadores, todas as classes de farmacos anti-hipertensivos
utilizadas atualmente na clinica mostraram capacidade de afetar a angiogénese em modelos
especificos nao-hipertensos e de influenciar a rarefacdo microvascular em hipertensao

experimental (22, 56).

1.7.1 - B-Bloqueadores

Embora os [-bloqueadores sejam amplamente utilizados como agentes anti-
hipertensivos, existem poucas evidéncias que eles exercam uma a¢do benéfica marcante na
estrutura da microcirculagdo ou na rarefacdo microvascular. O tratamento com propranolol
ndo modificou a area de secdo cruzada da parede do vaso ou o didmetro externo da dilatacao
maxima das arteriolas cerebrais em SHRSP (139). Em pacientes hipertensos, o tratamento
com atenolol por 1 ano ndo produziu nenhum aumento significativo na razao parede-luz de
pequenas artérias subcutaneas (140).

Um estudo recente da perfusdo do miocardio comparando o tratamento cronico de
pacientes hipertensos durante 1 ano com perindopril (iIECA) e com atenolol concluiu que o -
bloqueador foi incapaz de aumentar a reserva coronariana e de reduzir a massa do ventriculo
esquerdo (141). Em outro estudo, foi comparada a hiperemia reativa (um indice de
vasodilatacdo dependente de endotélio) em pacientes hipertensos tratados com diversas
classes de anti-hipertensivos. O uso cronico de B-bloqueadores ndo modificou o fluxo
sanguineo maximo de membro superior durante a hiperemia reativa gerada pela oclusao do
fluxo sanguineo arterial durante 5 minutos ou apos a administracdo sublingual de

nitroglicerina (142).
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1.7.2 — Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina

Os efeitos farmacologicos dos iIECA estdo relacionados com a vasodilatagdo, a
recuperagdo da funcdo endotelial e & intervencdo no processo de remodelamento dos vasos
sanguineos ¢ do coragdo. A inibicdo da ECA reduz ou previne o remodelamento interno
vascular observado em individuos hipertensos (143). Em SHR, a inibi¢ao da ECA reduziu a
hipertrofia cardiaca (144, 145). Quando comparado com o atenolol, o tratamento com
perindopril resultou em uma maior reserva coronariana associada a regressdo da estrutura
hipertensiva da artéria de resisténcia e da hipertrofia do ventriculo esquerdo (141). Os iECA
possuem efeitos anti-proliferativos e anti-migratoérios em células de musculo liso, em
neutrofilos e em linfocitos mononucleares. Eles também diminuem o estresse oxidativo,
aumentam a fibrinélise endogena, possuem efeitos anti-plaquetarios e, em animais, podem ser
anti-aterogénicos e capazes de estabilizar plaquetas (146). Em um estudo independente, o
tratamento cronico de SHRSP com ramipril em dose anti-hipertensiva, foi cardio- e vaso-
protetor, prevenindo a hipertrofia e a necrose celular. Estes efeitos foram associados com uma
redu¢do significativa dos niveis de RNAm para proteinas da matriz extracelular, porém com
aumento na expressao do gene para VEGF (147).

A situacdo a respeito dos efeitos dos iIECA sobre a estrutura e a densidade de
microvasos ¢ complexa e tem sido alvo de numerosos estudos recentes. Um aumento
marcante na atividade da ECA foi demonstrado nas paredes arteriolares de musculo periférico
em SHR e o tratamento com iECA mostrou inibir amplamente, mas ndo completamente, esta
atividade local de ECA (31). Parece claro que a inibigao da ECA pode reduzir a razao parede-
luz dos vasos de resisténcia em SHR (139, 148) e de arteriolas aferentes renais em ratos
hipertensos geneticamente (149). Em pacientes hipertensos sem tratamento prévio, o
tratamento com 1ECA, mas nao com B-bloqueador causou uma reducao na razao parede-luz
de pequenas artérias em bidpsias de gluteo (140). Mais recentemente, foram comparados os
efeitos dos iECA, dos antagonistas de célcio, dos beta-bloqueadores e dos diuréticos na
hiperemia reativa em pacientes hipertensos. Os achados sugeriram que os iECA aumentam o
fluxo sanguineo em membros superiores durante a hiperemia reativa, em pacientes com HAS
essencial, através do aumento da produgao de NO (142).

Os efeitos da inibi¢do da ECA na rarefacdo microvascular, entretanto, sdo mais
controversos. A Ang II ¢ conhecida por possuir efeitos angiogénicos, portanto, o bloqueio de
sua produc¢do ou a¢do deveria induzir rarefagdo. Uma complicagdo a mais ¢ que a Ang II pode
afetar independentemente as densidades arteriolar e capilar. Em ratos, a hipertrofia cardiaca
hipertensiva induzida pela administra¢do cronica de Ang II foi associada com uma diminuigao

de 18% na densidade capilar, mas também com um aumento de 54% na densidade arteriolar
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(150). Uma outra evidéncia para a regulacao independente da densidade capilar e arteriolar foi
obtida recentemente (151) em ratos Goldblatt 1-rim, 1-clip. Apos 4 semanas de hipertensao
renovascular, houve um aumento significativo na densidade arteriolar miocardica e um
decréscimo na densidade capilar. O tratamento com o iECA perindopril normalizou a
densidade arteriolar, mas ndo recuperou os indices de baixa densidade capilar miocardica,
apesar da completa normalizagdo da PA. A combinag¢do de perindopril e do diurético
indapamida, entretanto, resultou na normalizagdo da densidade capilar e arteriolar.
Similarmente, os tratamentos de SHRSP com baixas doses de perindopril ou em associacao
com indapamida aumentaram as densidades capilares e de midcitos no miocardio, porém a
densidade arteriolar diminuiu. Neste caso, o aumento na capilariza¢do foi um efeito indireto
da pequena diminuicao da hipertrofia cardiaca (95).

A inibi¢do da degradacdo de bradicinina, mais do que os efeitos mediados por Ang II,
podem ser responsaveis pelos efeitos pro-angiogénicos dos iIECA (152). A deficiéncia do
receptor de bradicinina B, acaba com a vascularizacdo induzida por iECA em patas
isquémicas de camundongos (153). Em um modelo de insuficiéncia cardiaca induzida por
infarto do miocardio, o icatibant, um antagonista do receptor B,, preveniu o aumento na
densidade de capilares do coracdo que havia sido induzida por doses altas e baixas de iECA.
De forma interessante, o icatibant ndo mostrou nenhum efeito na angiogénese (154, 155). E
possivel que os niveis de cinina sejam muito baixos para afetar a densidade vascular sem os
1IECA, ou que o bloqueio do sistema renina angiotensina € necessario para as cininas afetarem
a densidade vascular (155). Este efeito da bradicinina na angiogénese através da via do
receptor B,, ficou evidenciado em dois estudos independentes: um modelo in vitro de
angiogénese no coracdo e pelo uso de animais deficientes correspondentes. Assim, pode-se
concluir que a inibicdo da ECA leva a angiogénese através da via do receptor de bradicinina
B, (35).

O efeito pro-angiogénico da bradicinina na densidade vascular pode requerer também
NO e VEGF e/ou prostaglandinas (156). A rarefacdo capilar miocéardica em ratos obesos foi
acompanhada da diminui¢ao da expressdo de VEGF e de NO sintase endotelial (157).
Similarmente, a densidade microvascular aumentada na pata traseira isquémica de ratos apos
o tratamento com iECA foi associada com a regulagdo positiva da NO sintase endotelial
(153). A diminuicdo da biodisponibilidade de NO também contribui para a rarefagdo
microvascular em musculo esquelético de ratos obesos Zucker, um modelo de sindrome
metabolica (158). Em um modelo de hipertensdo secundaria em rato com a inibigdao da

biossintese de NO, o desenvolvimento de tecido conectivo vascular foi substancialmente
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reduzido; entretanto, este efeito ndo foi visto em um modelo diferente com um mecanismo
independente de NO de hipertensdo secundaria (56).

A maioria dos estudos suportam um papel pro-angiogénico para os iECA. A simples
deficiéncia do gene da ECA em camundongos ja ¢ responsavel por aumentar a densidade
capilar em musculo esquelético soleus em relacdo aos animais selvagens, conforme indicado
pelo nimero médio de capilares ao redor das fibras do tipo Ila (159). Similarmente, a inibigao
da ECA pré-natal em SHR resultou na atenuagdo parcial da hipertensdo bem como da
hipertrofia do ventriculo esquerdo, 180 dias apds o nascimento. Neste estudo, o tratamento
gestacional com iECA foi capaz de aumentar a densidade de volume de vasos intra-
miocardicos dos animais adultos quando comparados com os animais SHR ndo-tratados, com
pequena ou nenhuma diferenga nos miodcitos e no intersticio, sugerindo o envolvimento de um
mecanismo angiogénico direto (160).

Outros modelos animais também foram capazes de descrever o efeito pro-angiogénico
desta classe farmacoldgica. Assim, a inibicdlo da ECA com quinalaprilat promoveu
angiogénese em um modelo de isquemia da pata traseira em coelhos (161). De forma similar,
a administracao de perindopril a SHR foi capaz de restaurar a angiogénese prejudicada nestes
animais em um modelo de isquemia da pata traseira (162). Além disso, a administragdo de
lisinopril a ratos Wistar com diabetes induzida por estreptozotocina levou a um aumento da
densidade capilar no musculo extensor longo da pata e a um aumento da relagdo capilar por

fibra muscular no musculo soleus (163).

1.7.3 — Antagonistas do Receptor do Tipo I de Angiotensina II (AT;)

O desenvolvimento de antagonistas do receptor AT; ocorreu em razdo da ECA
também mediar o metabolismo do sistema da bradicinina e devido a formagdo de Ang II
poder ocorrer em fungdo da agdo de outras enzimas como a quimase. E bem conhecido que o
SRA possui um papel crucial na fisiopatologia das doengas cardiovasculares através da agdo
da Ang II. Assim, a interrup¢do direta dos efeitos adversos da Ang II através dos receptores
AT, fez dos bloqueadores do receptor de angiotensina I (AT;) uma linha importante na
pesquisa cardiovascular. As acdes dos antagonistas AT; também podem ser mediadas através
dos receptores AT,, considerando que a Ang II estara mais disponivel para estimular os
receptores AT,. Os principais efeitos desta estimulagdo sdo vasodilatacdo, anti-proliferativo e
ativacdo de NO (97). Os niveis plasmaticos de renina e de Ang Il aumentam quando o
receptor AT, esta bloqueado (164); assim, os efeitos da Ang II no receptor AT, podem incluir

a liberacdo de cininas ¢ NO — moléculas que medeiam a angiogénese (165).
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Menos dados estdo disponiveis para os bloqueadores do receptor AT; na estrutura e
rarefacdo microvascular e resultados conflitantes t€ém sido obtidos. O bloqueio AT; aumentou
a densidade capilar do ventriculo esquerdo em SHR propensos ao infarto (166) e normalizou
as modificacdes induzidas por Ang II nas densidades capilar e arteriolar cardiacas (150).
Similarmente, a densidade microvascular diminuida apos a indugao de infarto do miocardio
em ratos transgénicos com uma superexpressao cardioseletiva do receptor AT; foi amenizada
pelo bloqueio do receptor AT; com losartan. Estes dados sugerem que a eficacia dos
bloqueadores do receptor AT; pos-infarto do miocardio pode ser devida ndo apenas a
atenuagdo do remodelamento do ventriculo esquerdo, mas também por um efeito
estimulatorio na angiogénese (167). O bloqueador AT, losartan também diminuiu a relagao
parede-luz das arteriolas aferentes renais em SHR (149). Por outro lado, o tratamento com
losartan em animais muito jovens nao foi capaz de aumentar significativamente a densidade
de comprimento capilar cardiaca, apesar da atenuacdo no desenvolvimento da hipertensao
(154).

Tanto o subtipo de receptor AT, quanto o subtipo AT, tém sido implicados em
angiogénese; em um modelo de rarefacao capilar peritubular renal em ratos Sprague-Dawley,
o losartan reverteu a rarefacao através da inducao da expressao de VEGF e o bloqueador AT,
PD123319 aumentou a densidade capilar através da regulagdo positiva do receptor de VEGF,
bem como de angiopoietina e de seu receptor Tie-1 (168). Por outro lado, o bloqueador AT,

valsartan nao teve efeito na microcirculagdo do musculo maximo cutaneo em SHR jovens

(A1),

1.7.4 — Bloqueadores dos Canais de Calcio

Os bloqueadores dos canais de célcio afetam o transporte de calcio no compartimento
intracelular de células cardiacas e vasculares. Assim, estes agentes levam ao relaxamento dos
vasos sanguineos e 4 diminuicio do trabalho cardiaco. Os niveis diminuidos de Ca*"
intracelular nas células do musculo liso vascular resultam em vasodilatacdo que reduzem a
pos-carga cardiaca. Os bloqueadores dos canais de calcio dos canais do tipo L possuem um
efeito inotropico negativo, enquanto os bloqueadores dos canais do tipo T ndo possuem este
efeito devido a baixa densidade deste canal no ventriculo. Alguns agentes desta classe
também podem ter efeitos cronotropicos negativos agindo na condu¢do atrioventricular.
Clinicamente, estes agentes reduzem a resisténcia vascular periférica e coronariana e, assim,
aumentam o fluxo sanguineo coronariano. Estes sdo tdo efetivos quanto os B-bloqueadores ou
os diuréticos no tratamento da HAS leve a moderada. No estudo NORDIL, o diltiazem, um

agente nao-diidropiridinico, foi tdo efetivo quanto os diuréticos, -bloqueadores, ou ambos
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em prevenir eventos cardiovasculares como isquemia, infarto miocardico e outras mortes
cardiovasculares (133). As diidropiridinas, como a nifedipina, sdo efetivos na redugdo da PA
¢ da morbi-mortalidade cardiovascular (60).

A disfuncdo endotelial estd claramente envolvida na patogénese das doengas
cardiovasculares relacionadas a HAS. Os bloqueadores dos canais de calcio tém mostrado um
aumento dos efeitos do NO e uma diminui¢ao da endotelina 1 (ET-1) nas células de musculo
liso vascular, melhorando a fun¢@o endotelial. Este fendmeno pode estar relacionado as
propriedades antioxidantes de alguns destes agentes como a amlodipina ou a nisoldipina (48).

Os antagonistas de calcio mostraram aumentar a densidade microvascular em diversos
modelos animais. A nifedipina e a amlodipina aumentam os niveis de VEGF e, portanto,
induzem a formagdo do tubo capilar de células endoteliais arteriais coronarianas (precursor
dos novos vasos em formag¢ao) humanas in vitro (159) e aumentam a densidade capilar total
no coragdo de hamster com cardiomiopatia dilatada (169). Além disso, a nifedipina, a
nimodipina e o verapamil mostraram aumento na densidade vascular na membrana
corioalantdica de galinha (170). Em SHR, a nifedipina induziu o crescimento da rede capilar
coronariana (95); e em ratos Goldblatt hipertensos 2-rins, 1-clipe, o antagonista de canais de
calcio de longa acdo, benidipina, aumentou a densidade de capilares e reduziu a razdo parede-
luz das arteriolas no ventriculo esquerdo (72). Similarmente, o tratamento cronico com
verapamil em ratos hipertensos por bloqueio de NO, através do inibidor da 6xido nitrico
sintase L-NAME, resultou em angiogénese dos vasos do miocardio, superando o tratamento
com o diurético espironolactona e com o iECA enalapril (171). Em ratos com faléncia
cardiaca congestiva induzida pela administracdo de isoproterenol, a administracdo de
nifedipina foi tdo eficaz quanto o antagonista do receptor AT; candersatan em aumentar a
densidade capilar do ventriculo esquerdo (172). Finalmente, o uso de nifedipina foi capaz de
atenuar os danos musculares causados pelo exercicio excéntrico, em especial levando ao
aumento da relacdo capilar/fibra no musculo esquelético soleus (173).

No entanto, estes resultados ainda sdo inconclusivos e controversos, ja que alguns
estudos ndo reportam efeitos pro-angiogénicos desta classe de anti-hipertensivos na
microcirculagdo. O mibefradil e o bloqueador de canal de cloreto NPPB [5-nitro 2-(3-
fenilpropilamino) benzoato] inibiram a formacdo de tubo de células endoteliais
microvasculares de ratos (174). Na comparacdo da hiperemia reativa em pacientes hipertensos
tratados com diversas classes de anti-hipertensivos. O uso cronico de antagonistas de calcio
nao modificou o fluxo sanguineo de membro superior maximo apo6s a hiperemia reativa
gerada pela administracdo sublingual de nitroglicerina (142). Além disso, a administracao

cronica de nifedipina a ratos parcialmente nefrectomizados ndo foi capaz de reverter a
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redu¢do da densidade de comprimento de capilares intra-miocardica. Sendo que este farmaco
teve efeito apenas parcial e menor do que aquele gerado pela moxonidina (um agente anti-

hipertensivo de a¢do central) sobre a reversdo do aumento da densidade de volume intersticial

cardiaca (175).

1.8 — Caracterizacio do Problema

Considera-se atualmente que a elevagdo cronica da resisténcia vascular sistémica
como a principal alteragdo hemodinamica na HAS estabelecida. Neste contexto, ¢ importante
ressaltar que o aumento da resisténcia vascular na hipertensao arterial ¢ determinado
essencialmente na microcirculacdo, resultando tanto de alteragdes funcionais (modificagdes
da reatividade vascular) quanto estruturais (aumento da seccdo transversal da parede do vaso).
Diversos estudos clinicos e experimentais também sugerem que a reducdo da densidade
arteriolar e capilar por volume de tecido (rarefacdo) contribuem de maneira significativa para
a elevagdo da resisténcia vascular e em conseqiiéncia da PA na doenga hipertensiva.

Apesar dos importantes e crescentes avancos no diagnostico e tratamento da doenca
hipertensiva, assim como na prevencao de lesdes de o6rgdos-alvo (acidente vascular cerebral,
doenca cardiaca e renal), a hipertensao arterial continua sendo uma das principais causas de
morbi-mortalidade mundial. Portanto, além da capacidade de induzir redugdo significativa dos
niveis pressoricos - que parece ser similar entre as diferentes classes de agentes
farmacologicos utilizadas no tratamento da hipertensdo arterial - a terapia anti-hipertensiva
deveria ter como alvo privilegiado a prevencao e/ou reversao das modificacdes funcionais e
estruturais da microcirculagdo. Assim, estes efeitos farmacoldgicos sobre a microcirculagdo
devem ser profundamente analisados e diferenciados entre as classes de anti-hipertensivos

utilizadas clinicamente.
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2.1 — Objetivo Geral
Investigar os efeitos do tratamento cronico com farmacos anti-hipertensivos de
diferentes classes farmacolédgicas sobre a densidade capilar cutanea, muscular esquelética e do

ventriculo esquerdo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2 — Objetivos Especificos

% Investigar a densidade capilar funcional de SHR na pele e no musculo
esquelético;

+» Investigar a densidade capilar estrutural de SHR no musculo esquelético e no

ventriculo esquerdo;

« Investigar os efeitos do tratamento cronico com um [-bloqueador (atenolol),
com um inibidor da enzima conversora de angiotensina (enalapril), com um
antagonista dos receptores AT, (losatan) e com um bloqueador dos canais de
calcio (nifedipina), sobre a densidade capilar funcional e/ou estrutural na pele,
no musculo esquelético e no miocardio de SHR;

¢ Correlacionar os dados de densidade capilar funcional na pele e no musculo

esquelético de SHR.
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3.1 - Modelos Animais

Foram utilizados ratos machos SHR da linhagem de Okamoto (Universidade Federal
de Sao Paulo, UNIFESP, Brasil) com 12 a 14 semanas e ratos machos normotensos Wistar
Kyoto (WKY, Biotério da Fundacao Oswaldo Cruz, Brasil), com idades pareadas.

Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas de luz (ciclos de 12-12h claro-
escuro) e temperatura (22 £ 1 °C) com acesso livre a 4gua e racdo padrdo até o dia do
experimento. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da
Fundag¢ao Oswaldo Cruz (protocolo numero P 0350-07).

Cinqiienta ratos SHR foram divididos de maneira aleatdéria em 5 grupos de animais (10
animais por grupo) e tratados durante 28 dias por gavagem com veiculo (dgua destilada)
(SHR + VEI, grupo controle), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA,
10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20
mg/kg/dia). Um grupo de 10 ratos WKY foi tratado com veiculo durante 28 dias e foi

considerado como o grupo controle normotenso (WKY + VEI).

3.2 - Medidas Hemodinamicas

Foram realizadas medidas da PA sistolica (PAS), da PA diastolica (PAD) em animais
conscientes, através de um sistema computadorizado de pletismografia caudal (BP-2000,
Visitech blood pressure analysis system, USA), considerado um método indireto de medida
da PA. A partir destas medidas este sistema calcula a PA média (PAM) destes animais.

Assim, pelo menos uma semana antes da medida da PA, os ratos foram adaptados por
3 dias consecutivos neste aparelho de pressdo caudal pré-aquecido para a aclimatagdo ao
procedimento experimental. Apos o inicio dos tratamentos farmacoldgicos, a PA era medida
uma vez por semana, sendo adquiridas 15 medidas individuais por animal e utilizadas a média

destas medidas.

3.3 - Microscopia Intravital por Fluorescéncia

Na manha dos experimentos terminais, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sodico (75 mg/kg) administrado por via intraperitoneal; a anestesia foi
complementada por aplicagdes intravenosas de 5 mg/kg de pentobarbital imediatamente antes

da administragdo do agente bloqueador neuromuscular. Os ratos foram intubados através de
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traqueostomia com canula de polietileno, imobilizados com brometo de pancurdnio (1 mg/kg,
1.v.) e artificialmente ventilados com ar ambiente através de um ventilador para animais de
pequeno porte (Ugo Basile, Model 7025, Biological Research Apparatus, Varese, Italy) com
volume respiratério de 1,5 mL e freqliéncia respiratoria 50 incursdes/min. A veia jugular foi
cateterizada para permitir a administracdo de drogas e marcadores fluorescentes para a
microscopia intravital, enquanto que a PA e a freqiiéncia cardiaca foram continuamente
monitoradas através de um cateter inserido na artéria carétida direita. A temperatura central
dos animais foi monitorada com o auxilio de uma sonda retal e mantida a 38 + 0,5 °C através
de um sistema de aquecimento homeotérmico (Harvard Apparatus, Boston, MA, USA).

Na avaliacdo da microcirculagdo do musculo esquelético, uma incisdo mediana foi
feita na pele da pata esquerda assim como na féscia ventral da coxa, permitindo a visualizagao
do musculo gracil. O musculo foi entdo colocado sob o microscopio protegido com uma capa
pléstica, de modo que permanecesse fixado sob o feixe de luz.

Para a avaliacdo da microcirculagdo cutanea, a pele da orelha foi raspada para a
remocao dos pélos e coberta com uma capa plastica impermeavel ao oxigénio. A seguir, 0s
animais foram colocados sob o microscopio, de modo que a orelha permanecesse fixada sob o
feixe de luz.

Utilizou-se um microscopio intravital de base fixa (Olympus BX51/WI, USA)
acoplado a um sistema de camera de video digital (Optronics, Goleta, CA, USA). Foi
utilizada uma objetiva Olympus 10x nos experimentos produzindo um aumento final de 100x
no monitor. Apos a administragdo i.v. de 0,15 mL de fluoresceina-isotiocianato (FITC)-
dextran a 5% (peso molecular de 150.000), as imagens da microcirculagdo do musculo e pele
foram obtidas sucessivamente para contagem em tempo real dos capilares com o auxilio do
software Saisam 5.1.3 (Microvision, France).

Assim, inicialmente, foi obtida aleatoreamente uma imagem do musculo esquelético
que permitisse a perfeita visualizagdo de capilares perfundidos. Nesta imagem, foi delimitado
um campo microscopico equivalente a 1 mm? e, nesta area, foram contados todos os capilares
espontanemante perfundidos durante um periodo de 4 minutos. Foram considerados capilares
perfundidos apenas os vasos que permitissem o fluxo continuo e unitario de hemacias pelo
vaso. Além disso, toda vez que ocorresse a ramificagdo do capilar, os vasos originados desta
ramificagdo eram considerados como sendo novos capilares. O valor total de capilares
contados foi considerado como sendo a densidade capilar funcional muscular esquelética.
ApoOs a contagem, eram feitas 4 fotos representativas do campo microscopico utilizado,

através do software Archimed 3.7.0 (Microvision, France).
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ApoOs a contagerm e a obtencdo das fotos dos capilares do musculo esquelético, foi
obtida aleatoreamente uma imagem da pele da orelha que permitisse a perfeita visualizacdo de
capilares perfundidos. O protocolo acima descrito para o musculo esquelético foi seguido para
a determinacao da densidade capilar funcional cutanea. Da mesma forma, foram obtidas 4
imagens representativas do campo microscopico utilizado na contagem. Apos o experimento,
o ventriculo esquerdo e o musculo gracil foram imediatamente dissecados e colocados em

solugdo de paraformaldeido a 4% para analises morfologicas.

3.4 - Analise Histologica

As amostras de tecido (ventriculo esquerdo e musculo gracil) foram desidratadas
através de uma série graduada de etanol (70, 95 e 100 %) e emblocadas em parafina. Os
blocos de parafina foram cortados em secdes de 5 um com o auxilio de um micrétomo (Leica
RM 2125, Germany). A seguir, o material foi marcado com uma lectina de Griffonia
simplicifolia conjugada a FITC, que permite a identificagdo de células endoteliais, a uma
diluicdo de 1:20 em um ambiente escuro a temperatura ambiente por 30 min.

As lectinas sdo proteinas, geralmente derivadas de plantas, que mostram ligacao
reversivel e seletiva para sacarideos terminais. Para fins histoquimicos as lectinas podem ser
utilizadas como um marcador visivel, com derivados de peroxidase ou com marcadores
fluorescentes, como derivados de fluoresceina ou de rodamina. Hansen-Smith et al. (176)
mostraram que as células endoteliais de diversas espécies de mamiferos ligam as lectinas GSI
e GSI-B4. Porém, diferentes graus de ligagdo sdo observados entre a por¢do arterial e venosa
dos vasos, com uma reducdo marcante dos sitios de liga¢do para as vénulas. Além disso, este
estudo mostrou que a GSI marcou significativamente mais capilares e arteriolas terminais do
que técnicas histoquimicas como a medida da atividade da fosfatase alcalina. Essas
observagoes sugerem que a lectina GSI pode ser extremamente util como um marcador para a
microcirculagdo de musculo esquelético em muitos tipos de experimentos fisioldgicos.

A densidade capilar estrutural (nimero de capilares por mm?) e a densidade de fibras
(namero de fibras musculares por mm?) foram identificadas e analisadas usando o software
Saisam e o microscopio confocal (Olympus BX51 and Fluoview SV 300 scanning unit,
Olympus, USA) com uma objetiva 20x e um aumento total de 200x no monitor. A densidade
capilar estrutural do musculo esquelético (musculo gracil) foi avaliada utilizando pelo menos
12 campos microscopicos de secdes teciduais aleatoriamente selecionadas. A relagdo
capilar/fibra foi calculada pela razao entre a densidade capilar e a densidade de fibras e foi

considerado como um indice anatomico de angiogénese.
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A densidade capilar do ventriculo esquerdo foi determinada utilizando o método
orientator (177). Brevemente, este método descreve uma aproximacdo para se gerar cortes
aleatorios e uniformemente isotropicos (AUI) de espécies bioldgicas que permite o estudo
quantitativo de estruturas anisotrdpicas tridimensionais em sec¢des bidimensionais. O
miocardio ¢ uma estrutura anisotropica, onde ha uma orienta¢dao definida na apresentagao do
material, porém secdes isotropicas, com estrutura homogénea, sdo necessarias para estudos
estereoldgicos. Segundo este método, um fragmento de tecido (ou 6rgdo) deve ser seccionado
em dois cortes consecutivos. O primeiro corte deve ser realizado num angulo determinado
aleatoriamente. A seguir, a face de corte deve ser apoiada num plano e novamente o tecido
deve ser seccionado segundo um angulo aleatorio. Assim, pode-se admitir que os fragmentos
obtidos contenham tecido de modo isotrdpico, mas o procedimento pode ser repetido outras
vezes para maior seguranga nos casos em que o material for altamente anisotrépico.

Neste trabalho, foram utilizados pelo menos 3 planos de corte para se gerar uma
estrutura isotropica no miocardio. A estimativa da densidade de volume de capilares (V[cap)) €
da densidade de volume de fibras (V) foi determinada utilizando o método do “intercepto
do ponto-amostrado” anteriormente descrito por Gundersen & Jensen (178) para tecidos AUL
Neste procedimento, pelo menos 7 campos microscopicos de trés se¢des do tecido para cada
animal e dez animais por grupo foram aleatoriamente analisados (210 campos por grupo). Um
sistema-teste consistindo de linhas paralelas associadas com 56 pontos-teste foi superposto
em cada campo microscopico, com o auxilio do software Saisam 5.1.3.

A densidade de volume de capilares (V,[cap)) fo1 calculada da seguinte forma: Vyeap) =
P, / Pt (%), onde P, é o nimero de pontos-teste que superpdem capilares e Pt é o nimero
total de pontos-teste (Pt = 56 neste caso). A densidade de volume de fibras foi calculada de
forma similar. A razao entre a densidade de volume de capilares e a densidade de volume de
fibras (Vyjcap)/ Vifin)) fol entdo diretamente calculada.

O numero total de pontos analisados por grupo foi de 3920, ou seja, 7 campos
microscopicos de trés secdes do tecido para cada animal e dez animais por grupo, utilizando
um sistema-teste com 56 pontos. Hally et al. mostrou que podemos utilizar a seguinte formula
para avaliarmos se o tamanho da amostra em um estudo estereologico deste tipo estd
adequado (100):

EPR = 1-Vv
n

Sendo:
EPR — Erro padrao relativo

Vv — densidade de volume da estrutura em analise

33



MATERIAL E METODOS
n —nimero de pontos a serem contados
Considerando-se que em bioestatistica frequentemente apresenta-se o indice de
significancia a de 0,05 (probabilidade = 95%), podemos atribuir este valor ao EPR. Além
disso, o Vv médio de todos os capilares dos grupos analisados foi igual a 0,33 (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Densidade de volume de capilares

Grupos de Animais Densidade de volume de capilares média
(n=10) apos 28 dias de tratamento

WKY + VEI 0,35

SHR + VEI 0,29

SHR + ATE 0,29

SHR + ENA 0,37

SHR + LOS 0,37

SHR + NIF 0,30

Meédia de todos os grupos 0,33

Densidade de volume de capilares média (n = 10) no ventriculo esquerdo de ratos
normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo
(SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia),
losartan (SHR+ LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Assim temos:

0,05 = (1-0.33) logo,
\/ n

n=268
Posto que o Vv = 0,33, este s6 ocupa 33% do tecido, por isso o resultado encontrado n

=268 deve ser corrigido para o Vv de nosso material, assim:

Neorrigido = Dealculado_ 10g0,
Vv

Neorrigido = 812
Ou seja, o minimo de pontos a serem contados em nossa amostra deve ser 812. Assim,
o numero de pontos contados (n = 3920) supera bastante este minimo, sendo considerado

adequado para o nosso estudo.

3.5 - Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como sendo a Média + Erro Padrao da Média (EPM)
para cada grupo e comparagdes entre grupos diferentes foram feitos através da andlise de
variancia (ANOVA). A normalidade de distribui¢do dos dados foi obtida através do teste de
Kolmogorov—Smirnov. Quando foram detectadas diferencas significativas pelo ANOVA, o
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teste de Bonferroni foi utilizado para localizar as diferencas estatisticamente significativas. O
coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para medir a for¢a da relagdo linear entre a
densidade capilar funcional na pele e no musculo esquelético. Diferengas com valores de p
menores que 0,05 foram consideradas significativas. Todos os calculos foram realizados por
analises informatizadas através do programa estatistico comercialmente disponivel (Graphpad

Instat e Graphpad Prism, Graphpad Software, University of London, UK).

3.6 - Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: pentobarbital sodico, nifedipina, losartan,
enalapril, atenolol, FITC-dextran e FITC conjugado a lectina Griffonia simplicifolia 1,
adquiridas da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA e o brometo de pancurénio foi

adquirido da Cristalia, Brasil.
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4.1 - Efeitos dos Tratamentos na PA

No inicio dos tratamentos, os diferentes grupos de animais SHR apresentavam valores
de PAS, PAD e PAM significativamente aumentados quando comparados com o grupo
controle normotenso (WKY + VEI). Além disso, ndo foi verificada nenhuma diferenca
significativa nos valores basais de PAS, PAM e PAD nos diferentes grupos de SHR. A Tabela
4.3 mostra os valores médios de PAS, PAM e PAD nos diferentes grupos de animais

estudados no inicio do experimento.

Tabela 4.3 — PA Basal (antes do tratamento)

Grupo PAS PAD PAM
Média EPM Média EPM Média EPM
WKY + VEI 132 3 83 1 97 1
SHR + VEI 189 6 146 6 158 6
SHR + ATE 196 5 156 6 171 5
SHR + ENA 204 6 162 5 174 5
SHR + LOS 179 5 138 6 147 5
SHR + NIF 180 3 141 3 155 3

PA sistolica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) basal (antes do tratamento oral)
nos grupos de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos posteriormente tratados
com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR +
ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF,
20 mg/kg/dia) (n = 10).
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O tratamento oral cronico de SHR durante 4 semanas com as diferentes drogas anti-
hipertensivas estudadas foi capaz de reduzir os valores médios da PAS quando comparados
com os valores basais de PAS (inicio do tratamento) destes animais. Ja o tratamento dos ratos
WKY ¢ de SHR com veiculo resultou na manutencao dos valores médios de PAS nestes

grupos, observados no inicio do experimento (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — PA sistélica antes (barras abertas) e apoés (barras fechadas) tratamento oral
durante 28 dias em ratos hipertensos tratados com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR +
ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10
mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Os valores representam a média = EPM de 10 experimentos.
* p <0,05 vs. valores basais.

38



RESULTADOS

Ap6s 4 semanas de tratamento oral, a administragdo das drogas anti-hipertensivas
induziu a diminuicdo de mesma magnitude da PAS, PAD e PAM nos diferentes grupos de
tratamento, quando comparados com o grupo SHR controle. Apesar disso, estes animais
apresentavam valores de PAS, PAD e PAM significativamente aumentados quando
comparados com o grupo controle normotenso (WKY + VEI). A Tabela 4.4 mostra os valores
médios de PAS, PAM e PAD nos diferentes grupos de animais estudados no final do

experimento.

Tabela 4.4 - Efeitos dos Tratamentos na PA (apds o tratamento)

Grupo PAS PAD PAM
Média EPM Média EPM Média EPM
WKY + VEI 119 4 83 2 97 1
SHR + VEI 192 4 154 4 165 3
SHR + ATE 161 4 121 6 134 5
SHR + ENA 154 3 112 4 126 4
SHR + LOS 149 3 99 5 113 5
SHR + NIF 149 4 111 5 124 5

PA sistolica (PAS), diastolica (PAD) e média (PAM) no final do tratamento cronico
nos grupos de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados com veiculo
(SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10
mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20
mg/kg/dia) (n = 10).
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A administragdo das drogas anti-hipertensivas gerou diferentes perfis de reducao da

PAS, PAD e PAM nos diferentes grupos de tratamento ao longo das 4 semanas de tratamento
(figuras 4.3, 4.4 e 4.5). Apesar disso, no inicio do tratamento todos os grupos de SHR
apresentavam mesma magnitude da PAS, PAD e PAM e, no fim do tratamento, os animais
tratados farmacologicamente apresentavam valores de PAS, PAD e PAM reduzidos de forma

similar quando comparados com o grupo controle hipertenso (SHR + VEI).
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Figura 4.3 — PA sistolica durante o tratamento cronico nos grupos de ratos normotensos
(WKY + VEI) e hipertensos tratados com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50
mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou
nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 experimentos.

" p<0,05 vs. grupo SHR + VEL.

™ p<0,01 vs. grupo SHR + VEI.
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Figura 4.4 — PA diastolica durante o tratamento cronico nos grupos de ratos normotensos
(WKY + VEI) e hipertensos tratados com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50
mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou
nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Os valores representam a média = EPM de 10 experimentos.

" p<0,05 vs. grupo SHR + VEI.

™ p<0,01 vs. grupo SHR + VEL
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Figura 4.5 — PA média durante o tratamento cronico nos grupos de ratos normotensos (WKY
+ VEI) e hipertensos tratados com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50
mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou
nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 experimentos.

" p<0,05 vs. grupo SHR + VEL

™ p<0,01 vs. grupo SHR + VEI.
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4.2 - Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Funcional do Musculo
Esquelético e da Pele
Através da videomicroscopia fluorescente intravital, foi possivel a identificagcdo da
rede de capilares nos tecidos muscular esquelético e pele. No musculo esquelético, os
capilares estao arranjados ao longo do eixo longitudinal das fibras musculares, em direcdes
paralelas entre si. Na pele, os capilares estdo arranjados em redes que se interconectam e as
alcas capilares sdo orientadas perpendicularmente a superficie da pele. Estas estruturas estao
mostradas abaixo em imagens representativas da videomicroscopia intravital da pele e do
musculo grécil apds a administracao intravenosa de fluoresceina-isotiocianato (FITC) dextran
(peso molecular 150.000), que permite a visualizacdo e a contagem dos capilares nestes leitos

vasculares (Figura 4.6).

Pele - WKY Pele - SHR

Figura 4.6 — Imagens representativas da videomicroscopia intravital da pele e do musculo
gracil (MG) de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos (SHR + VEI) apés a
administracao intravenosa de fluoresceina-isotiocianato (FITC) dextran (peso molecular
150.000), indicando os capilares. Aumento de 100x, barra = 100 pm.
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Quando comparados com os animais normotensos, o grupo SHR controle mostrou
uma densidade capilar funcional significativamente menor tanto no musculo esquelético
(WKY + VEI 395 + 17 e SHR + VEI 258 + 13 capilares/mmz, p <0,01) (Tabela 4.5) quanto
na pele (WKY + VEI 391 + 18 e SHR + VEI 210 + 15 capilares/mm?, p < 0,01) evidenciando
a rarefagdo capilar funcional caracteristica deste grupo de animais (Tabela 4.5).

Os tratamentos com losartan e nifedipina aumentaram significativamente a densidade
capilar no musculo grécil e na pele dos animais SHR. Além disso, estes tratamentos também
foram capazes de reverter a rarefacao capilar funcional nestes animais, tendo em vista que nao
houve diferenca significativa entre os grupos SHR + LOS e SHR + NIF e o grupo de animais
normotensos (WKY + VEI) (p > 0,05) (Tabela 4.5 e Figura 4.7).

O tratamento com enalapril aumentou significativamente a densidade capilar apenas
na pele de SHR, mas a rarefagdo capilar nao foi completamente revertida, ja que este grupo de
animais apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo de animais normotensos
(WKY + VEI 391 + 18 e SHR + ENA 285 + 9, p < 0,01). Por outro lado, a rarefacdo capilar
funcional no musculo esquelético de SHR ndo foi alterada pelo tratamento com este inibidor
da enzima conversora de angiotensina (p > 0,05).

O tratamento com atenolol ndo provocou nenhuma alteracdo na densidade capilar de
SHR tanto no musculo esquelético quanto na pele, ndo sendo capaz de promover

modificac¢des na rarefagdo capilar funcional em SHR (p > 0,05) (Tabela 4.5 e Figura 4.7).

Tabela 4.5 — Efeitos dos Tratamentos na Densidade Capilar Funcional

Grupo Musculo Esquelético Pele da Orelha
Média EPM Média EPM

WKY + VEI 395 18 391 18
SHR + VEI 258 13 210 15
SHR + ATE 302 15 269 16
SHR + ENA 285 9 283 16
SHR + LOS 421 17 391 23
SHR + NIF 434 24 397 29

Densidade capilar funcional no musculo esquelético e na pele da orelha de
ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante
28 dias com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia),
enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10
mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia) (n = 10).

44



RESULTADOS

500
. * %
] 450 i x
3
9§ ~ 400+ 1
N
= E
5 _g 350- .
| o _ T & &
S 5 300 ss &8
© B 7504
©
5 O
- 2004
c
A 150
100
WKY SHR SHR SHR SHR SHR
+ + + + + +
VEI VEI ATE ENA LOS NIF
500 -
o 450
2 . * %
€ _ 400- T
3 ¢
E g 3504 .
= %
§ £ 3001 &8 m
3 B 250
g J
g 8 & &
@ 200-
[]
o 150
100
WKY SHR SHR SHR SHR SHR
+ + + + + +
VEI VEI ATE ENA LOS NIF

Figura 4.7 — Densidade capilar funcional no musculo esquelético (painel superior) e pele
(painel inferior) de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante
28 dias com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR +
ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20
mg/kg/dia).

Os valores representam uma média £ EPM de 10 experimentos.

*p<0.05, ** p<0.001 vs. grupo SHR + VEI.

&p<0.01 ** p<0.001 vs. grupo WKY + VEL
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4.3 - Correlacao entre a Densidade Capilar Funcional no Misculo e na Pele
Os resultados semelhantes de densidade capilar funcional obtidos em leitos vasculares
distintos (musculo esquelético e pele da orelha) nos diferentes grupos de animais estudados
suscitaram a possibilidade de uma relagdo linear entre estes resultados.
A figura 4.8 mostra a existéncia de uma correlagao linear entre a densidade capilar
funcional no musculo esquelético e na pele, incluindo animais normotensos, bem como
animais hipertensos tratados com antihipertensivos ou veiculo (coeficiente de correlacdo de

Pearson, r = 0,654, n = 60, p <0,0001).
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Figura 4.8 — Correlagdo entre a densidade capilar funcional no musculo esquelético e na pele
de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com
veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10
mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).
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4.4 - Efeitos dos Tratamentos na Densidade Capilar Estrutural do Musculo
Esquelético e do Ventriculo Esquerdo
A figura 4.9 mostra exemplos representativos de fotomicrografias utilizadas na
avaliacdo histologica da densidade capilar estrutural com FITC-conjugado ao marcador
lectina Griffonia simplicifolia. As caracteristicas da rede capilar do musculo esquelético em
secdes transversais podem ser observadas em (A). No ventriculo esquerdo, a densidade
capilar estrutural foi avaliada em sec¢des obtidas utilizando o método “orientator”, que permite
a visualizagdo de estruturas aleatérias e uniformemente isotropicas em tecidos anisotropicos

como o coracao (B).

Figura 4.9 — Exemplos representativos de fotomicrografias adquiridas utilizando microscopia
fluorescente confocal utilizada na avaliagdo histoldgica da densidade capilar estrutural com
FITC-conjugado ao marcador lectina Griffonia simplicifolia. O arranjo anatémico da rede
capilar do musculo esquelético em sec¢des transversais pode ser observado em (A). No
ventriculo esquerdo, a densidade capilar estrutural foi avaliada em se¢des obtidas utilizando o
método “orientator”, que permite a visualizacdo de estruturas aleatorias e uniformemente
isotropicas em tecidos anisotrépicos como o coragao (B). Aumento 200, barra = 100um.
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Quando comparado com o grupo de animais normotensos, o grupo controle SHR
mostrou uma diminui¢do significativa na relacdo capilar/fibra no musculo esquelético (WKY
+ VEI 1,74 + 0,08 e SHR + VEI 1,40 + 0,06 capilar/fibra muscular, p < 0,01), evidenciando a
rarefacdo capilar estrutural caracteristica deste grupo de animais (Tabela 4.6).

Os tratamentos com ENA, LOS e NIF aumentaram significativamente a relacao
capilar/fibra no musculo gracil dos animais SHR. Além disso, estes tratamentos também
foram capazes de reverter a rarefagdo capilar estrutural no musculo esquelético destes
animais, tendo em vista que ndo houve diferenga significativa entre os grupos SHR + ENA,
SHR + LOS e SHR + NIF e o grupo de animais normotensos (WKY + VEI) (p > 0,05)
(Tabela 4.6 e Figura 4.10).

Por outro lado, o tratamento com atenolol ndo provocou nenhuma alteragdo na relacio
capilar/fibra de SHR tanto no musculo esquelético quanto na pele, ndo sendo capaz de
promover modificagdes na rarefagdo capilar estrutural no musculo esquelético em SHR (p >

0,05) (Tabela 4.6 e Figura 4.10).

Tabela 4.6 — Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Estrutural

Muscular Esquelética

Grupo Relagdo capilar/fibra no musculo esquelético

Média EPM

WKY + VEI 1,74 0,09
SHR + VEI 1,42 0,06
SHR + ATE 1,48 0,03
SHR + ENA 1,65 0,04
SHR + LOS 1,80 0,07
SHR + NIF 1,77 0,09

Relacao capilar/fibra no musculo esquelético de ratos normotensos
(WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com
veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril
(SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou
nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia) (n = 10).
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Figura 4.10 — Relagdo capilar/fibra no musculo esquelético de ratos normotensos (WKY +
VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI), atenolol
(SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS,
10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Os valores reprsentam a média = EPM de 10 experimentos.

* p<0,05, ** p<0,001 vs. grupo SHR + VEL

& p<0,054“p<0,01 vs. grupo WKY + VEL
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A relagao entre a densidade de volume de capilares e a densidade de volume de fibras
(Vv[cap]/Vv[fib]) no ventriculo esquerdo dos animais SHR estava significativamente
reduzida quando comparada com o grupo de animais controle normotenso (WKY + VEI 0,55
+ 0,09 and SHR + VEI 0,42 + 0,09, p < 0,01) ), evidenciando a rarefagdo capilar estrutural
caracteristica deste grupo de animais (Tabela 4.7).

Os tratamentos com ENA e LOS aumentaram significativamente a Vv[cap]/Vv[fib] no
ventriculo esquerdo dos animais SHR. Além disso, estes tratamentos também foram capazes
de reverter a rarefacao capilar estrutural no ventriculo esquerdo destes animais, tendo em vista
que nao houve diferenca significativa entre os grupos SHR + ENA e SHR + LOS e o grupo de
animais normotensos (WKY + VEI) (p > 0,05) (Tabela 4.7 e Figura 4.11).

Por outro lado, o tratamento com ATE e NIF ndo provocou nenhuma alteragdo na
Vv[cap]/Vv[fib] no ventriculo esquerdo de SHR, nao sendo capaz de promover modificacdes
na rarefagdo capilar estrutural no ventriculo esquerdo em SHR (p > 0,05) (Tabela 4.7 e Figura

4.11).

Tabela 4.7 — Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Estrutural do

Miocardio
Grupo Relagdo (Vv[cap]/Vv[fib]) no ventriculo esquerdo

Média EPM
WKY + VEI 0,54 0,03
SHR + VEI 0,42 0,03
SHR + ATE 0,41 0,03
SHR + ENA 0,59 0,03
SHR + LOS 0,59 0,03
SHR + NIF 0,45 0,03

Relacdo (Vv[cap]/Vv[fib]) no ventriculo esquerdo de ratos normotensos
(WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo
(SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia), enalapril (SHR + ENA,
10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina (SHR +
NIF, 20 mg/kg/dia).
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Figura 4.11 — Relagdo entre a densidade de volume de capilares e a densidade de volume de
fibras no ventriculo esquerdo de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados
oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/dia),
enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/dia), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/dia) ou nifedipina
(SHR + NIF, 20 mg/kg/dia).

Os valores representam a média = EPM de 10 experimentos.

** p<0,001 vs. grupo SHR + VEI.

&& 1 <0.01 vs. grupo WKY + VEL
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5.1 — Modelos Animais de Hipertensiao

Nos ultimos 50 anos foram desenvolvidos diversos modelos animais de hipertensao,
principalmente em ratos, dentre estes podemos destacar: SHR, Dahl, acetato de
desoxicorticosterona (DOCA)-sal, dois-rins um clipe ¢ TGR(mRen2)27 transgénico. Neste
estudo, foi utilizado ratos SHR como modelo de hipertensdo primdria, por se tratar do modelo
mais proximo desta doenca disponivel para a pesquisa laboratorial.

A linhagem de SHR foi obtida por Okamoto e Aoki (1963) a partir de ratos Wistar. A
pressdo desses ratos eleva-se a partir da 5-6 semana de idade e atinge os valores sistolicos de
180-200 mmHg (88).

Em geral, o desenvolvimento de ratos hipertensos homozigoticos ¢ alcangado pela
selecdo de animais com o fendtipo desejado ao longo de véarias geragdes e, uma vez que o
traco genético ¢ fixado, o mesmo ¢ mantido por cerca de 20 geracdes para alcancar uma
homogeneidade genética. Esta técnica ¢ utilizada para se desenvolver, a partir de linhagens
Wistar, modelos importantes como o SHR (179). Entretanto, o SHR nao ¢ uma linhagem
estritamente inata ¢ d4 margem a uma grande variedade de genes envolvidos que podem
mimetizar um subtipo de hipertensdo primaria humana que ¢ inerente a heranca Mendeliana.
Os mecanismos genéticos da hipertensdo em SHR tém sido atribuidos tanto a alteragdes
neurais quanto vasculares. Variagdes individuais no histérico genético do SHR podem
influenciar a evolucao da hipertensdo e as lesdes de o6rgaos-alvo nesse modelo. Neste modelo
fenotipico, a hipertensdo estd associada a hipertrofia cardiaca, disfuncdo endotelial e
insuficiéncia funcional renal (proteintiria, depuracao da creatinina diminuida), porém nao sao
observados de forma consistente insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal (88).

Os mecanismos envolvidos na hipertensdo dos SHR ainda nao estdo totalmente
esclarecidos. Alguns trabalhos tém demonstrado que a Ang II parece ter um papel importante
na promocao da hipertensdo nestes ratos, visto que ao tratd-los com inibidores de ECA, ha
uma reducdo significativa da PA, bem como uma normaliza¢do da fun¢do endotelial € uma
redu¢do da mortalidade (180, 181).

Em nivel vascular, a expressdo da eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) e da iNOS
(6xido nitrico sintase induzida) esta aumentada nos SHR em relag@o aos ratos Wistar, além de
elevar-se com a idade (182-184). Embora a eNOS esteja aumentada, aparentemente ela nao
esta acoplada e ativa, uma vez que ao se tratar SHR com BHy4, um co-fator da NOS, observa-
se uma redu¢do na PA (155, 185). O desacoplamento da eNOS junto com o aumento da

atividade da xantina oxidase, que ¢ uma enzima responsavel pela producdo de espécies
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reativas de oxigénio, favorecem nos SHR um aumento na producgdo destas espécies reativas
de oxigénio que contribuem para a disfung@o endotelial observada nestes animais (24, 185-
187).

Este modelo se mostrou o mais adequado para este estudo, que teve como objetivo
estudar os efeitos de diferentes farmacos anti-hipertensivos sobre a densidade capilar em um

modelo animal de hipertensdo primaria.

5.2 - Efeitos dos Tratamentos na PA

Inicialmente, verificou-se que a PA dos animais Wistar encontrava-se dentro dos
valores esperados para ratos normotensos. Além disso, todos os grupos de animais SHR
apresentavam, no inicio do tratamento, PA elevada, compativel com a de ratos adultos
hipertensos, e semelhantes entre os diferentes grupos. Resultados semelhantes foram obtidos
nas medidas das pressdes arteriais diastolica e média. O valor basal de PAS semelhante entre
os grupos de SHR ¢ importante para garantir que os efeitos observados com os tratamentos
anti-hipertensivos ndo tenham sido resultado de uma falta de padronizagao inicial.

Ao término de 4 semanas de tratamento, verificou-se que os animais tratados com
agua destilada (grupos controle Wistar e SHR) tiveram suas PA mantidas em relacdo ao inicio
do tratamento. No entanto, conforme esperado, os tratamentos com os firmacos anti-
hipertensivos foram capazes de reduzir a PA dos ratos SHR em relagdo aos seus valores
basais. Além disso, verificou-se que todos os grupos de ratos tratados tiveram uma redugao
final da PAS semelhante entre eles. Resultados semelhantes foram obtidos nas medidas das
pressdes arteriais diastolica e média. Estes resultados garantem que os efeitos dos tratamentos
anti-hipertensivos sobre a densidade capilar, observados apds o tratamento farmacoldgico,
nao sofreram a influéncia de efeitos anti-hipertensivos diferentes entre os grupos.

Apesar da queda semelhante da PA nos diferentes grupos de SHR tratados
farmacologicamente, estes animais nao atingiram niveis de PA semelhantes aos dos ratos
normotensos controle (Wistar). Isto ocorreu, provavelmente, em virtude dos altos niveis
iniciais de PA apresentados pelos SHR, sendo dificil a normalizagdo da PA dos mesmos
através das monoterapias utilizadas.

Os diferentes grupos de animais tratados exibiram perfis de queda da PA diferentes ao
longo das 4 semanas de tratamento. Assim, os tratamentos de SHR com losartan e nifedipina
promoveram uma reducdo da PAS mais rapidamente que os tratamentos com atenolol e
enalapril. Estes efeitos sdo compativeis com os mecanismos de acao destes farmacos e com os

achados terapéuticos da literatura (9).
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O atenolol, um antagonista do receptor Bi-adrenérgico, promove, inicialmente, uma
reduc¢do no débito cardiaco acompanhada de um aumento reflexo na resisténcia periférica,
sem nenhuma modificagdo na PA. Lentamente, a resisténcia periférica retorna aos valores
basais, porém o débito cardiaco se mantém reduzido, levando a uma redugdo na PA (188).
Além destes, a queda na liberacdo de renina pelas células justaglomerulares, induzida palo
atenolol, leva a redu¢@o dos niveis plasmaticos de Ang II, o que ¢ fundamental para o efeito
anti-hipertensivo deste farmaco. Este efeito lento sobre a reducdo da PAS foi confirmado em
nosso estudo, onde o atenolol levou em torno de 2 semanas para reduzir a PAS de SHR.

A nifedipina, um bloqueador dos canais de célcio, ¢ capaz de reduzir a PA através do
relaxamento do musculo liso vascular e da conseqiiente diminui¢do da resisténcia vascular
periférica (131). Este efeito vasodilatador direto ¢ rapido, o que explica o perfil de queda da
PA observada com o uso deste farmaco em nosso estudo.

O enalapril, um iECA, promove seu efeito anti-hipertensivo através da inibi¢dao da
formagdo de Ang II, reduzindo os efeitos fisiologicos desta molécula que incluem:
vasoconstricdo, estimulacdo do sistema nervoso simpatico, aumento da liberagao de
aldosterona e aumento na reten¢do de Na'. No entanto, a queda na PA observada com o uso
deste agente pode ser bastante lenta, podendo levar cerca de 1 més para chegar a um valor
maximo em humanos (108). Este efeito lento sobre a reducdo da PAS foi confirmado em
nosso estudo, onde o enalapril levou em torno de 2 semanas para reduzir a PAS de SHR.

O losartan, um antagonista do receptor AT, de Ang II, promove seu efeito anti-
hipertensivo através da prevengdo da atividade da Ang II, causando: relaxamento do musculo
liso vascular com vasodilatacdo, aumento na excre¢cdo de sal e dgua pelos rins, redugdo do
volume plasmatico e reducdo da hipertrofia celular (108). Ao provocar vasodilatacao direta,
este agente leva a uma rapida redugdo da PAS, que foi observada com o uso deste firmaco em

nosso estudo.

5.3 - Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Funcional do Musculo
Esquelético e da Pele

O uso da microscopia intravital, através da técnica de epi-iluminagdo acoplada a
fluorescéncia, permite a visualizacdo da rede de capilares espontaneamente perfundidos de
um determinado tecido, ao longo de um determinado tempo. Assim, através da contagem dos
capilares perfundidos observados na pele da orelha e na fascia ventral do musculo esquelético
gracil, foi possivel a mensuragdo e comparagdo do niimero de capilares perfundidos entre os

diferentes grupos de animais. Esta medida foi tomada como sendo a densidade capilar
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funcional destes tecidos e representa o conjunto dos capilares teciduais perfundidos, ou seja,
funcionais de um determinado leito vascular.

A escolha da pele da orelha se deu por dois motivos principais: (1) a técnica de
visualizacao deste leito vascular por microscopia intravital encontrava-se perfeitamente
desenvolvida em nosso laboratorio; (2) a pele € o leito vascular utilizado em pesquisa clinica
na determinac¢do da densidade capilar funcional, em virtude do acesso nao-invasivo a este
local através de técnicas de microscopia intravital. Além disso, j& foi demonstrado em
humanos que as alteragdes microvasculares cutaneas, tais como a vasodilatacdo dependente
de endotélio e o recrutamento capilar prejudicados, estdo relacionadas com o aumento do
risco cardiovascular, avaliado através do aumento da doenga cardiaca coronariana (189).

Ja o tecido muscular esquelético, foi investigado, em virtude de sua importante
participacdo na determinag¢do da resisténcia vascular periférica. O uso do musculo grécil
ocorreu pelo extenso uso do mesmo com finalidade semelhante em diversos trabalhos
descritos na literatura (3, 38, 190) e em funcdo da facilidade de acesso ao mesmo para a
visualizacdo sob o microscépio.

Em primeiro lugar, verificou-se que os animais SHR controle apresentavam um
numero significativamente reduzido de capilares em relagdo aos ratos normotensos Wistar.
Isto indica que a hipertensdo neste modelo animal (SHR) ¢ acompanhada de rarefagdo capilar
funcional, pelo menos na pele e no musculo esquelético. Estes resultados estdo de acordo com
os dados da literatura que atribuem modificagdes funcionais na microcirculacdo destes
animais (24, 34).

O tratamento dos ratos SHR com diferentes farmacos anti-hipertensivos promoveu
modificacdes diferenciadas na densidade capilar funcional destes animais na pele e no
musculo gracil.

O losartan, antagonista do receptor AT; de Ang II, foi capaz de reverter a rarefacao
capilar observada nos SHR em ambos os leitos vasculares, gerando valores de densidade
capilar muscular esquelética e da pele semelhantes aos dos animais normotensos Wistar. E
sabido que a Ang II tem alta capacidade de promover a vasoconstricdo das arteriolas atuando
através do receptor AT; (108). Em SHR, esta vasocontricdo cronica pode ser a principal
responsavel pela rarefagdo capilar funcional. Assim, o bloqueio farmacologico dos receptores
AT, realizado neste estudo, levou a um efeito vasodilatador nos principais leitos vasculares,
refletindo na reversao da rarefagao capilar funcional na pele e no musculo esquelético.

O bloqueador dos canais de célcio, nifedipina, apresentou efeitos semelhantes aos do
losartan. Estes resultados também podem ser atribuidos a alta capacidade vasodilatadora deste

agente anti-hipertensivo. O bloqueio da entrada de célcio na célula do musculo liso vascular
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arteriolar impede o acoplamento e a formac¢ao do complexo entre célcio e a calmodulina. Este
complexo ¢ responsavel pela ativagdo da proteina quinase da cadeia leve de miosina que, por
sua vez, tem a funcdo de fosforilar a miosina, permitindo, assim, o acoplamento desta com a
actina e a contragdo muscular (131). Assim, a nifedipina ¢ um farmaco com atividade
vasodilatadora direta. Este efeito farmacologico foi demonstrado através da melhora da
rarefagdo capilar funcional de SHR.

O inibidor da enzima conversora de angiotensina, enalapril, apresentou efeitos
diferenciados sobre a densidade capilar funcional nos leitos vasculares estudados. Assim, este
agente promoveu pouco efeito sobre a densidade capilar funcional esquelética, porém foi
capaz de aumentar a densidade capilar funcional cutinea, no entanto sem ser capaz de atingir
niveis de densidade capilar neste local semelhantes aos dos ratos normotensos Wistar. A agao
farmacologica anti-hipertensiva deste agente terapéutico se da através da inibi¢do da enzima
responsavel pela catdlise da reacdo que transforma Ang I em Ang II. Conforme descrito
anteriormente, a Ang Il possui alta capacidade de elevar a PA através de diferentes
mecanismos ¢ a inibi¢do da sua formacao leva a queda da PA em hipertensos (111). Assim,
seria esperado que a inibi¢do da formacao da Ang II e, consequentemente, da sua acgdo
vasoconstritora pelo enalapril, levasse a uma melhora da densidade capilar funcional dos
animais SHR. No entanto, a capacidade vasodilatadora dos iECA ndo estd distribuida
homogeneamente por todos os leitos vasculares, refletindo, possivelmente, as diferentes
afinidades dos iIECA pelas diversas isoformas desta enzima expressas nos diversos tecidos
(191, 192). Assim, a resisténcia vascular no rim, figado e pele ¢ mais afetada por estes agentes
do que este mesmo parametro no musculo esquelético (191). Estes dados podem explicar a
auséncia de efeito deste agente sobre a densidade capilar funcional no musculo esquelético de
SHR.

O antagonista dos receptores B-adrenérgico, atenolol, ndo apresentou qualquer efeito
sobre a densidade capilar funcional tanto na pele quanto no musculo esquelético. E bem
conhecido que a acdo farmacologica anti-hipertensiva deste agente se da principalmente
através da reducdo do débito cardiaco, bem como através da reducao da liberacao de renina
pelas células justaglomerulares renais. Assim, este farmaco nao possui efeito vasodilatador,
promovendo, por outro lado, efeito vasoconstritor em fun¢do do bloqueio dos receptores [3,-
adrenérgicos, sobretudo no inicio do tratamento, apesar de se tratar de um bloqueador f;-
seletivo (108). Dessa forma, a incapacidade deste farmaco em modificar a rarefagdo capilar

observada em SHR pode ser atribuida ao seu mecanismo de a¢ao farmacologica.
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5.4 - Correlagao entre a Densidade Capilar Funcional no Miusculo e na Pele

Conforme descrito anteriormente, foi observada uma correlacdo estatisticamente
significativa entre os valores de densidade capilar funcional no musculo esquelético e na pele,
quando comparados todos os valores referentes a todos os grupos de animais estudados.

Este resultado possui um significado clinico importante, j& que as medidas de
densidade capilar em pesquisa clinica sdo realizadas de forma nao-invasiva, utilizando a pele
dos dedos das maos ou pés (nos pacientes diabéticos) (51). Até o momento, ndo era possivel
determinar até que ponto estes dados de densidade capilar obtidos na pele poderiam ser
extrapolados para outros leitos vasculares. Assim, o presente estudo mostrou que, pelo menos
neste modelo animal, os dados de densidade capilar funcional observados na pele podem ser
extrapolados para o musculo esquelético.

Conforme descrito anteriormente, o musculo esquelético possui participacao
importante na determinacdo da resisténcia vascular periférica. Além disso, também foi
mostrado que a resisténcia vascular periférica aumentada ¢ o principal fator que mantém a PA
elevada em pacientes hipertensos e que este aumento pode ocorrer em fungdo da rarefacao
capilar observada nestes pacientes (19, 22). Assim, ¢ fundamental o conhecimento dos efeitos
do tratamento farmacologico sobre a densidade capilar funcional na pele, pois estes dados
podem ser usados para se conhecer a eficacia clinica do tratamento farmacoldgico no que se
refere aos efeitos sobre a microcirculagdo. Dessa forma, os estudos realizados na
microcirculagdo da pele de pacientes hipertensos, como o estudo observacional realizado por
Debbabi e cols. (51) descrito anteriormente, podem ser utilizados para a predicdo dos efeitos

de tratamentos farmacoldgicos sobre a microcirculagdo do musculo esquelético.

5.5 - Efeitos dos Tratamentos na Densidade Capilar Estrutural do Musculo
Esquelético e do Ventriculo Esquerdo

Na HAS, ocorre o espessamento da parede dos vasos da microcirculagdo, com redugdo
da luz destes vasos, de tal forma que, eventualmente, estes vasos se encontram
funcionalmente fechados. O resultado ¢ a redu¢ao no nimero de arteriolas ou capilares em um
dado leito vascular. Tais mudancas ja foram vistas na estrutura ¢ na densidade da
microcirculagdo de musculo cardiaco, na conjuntiva e na retina, e nos rins. Na HAS, ocorre
um ciclo vicioso, onde o aumento na PA produz um aumento na resisténcia na
microcirculagdo, levando a uma maior elevacao da PA (193).

No presente trabalho, a densidade capilar estrutural pode ser entendida como o niimero

total de capilares presentes em um determinado tecido, ou seja, incluindo os capilares
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funcionais (perfundidos), bem como os capilares nao-funcionais (presentes no tecido, porém
ndo perfundidos).

A determina¢do da densidade capilar estrutural no musculo esquelético gracil e no
ventriculo esquerdo dos ratos foi realizada através de cortes histologicos em parafina e pela
marcacao dos capilares com uma lectina que se liga com alta afinidade ao endotélio capilar.

No musculo esquelético, em virtude da orientagdo dos capilares paralelos as fibras
musculares, foi possivel a realizagdo de cortes histologicos em sentido transversal para a
contagem dos capilares e das fibras musculares neste tecido. Assim, a relagao entre o nimero
de capilares por fibra em um determinado campo microscopico foi tida como sendo a
densidade capilar estrutural deste leito vascular. Este parametro foi utilizado no lugar do
numero de capilares totais em um campo microscopico, ja que este ultimo estd sujeito a
variacoes relacionadas ao tamanho das fibras musculares observadas no campo, ou seja, fibras
musculares grandes podem levar a uma diminui¢ao no numero total de capilares que, nao
necessariamente, corresponde ao que realmente esta ocorrendo no tecido.

O uso deste leito vascular se deu pela sua importancia na determinagdo da resisténcia
vascular periférica, bem como pela possibilidade de comparacdo da densidade capilar
funcional e estrutural. Esta comparagdo permite avaliar se o efeito farmacoldgico
vasodilatador responsavel pelo aumento da densidade capilar funcional neste tecido, descrito
anteriormente, foi acompanhado de angiogénese capilar.

No coragdo (ventriculo esquerdo), em virtude da orientagdo anisotropica deste tecido,
os cortes transversais realizados no mesmo nao foram capazes de reproduzir uma orientagao
definida de capilares e fibras musculares. Assim, estes cortes produziam padrdes de imagens
com capilares orientados transversalmente e longitudinalmente ao eixo de corte, ndo
permitindo uma comparacao em relagao a uma analise morfologica quantitativa de capilares e
fibras musculares. Assim, optamos por utilizar o método orientator que permite a obtencao de
secOes aleatorias uniformemente isotropicas, ou seja, se¢des que apresentam as mesmas
caracteristicas em todas as dire¢des, ja descrito anteriormente (177). Assim, a relacdo entre a
densidade de volume de capilares e a densidade de volume de fibras musculares neste tecido
foi tomada como sendo o parametro de densidade capilar estrutural no ventriculo esquerdo.
Novamente, este parametro foi preferido em relacdo a densidade de volume de capilares
isoladamente, ja que ¢ bem conhecida a existéncia de hipertrofia das fibras cardiacas no
ventriculo esquerdo em hipertensos, o que poderia resultar em variagdes na densidade capilar
estrutural ndo relacionadas ao tratamento farmacologico.

O estudo da densidade capilar estrutural neste tecido ¢ importante, ja que se trata de

um leito vascular comumente envolvido em lesdes de 6rgdo-alvo em pacientes hipertensos
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cronicos nao tratados. Assim, a HAS pode agravar o quadro da doencga cardiaca isquémica e,
eventualmente, a insuficiéncia cardiaca congestiva que sdo acompanhadas da hipertrofia do
ventriculo esquerdo (89-91). Nestes casos, as alteracdes da microcirculagdo coronariana na
hipertrofia do ventriculo esquerdo parecem ter um papel importante nas lesdes de o6rgao-alvo
(92, 93). Assim, a avaliagdo dos efeitos dos diferentes tratamentos farmacoldgicos sobre a
densidade capilar estrutural neste tecido permite diferenciar os fAirmacos estudados quanto a
capacidade de reduzir/prevenir a ocorréncia de lesdes de 6rgao-alvo no coragao.

Em primeiro lugar, verificou-se que os animais SHR controle apresentavam uma
relagdo capilar/fibra significativamente reduzida quando comparados com os ratos
normotensos Wistar, tanto no musculo esquelético, quanto no ventriculo esquerdo. Isto indica
que a hipertensdo neste modelo animal (SHR) ¢ acompanhada de rarefagdo capilar estrutural,
pelo menos nestes leitos vasculares. Estes resultados estdo de acordo com os dados da
literatura que atribuem modificagdes estruturais na microcirculagdo destes animais tanto no
musculo esquelético (36, 41) quanto no ventriculo esquerdo (95, 96). Conforme discutido
anteriormente, pode-se admitir que esta rarefagdo capilar estrutural seja uma conseqiiéncia do
estado hipertensivo cronico, porém também ¢ possivel que seja uma das causas desta doenca.
De qualquer forma, a reversao deste estado microcirculatério alterado ¢ fundamental para a
eficacia do tratamento farmacoldgico, bem como para a prevengdo de lesdes de 6rgio-alvo.

Novas técnicas que exploram a microcirculagdo coronariana tém mostrado que os
danos microvasculares resultam na redugdo vasodilatadora coronariana, um importante
preditor de deterioragao clinica e morte (193). A rede capilar ¢ um determinante crucial para o
suprimento de oxigénio no coragdo. De fato, a densidade capilar e a distancia inter-capilar sdo
pardmetros importantes para se acessar a isquemia. Na doenca cardiaca hipertensiva, a
densidade capilar esta diminuida (rarefacdo) (19) e, dependendo do tamanho do
cardiomiocito, as distancias inter-capilares estdo aumentadas, o que piora a isquemia do
miocardio (97).

O tratamento dos ratos SHR com diferentes farmacos anti-hipertensivos promoveu
modificagdes diferentes na densidade capilar estrutural destes animais no musculo gracil e no
ventriculo esquerdo.

O antagonista dos receptores AT, losartan, foi capaz de reverter a rarefagdo capilar
observada nos SHR em ambos os leitos vasculares, gerando valores de densidade capilar
estrutural muscular esquelética e do ventriculo esquerdo semelhantes aos dos animais
normotensos Wistar. Estes dados mostram que, além da atividade vasodilatadora deste agente
responsavel pela melhora da densidade capilar funcional descrita anteriormente, este farmaco

também ¢ capaz de promover angiogénese no musculo esquelético e no ventriculo esquerdo.
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Estes efeitos podem ser atribuidos aos niveis plasmaticos de renina e de Ang Il aumentados
em fun¢do do bloqueio do receptor AT, (164), levando a uma estimulagdo acentuada do
receptor AT, que estimula a liberagdo de cininas e NO — moléculas que medeiam a
angiogénese (165). Estes efeitos pro-angiogénicos estdo de acordo com alguns dados da
literatura, sobretudo relacionados aos efeitos sobre o ventriculo esquerdo (150, 166). Estes
dados sugerem que a eficacia dos bloqueadores do receptor AT, pos-infarto do miocardio
pode ser devida ndo apenas a atenuagdo do remodelamento do ventriculo esquerdo, mas
também por um efeito estimulatério na angiogénese (167). Assim, pode-se considerar que os
antagonistas do receptor AT, sdo importantes no tratamento da hipertensdao arterial, ndo
apenas pela reducdo da resisténcia vascular periférica aumentada nesta doenga, mas também
pela prevengdo de lesdes de orgdo-alvo promovida através dos efeitos pro-angiogénicos na
microcirculagdo. O estudo futuro da producao de fatores pro-angiogénicos ira esclarecer os
mecanismos envolvidos nesta atividade.

O bloqueador dos canais de calcio, nifedipina, apresentou efeitos diferenciados nos
dois leitos vasculares estudados. Primeiramente, observou-se a reversdo da rarefacdo capilar
observada nos SHR no musculo esquelético, gerando valores semelhantes aos dos ratos
normotensos Wistar. Este resultado estd de acordo com dados de literatura que mostraram um
aumento dos efeitos do NO, um agente pré-angiogénico e uma diminuicdo da ET-1 nas
células de musculo liso vascular, melhorando a fung¢do endotelial apds tratamento
farmacologico com bloqueadores dos canais de calcio em humanos (48). Em outro estudo, o
uso de nifedipina foi capaz de atenuar os danos musculares causados pelo exercicio
excéntrico, em especial levando ao aumento da relagdo capilar/fibra no musculo esquelético
soleus em ratos (173). Este efeito pro-angiogénico dos bloqueadores dos canais de calcio pode
ser atribuido a angiogénese induzida pelo aumento do fluxo sanguineo (194). Neste processo,
o aumento do fluxo sanguineo induzido pela vasodilatacdo provocada pela nifedipina, pode
resultar no aumento da velocidade do fluxo sanguineo, consequentemente, aumentando o
estresse de cisalhamento e, possivelmente, aumentando a tensdo da parede dos capilares
(194). Este aumento no estresse de cisalhamento pode induzir a proliferagdo de células
endoteliais tanto pela modificacdo da regido apical (glicocalice) da célula, quanto da regido
basal (lamina basal e matriz extracelular). O aumento no estresse de cisalhamento também
leva a um aumento na producdo de metaloproteinases ¢ VEGF (194, 195). Além disso, este
evento também pode ativar diversas proteases, tais como ativadores de plasminogénio ou
pode deixar a superficie luminal das células endoteliais mais suscetiveis para a acao destes

fatores, ja que pode danificar o glicocélice (194). O estresse de cisalhamento promove, ainda,
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a liberagdo de prostaglandinas e NO pelas células endoteliais, substancias que podem
estimular o crescimento capilar (194).

Por outro lado, ndo foi observado qualquer efeito do tratamento farmacologico dos
SHR com nifedipina sobre a rarefacdo capilar mostrada no ventriculo esquerdo destes
animais. No coragdo, o estresse de cisalhamento resultante do fluxo sanguineo aumentado nao
parece ter um papel crucial na angiogénese, ja que esta pode ocorrer mesmo na auséncia de
fluxo aumentado. Neste 6rgado, a bradicardia parece estar envolvida na angiogénese. Durante a
bradicardia, a duracao da didstole ¢ mais prolongada do que a duracao da sistole, sendo que os
diametros dos capilares ¢ o fluxo sanguineo coronariano sdo maiores durante a diastole.
Assim, a tensdo da parede capilar pode ser aumentada durante um longo periodo de didstole e
isto pode resultar na quebra da membrana basal do endotélio e, possivelmente, na liberacdo de
fatores de crescimento estocados nesta membrana basal. Ljungqvist et al. (196) demonstraram
uma proliferacdo capilar no coracdo apos a administragdo cronica do vasodilatador
coronariano dipiridamol, enquanto Mall et al. (197) atingiram resultado similar utilizando
etanol. Ziada et al. (198) induziram crescimento capilar apds a administragdo cronica de
adenosina ou do derivado de xantina HWA 285, ambas sdo drogas que aumentam o fluxo
coronariano, mas nao com a administracdo de prazosina, que ndo afeta o fluxo coronariano
(199), embora a prazosina estimule o crescimento capilar em musculo esquelético, quando o
fluxo neste tecido esta aumentado. (200). No entanto, diversos estudos mostraram atividade
pro-angiogénica dos bloqueadores dos canais de calcio no coracao (72, 95, 159, 169, 171,
172). Assim, de forma surpreendente, no presente estudo, a nifedipina nao foi capaz de
reverter a rarefacdo capilar estrutural no ventriculo esquerdo de SHR. A investigagdo futura
de fatores pro-angiogénicos (VEGF, NOS e PDGF — fator de crescimento derivado de
plaquetas) podera esclarecer os mecanismos envolvidos neste efeito.

O inibidor da enzima conversora de angiotensina, enalapril, apresentou efeitos
semelhantes aos do antagonista dos receptores AT; losartan sobre a densidade capilar
estrutural nos leitos vasculares estudados. Muito embora este agente tenha tido um efeito
inferior ao do losartan e ao da nifedipina na relacao capilar/fibra no musculo esquelético, o
mesmo foi capaz de reverter a rarefacdo capilar estrutural observada nos SHR neste leito
vascular. Além disso, no ventriculo esquerdo, o enalapril teve efeito semelhante ao do
losartan, revertendo a rarefagdo capilar estrutural neste tecido. Estes resultados demonstram
que os efeitos pro-angiogénicos promovidos por este agente no musculo esquelético
ocorreram por mecanismos independentes da indugdo da vasodilatagdo neste tecido, j& que
este agente ndo promoveu qualquer alteracdo na densidade capilar funcional neste leito

vascular.
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Os efeitos pro-angiogénicos desta classe estdo de acordo com diversos dados de
literatura que mostraram este papel para os iIECA (95, 161, 162). A inibicdo da quebra de
bradicinina, mais do que os efeitos mediados por Ang II, podem ser responsaveis pelos efeitos
pro-angiogénicos dos iECA, conforme detalhado anteriormente na Se¢do 1.7 (152). Assim,
apesar do menor efeito em relagdo aos antagonistas do receptor AT}, principalmente no que se
refere ao musculo esquelético, o bloqueio da enzima conversora de angiotensina foi capaz de
promover a angiogénese no coragdo e no musculo esquelético de ratos SHR, mostrando que o
tratamento farmacologico com esta classe de anti-hipertensivos pode ter efeitos benéficos
sobretudo sobre as lesdes de 6rgao-alvo em hipertensos.

O antagonista dos receptores B-adrenérgicos, atenolol, ndo apresentou qualquer efeito
sobre a densidade capilar estrutural tanto no musculo esquelético quanto no ventriculo
esquerdo. Embora os B-bloqueadores sejam amplamente utilizados como agentes anti-
hipertensivos, existem poucas evidéncias que eles exercam uma a¢do benéfica marcante na
estrutura da microcirculagdo ou na rarefacdo microvascular. O tratamento com propranolol
ndo modificou a area de secdo cruzada da parede do vaso ou o didmetro externo da dilatacao
maxima das arteriolas cerebrais em SHRSP (139). Em pacientes hipertensos, o tratamento
com atenolol por um ano nao produziu nenhum aumento significativo na razao parede-luz de
pequenas artérias subcutaneas (140). No entanto, ndo ¢ do conhecimento do autor a existéncia
de estudos referentes as atividades desta classe farmacologica sobre a densidade capilar.
Assim, este estudo mostrou que, apesar da eficacia clinica comprovada deste agente, 0 mesmo
ndo possui qualquer efeito sobre a rarefacdo capilar funcional ou estrutural nos tecidos

estudados.
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Em nosso estudo, as alteragdes microvasculares foram observadas através da
determinagdo da rarefagdo capilar funcional e estrutural em SHR, quando comparados com
ratos normotensos Wistar. Assim, ficou comprovado que a hipertensdo nestes animais ¢
acompanhada da reducdo do numero de capilares perfundidos, bem como do nimero de
capilares totais presentes nos tecidos estudados. Estes resultados mostram que a rarefagdo
capilar em SHR ocorre ndo apenas na pele e no musculo esquelético, mas também no
miocardio, que ¢ um 6rgdo comumente envolvido em lesdes de 6rgdo-alvo nesta doenca.

Na hipertensdo arterial, as alteragdes microvasculares possuem um papel critico no
desenvolvimento das lesdes de 6rgao-alvo, incluindo o agravemnto do quadro de isquemia do
miocardio e de doencas renais. O presente estudo mostrou que os diferentes agentes anti-
hipertensivos possuem capacidades distintas sobre a redugdo ou a reversdo das alteragdes
microvasculares observadas na hipertensdo arterial. Ja& que todos os fdirmacos levaram a uma
queda semelhante da PA de SHR, pode-se considerar que os efeitos microcirculatérios das
diferentes drogas anti-hipertensivas sdao independentes dos seus efeitos sobre a reducao da PA.
Estas diferencas podem ser utilizadas para guiar o tratamento anti-hipertensivo, no sentido de
se obter cardioprote¢do e na reducdo das lesdes de orgdo-alvo em geral. Em nosso estudo, o
bloqueio dos receptores AT, apresenta vantagens adicionais sobre a inibi¢do da enzima
conversora de angiotensina, ja que o losartan, mas ndo o enalapril, aumentou a densidade
capilar funcional e, conseqiientemente, a perfusdo tecidual no musculo esquelético dos ratos
hipertensos. Por outro lado, o tratamento cronico, tanto com enalapril quanto com losartan,
mostrou a capacidade de inducao da angiogénese no musculo esquelético e no coragao de
SHR. Entretanto, no presente estudo nao foram avaliadas as vias moleculares envolvidas no
processo de angiogénese, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular, a 6xido nitrico
sintase endotelial e o fator induzido por hipoxia do tipo 1. Assim, estudos futuros sdo
necessarios para se verificar os efeitos das diferentes drogas anti-hipertensivas na regulagao
fisiologica da angiogénese.

Finalmente, verificou-se uma correlacdo dos dados obtidos na microscopia intravital
na pele da orelha e no musculo esquelético. Estes resultados apontam para modifica¢des
semelhantes na microcirculagdo nestes dois leitos vasculares durante o tratamento
farmacologico da hipertensdo arterial, indicando que as medidas obtidas na clinica na pele de

pacientes pode refletir o que esta ocorrendo de forma sistémica no organismo.
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ORIGINAL ARTICLE

Effects of Antihypertensive Drugs on Capillary Rarefaction
in Spontaneously Hypertensive Rats: Intravital
Microscopy and Histologic Analysis

Bruno Sabino, MSc,* Marcos A. Lessa, MD, PhD,* Alessandro R. Nascimento, MSc, *
Carlos A. B. Rodrigues, MSc,T Maria das Gragas Henriques, PhD,7 Luciana R. Garzoni, PhD,*
Bernard I. Levy, MD, PhD,} and Eduardo Tibirica, MD, PhD*

Abstract: We investigated the effects of chronic oral antihyperten-
sive treatment on functional and structural capillary rarefaction in
spontaneously hypertensive rats (SHR). Wistar Kyoto rats (WKY)
were used as a normotensive control group. In untreated rats, intra-
vital videomicroscopy showed that functional capillary density was
lower in SHR skeletal muscle (WKY 395 * 17 and SHR 258 = 13
capillaries/mm?, P < 0.01) and ear skin (WKY 391 = 18 and SHR
210 * 15 capillaries/mm?, P < 0.01). A linear relationship was seen
between skeletal muscle and skin capillary densities (r = 0.654, P <
0.0001). Histologic analysis showed that SHR had a lower capillary-
to-fiber ratio in the skeletal muscle (WKY 1.74 £ 0.08 and SHR
1.40 = 0.06, P < 0.01). Capillary volume density-to-fiber volume
density ratio in the left ventricle of SHR was also reduced (WKY
0.55 £ 0.09 and SHR 0.42 = 0.09, P < 0.01). The animals were
treated with the angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitor
enalapril, the angiotensin II type I receptor (AT;) receptor antagonist
losartan, the 3-blocker atenolol, or the calcium channel blocker
nifedipine, resulting in similar reductions in systolic blood pressure
(19.8%, 19.1%, 17.4%, and 18.2%, respectively, P > 0.05). Atenolol
did not induce any change in functional capillary density of SHR.
Losartan and nifedipine completely reversed functional capillary
rarefaction in both muscle and cutaneous tissues, whereas enalapril
significantly increased functional capillary density only in the skin.
The skeletal muscle capillary-to-fiber ratio was normalized by enal-
april, losartan, and nifedipine. Treatments with enalapril or losartan
normalized the cardiac structural capillary rarefaction of SHRs,
whereas atenolol and nifedipine had no effect. Our results suggest
that different pharmacologic classes of antihypertensive drugs with
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similar effect on blood pressure differ in terms of their effect on the
microcirculation.

Key Words: capillary rarefaction, intravital capillaroscopy, SHR, AT}
receptor antagonist, 3-blocker, ACE inhibitor, calcium channel
blocker

(J Cardiovasc Pharmacol™ 2008;51:402—409)

INTRODUCTION

Hypertension is the most prevalent cardiovascular
disorder and represents a worldwide public health challenge
of major importance.' In addition, hypertension is a major
cause of target organ damage, including the heart, brain, and
kidney, which is known to be related to the microcirculatory
alterations of the disease.”

It is well known that the major part of the increased
vascular resistance in hypertension is determined at the
microvascular level, resulting mainly from functional (changes
in vascular reactivity) and/or structural (increased arteriolar
wall thickness) abnormalities.* Moreover, several lines of
evidence suggest that a reduction in the density per volume of
tissue (rarefaction) of small arterioles and capillaries, and
therefore reduction of their combined luminal area, contributes
significantly to the elevation of vascular resistance and
consequently of blood pressure in hypertension both in
humans*® and experimental animals.”” In addition, impair-
ment of tissue perfusion resulting from rarefaction contributes
to target organ damage in hypertension, implying that besides
lowering of blood pressure, attenuation or even reversion of
rarefaction should also constitute an essential goal of the
antihypertensive treatment.'®'?

Structural microvascular rarefaction has already been
observed in several vascular beds, including that of the skeletal
muscle, in different experimental models of hypertension.®
The skeletal muscle microcirculation is considered to be the
major resistance network controlling systemic vascular
resistance and blood supply.'* In patients with untreated
hypertension, skin capillary rarefaction can be attributed both
to functional and structural alterations™'* and seems to be a
cause rather then a consequence of elevated blood pres-
sure.'>'® Moreover, skin microvascular rarefaction is reversed
in patients with hypertension undergoing chronic and effective
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antihypertensive treatment.® In spite of that, most studies in
patients with hypertension evaluated capillary density and reac-
tivity in the skin, using intravital videocapillaroscopy, which
is the only noninvasive method that allows direct visualization
of the microcirculation without the use of fluorescent dyes
in humans.'’

The effect of antihypertensive drugs on microvascular
rarefaction is still a controversial matter. Although a wide
variety of pharmacologic agents can effectively decrease blood
pressure in hypertension, they vary in their ability to reverse
structural and functional changes in the microcirculation'*'®
and, consequently, in reducing hypertension-induced target
organ damage. Actually, although B-blockers are widely used
antihypertensive agents, there is no evidence that they could
reverse rarefaction of the microcirculation.!>'> However,
calcium channel blockers, angiotensin II type I receptor
(AT,) antagonists, and angiotensin-converting enzyme (ACE)
inhibitors are known to present beneficial effects on micro-
vascular rarefaction in experimental models of hyperten-
sion.'"'? Additionally, chronic treatment with ACE inhibitors
induces proangiogenic effects mediated, at least in part, by
a bradykinin B, receptor pathway.?2

Thus, the present study investigated whether chronic
antihypertensive monotherapy treatment with drugs from
different pharmacologic classes, currently used in the treatment
of human arterial hypertension, reverses functional and/or
structural capillary rarefaction in the skin, skeletal muscle, and
heart of spontaneously hypertensive rats. We also tested the
hypothesis according to which capillary density in the skin could
reflect drug-induced alterations of capillary density in the skel-
etal muscle. Functional capillary density, defined as the number
of spontaneously perfused capillaries per square millimeter of
tissue, was evaluated in the skin and skeletal muscle using
fluorescence intravital videomicroscopy in anesthetized animals.
Finally, structural capillary density, defined as the total number
of capillaries per square millimeter of tissue, either perfused or
not, was studied using histochemistry techniques in histologic
sections of skeletal muscle and heart.

METHODS

Animal Models

The experiments were performed in 12- to 14-week-old
male spontaneously hypertensive rats (SHR) of the Okamoto
strain (Federal University of Sdo Paulo, UNIFESP, Brazil) and
WKY rats (Wistar Kyoto, Oswaldo Cruz Foundation animal
facilities, Brazil). The animals were housed under controlled
conditions of light (12:12-hour light-dark cycle) and
temperature (22°C = 1°C) with free access to water and
standard rat chow until the day of the experiment. All
procedures were approved by the Oswaldo Cruz Foundation
Animal Welfare Committee (protocol number P 0010-00) and
are consistent with the US National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996).

Fifty SHR rats were divided into 5 groups of animals (10
animals per group) treated during 28 days by gavage with
distilled water (SHR, vehicle), atenolol (ATE, 50 mg/kg/day),
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enalapril (ENA, 10 mg/kg/day), losartan (LOS, 10 mg/kg/day),
or nifedipine (NIF, 20 mg/kg/day). The doses of antihyper-
tensive drugs were determined in preliminary experiments
through weekly measurements of arterial pressure by the tail-
cuff method (see later). A group of 10 WKY rats was treated
with vehicle during 28 days and considered as the normoten-
sive control group.

Hemodynamic Measurements

Systolic arterial pressure (SAP) was measured by
a computerized tail-cuff plethysmography system (BP-2000,
Visitech blood pressure analysis system, USA) in conscious
animals in the morning period (8—12 AM). At least 1 week
before recording of blood pressure, rats were trained for 3
consecutive days in the prewarmed tail-cuff device to accli-
matize to the experimental procedures. SAP was measured
immediately before and every week after the beginning of
antihypertensive treatment.

Intravital Fluorescence Microscopy

In the morning of the terminal experiments, the animals
were anesthetized with sodium pentobarbital (75 mg/kg)
administered by the intraperitoneal route; anesthesia was
complemented by intravenous (IV) injection of 5 mg/kg of
pentobarbital immediately before administration of the
neuromuscular-blocking agent. The rats were intubated with
a polyethylene tube via a tracheotomy, immobilized with
pancuronium bromide (1 mg/kg, IV), and artificially ventilated
with room air using a small animal ventilator (Ugo Basile,
Model 7025, Biological Research Apparatus, Varese, Italy)
with initial tidal volume of 10 mL/kg and stroke rate of
45/min. Thereafter, the respiratory rate was adjusted to keep
the blood gases and pH in the physiologic range (ABL 5,
Radiometer Copenhagen, Denmark). The right jugular vein
was catheterized to permit injection of anesthetic agents and
fluorescent dyes for intravital microscopy. Central temperature
was monitored with a rectal probe, and the body temperature
was kept at 38°C = 0.5°C with a homeothermic blanket
system (Harvard Apparatus, Boston, Massachusetts).

The skin of the ear of the animals was scraped to remove
the hair, they were placed prone on a Plexiglas pad, and the
gracilis muscle was exposed through an incision in the right
thigh and covered with an oxygen-impermeable plastic wrap.
The animals were then placed under an upright fixed-stage
intravital microscope (Olympus BX51/WI, USA) coupled to
a CCD digital video camera system (Optronics, Goleta,
California). Olympus objective 10X was used in the experi-
ments and produced a total magnification of 100X at the video
monitor. After IV injection of 0.15 mL of 5% fluorescein-
isothiocyanate (FITC)-labeled dextran (molecular weight
150.000), microscopic images of the gracilis muscle and of
the skin of the ear were obtained successively for online
counting of the capillaries using Saisam software (Micro-
vision, France). Functional capillary density, considered as the
total number of spontaneously perfused capillaries per square
millimeters of surface area (1 mm?®), was determined in
random microscopic fields during 4 minutes. Using intravital
fluorescence videomicroscopy, it is possible to identify the
network of capillaries in tissues such as the skeletal muscle and
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the skin. In the skin, capillaries are arranged as interconnecting
networks, and capillary loops are perpendicularly oriented to
the skin surface. In the skeletal muscle, the capillaries are
arranged along the longitudinal axis of the muscle fibers, thus
running in parallel to each other.

After the experiment, the animals were killed with an
overdose of sodium pentobarbital and the left ventricle and the
gracilis muscle were immediately dissected and placed in 4%
neutrally buffered paraformaldehyde for morphologic analysis.

Histologic Analysis

Tissue samples were dehydrated in a graded series of
ethanol (70%, 95%, and 100%) and embedded in paraffin. The
paraffin blocks were cut in 5-pm sections with coated high-
performance disposable blades (Thermoshandon, USA), with
the use of a microtome (Leica RM 2125, Germany). They were
then stained with a FITC-conjugated Griffonia simplicifolia
I lectin, which can identify endothelial cells, at 1:150 dilution
in a dark humidified chamber at room temperature for 30
minutes. Structural capillary density (number of capillaries per
mm?) and fiber density (number of muscle fibers per mm?) was
identified and analyzed using the Saisam software and
a confocal microscope (Olympus BX51 and Fluoview SV
300 scanning unit, Olympus, USA) with a 20X objective in
200X total magnification at the video monitor. Structural
capillary density of the skeletal muscle (gracilis muscle) was
evaluated using at least 12 microscopic fields of tissue sections
randomly selected. Capillary-to-fiber ratio was calculated by
capillary density divided by fiber density and considered as an
anatomic index of angiogenesis. We assessed the capillary-to-
fiber ratio to avoid the influence of the changes in the volume
of tissues in the evaluation of structural capillary density. Left
ventricular structural capillary density was determined using
the orientator method as previously described.*® Briefly, the
orientator describes an approach to generate isotropic,
uniform, random sections of biological specimens that allows
the quantitative study of 3-dimensional anisotropic structures
on 2-dimensional sections. The myocardium is an anisotropic
structure, but isotropic sections are necessary for a stereologic
study. The estimation was performed by cutting the organ
using the “orthrip” method,** which consists of making the
material uniformly isotropic by dividing the fragment 3 times
consecutively; the first section is random, the second is
orthogonal to the first, and the third is orthogonal to the
second. This allows random sections to be obtained that are
uniformly isotropic. For each animal, at least 7 microscopic
fields of tissue sections were randomly examined from 3
sections of tissue. The volume density of the capillaries
(Vy[cap)) Was calculated as follows: Ve.p = Pp/Pr (%), where
P, is the number of points hitting the capillaries and Py is the
total number of test points (P = 56 in the present case). The
volume density of the fibers (Va)) Was calculated similarly.
Volume density of the capillaries-to-volume density of the
fibers ratio (Vyjeapy/Vyian)) Was calculated.

Statistical Analyses

The results were expressed as the mean = standard error
of the mean (SEM) for each group, and comparisons between
the different groups were made with one-way analysis of
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variance (ANOVA). When an overall difference was detected
by ANOVA, the Bonferroni test was used to localize statis-
tically significant differences. Pearson’s correlation coefficient
was used to measure the strength of the linear relationship
between functional capillary density in the skin and skeletal
muscle. Differences with P values of less than 0.05 were con-
sidered significant. All calculations were made by computer-
assisted analyses using a commercially available statistical
package (Graphpad Instat, Graphpad Software, University of
London, UK).

Drugs

The following drugs were used: sodium pentobarbital,
nifedipine, losartan, enalapril, atenolol, FITC-labeled dextran,
and FITC-conjugated Griffonia simplicifolia 1 lectin (Sigma
Chemical Co, St. Louis, Missouri).

RESULTS
Functional Capillary Density of WKY and SHR

When compared with the group of normotensive ani-
mals, SHR control group showed a significantly lower func-
tional capillary density either in the skeletal muscle (WKY
395 = 17 and SHR 258 = 13 capillaries/mm?, P < 0.01) or in
the skin (WKY 391 + 18 and SHR 210 * 15 capillaries/mm?,
P < 0.01; Fig. 1).

Correlation Between Muscle and Skin
Functional Capillary Density

A linear and strong relationship (r = 0.654, P < 0.0001,
intercept = 148.08 = 29.73) was seen between skeletal muscle
and skin functional capillary density evaluated in normoten-
sive and in hypertensive animals after chronic antihypertensive
treatments or vehicle (Fig. 2).

Structural Capillary Density of WKY and SHR

Figures 3 and 4 show representative examples of pho-
tomicrographs used in the histologic evaluation of structural
capillary density using FITC-conjugated Griffonia simplici-
folia lectin staining. The characteristics of capillary network of
the skeletal muscle in transversal sections can be observed in
Figure 3. In the left ventricle, structural capillary density was
evaluated in sections obtained using the “orientator” method,
which allows the visualization of unbiased and uniformly
isotropic structures in anisotropic tissues such as the heart
(Fig. 4).

When compared with the normotensive group of
animals, the SHR control group showed a significantly lower
capillary-to-fiber ratio in the skeletal muscle (WKY 1.74 =
0.08 and SHR 1.40 = 0.06 capillary/muscle fiber, P < 0.01;
Fig. 5). Capillary volume density-to-fiber volume density ratio
(Vv[cap]/Vv[fib]) in the left ventricle of SHR animals was also
significantly reduced when compared with the normotensive
group of animals (WKY 0.55 = 0.09 and SHR 0.42 = 0.09,
P < 0.01; Fig. 5).
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FIGURE 1. Functional capillary density in the skeletal muscle
(upper panel) and skin (lower panel) of normotensive (WKY +
VEH) and hypertensive rats treated orally during 28 days with
vehicle (SHR + VEH), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/day),
enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/day), losartan (SHR + LOS, 10
mg/kg/day), or nifedipine (SHR + NIF, 20 mg/kg/day). Values
represent mean *= SEM of 10 experiments. *P < 0.05,**P <
0.001 versus SHR + VEH group, §P < 0.01, §§P < 0.001 versus
WKY + VEH group.

Effects of Treatments on Arterial
Blood Pressure

No significant differences were seen between the basal
values of SAP in the different groups of SHR (n.s., Table 1). In
the control group of SHR, the administration of vehicle did not
change SAP during 4 weeks of treatment. However, the admin-
istration of the antihypertensive drugs during 28 days resulted
in progressive and significant decreases of SAP in the different
treatment groups (Table 1). The chronic treatment of SHR with
ENA, LOS, ATE, and NIF induced similar reductions of SAP
of 19.8%, 19.1%, 17.4%, and 18.2%, respectively, after 4
weeks of treatment, when SAP values were not significantly dif-
ferent between treated groups (n.s., Table 1).

Effects of Treatments on Functional Capillary
Density of SHR

The treatments with losartan and nifedipine not only
significantly increased capillary density but also completely
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FIGURE 2. Correlation between functional capillary density in
the skeletal muscle and skin of normotensive (WKY) and
hypertensive rats treated orally during 28 days with vehicle
(SHR + VEH), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/day), enalapril
(SHR + ENA, 10 mg/kg/day), losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/
day), or nifedipine (SHR + NIF, 20 mg/kg/day).

reversed functional capillary rarefaction in the gracilis muscle
and skin of SHR animals (Fig. 1). Enalapril treatment
significantly increased functional capillary density only in
the skin of SHR, but capillary rarefaction was not completely
reversed. However, atenolol treatment did not induce any
change in capillary density of SHR in the skeletal muscle or in
the skin (Fig. 1).

Effects of Treatments on Structural Capillary
Density of SHR

The treatments with enalapril, losartan, and nifedipine
significantly increased capillary-to-fiber ratio and reversed struc-
tural capillary rarefaction in skeletal muscle of SHR (Fig. 5).
However, the treatment with atenolol was not able to induce any
alteration in capillary-to-fiber ratio in SHR (Fig. 5). The chronic
treatment with enalapril and losartan significantly increased
Vv[cap]/VV[fib] in the left ventricle and also reversed cardiac
structural capillary rarefaction (Fig. 5). Atenolol and nifed-
ipine treatment did not alter Vv[cap]/Vv[fib] in the left ven-
tricle of SHR (Fig. 5).

DISCUSSION

The present study demonstrated the existence of
functional and/or structural capillary rarefaction in the skin
and in skeletal and cardiac muscles of SHR in comparison
with those in normotensive rats. The involvement of
microvascular rarefaction in the pathophysiology of arterial
hypertension was first described more than 30 years ago.”
Since then, skeletal muscle capillary rarefaction of SHR has
been confirmed by several independent research teams,’*?’
including animals from 6 to 18 weeks of age.?® It has also been
shown that capillary rarefaction in gracilis muscle and/or
myocardium of SHR, compared with WKY, could be reversed
by an aerobic exercise training program either in the
absence®”?° or presence of treatment with ACE inhibitors.*'

405



Sabino et al

] Cardiovasc Pharmacol™ ¢ Volume 51, Number 4, April 2008

SHR +ATE

FIGURE 3. Representative examples
of photomicrographs of transversal
sections of the skeletal muscle ac-
quired with a confocal scanning fluo-
rescence microscope used in the
histologic evaluation of structural
capillary density. Capillary staining
was performed using FITC-conju-
gated Griffonia simplicifolia lectin in
normotensive (A, WKY) and hyper-
tensive rats treated orally during 28
days with vehicle (B, SHR + VEH),
atenolol (C, SHR + ATE, 50 mg/kg/
day), enalapril (D, SHR + ENA, 10 mg/
kg/day), losartan (E, SHR + LOS, 10
mg/kg/day) or nifedipine (F, SHR +
NIF, 20 mg/kg/day). Magnification
200X, bar =100 pm.

SHR + LOS

Our present study also demonstrated, for the first time,
the existence of functional capillary rarefaction in the skin of
SHR, which was totally reversed by treatment with AT,
receptor blocker and calcium channel blocker and partially by
ACE inhibitor. These results could have therapeutic implica-
tions, given that capillary density can be easily evaluated in the
skin of patients with hypertension,”® and could therefore be
used as a marker of the systemic microcirculatory effects of the
antihypertensive treatment. Moreover, because skin capillary
rarefaction could be an indication of alterations in the
perfusion of target organs not easily accessible to measure-
ments,'>'® the value of skin capillary density could be used as
an early marker of developing ischemic complications of
arterial hypertension.
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SHR+VEH

SHR + ENA

'SHR+NIF. '

Several reports have shown that antihypertensive
treatment with ACE inhibitors increases cardiac capillary
density in hypertensive animals compared with untreated
control animals.**>* The complex proangiogenic effects of
ACE inhibitors are known to be mediated by both the blockade
of the renin—angiotensin system and the potentiating effect of
the activation of the bradykinin/nitric oxide pathway.'***** In
our study, enalapril treatment showed the ability to reverse
skeletal muscle and cardiac structural capillary rarefaction of
SHR, thus suggesting the induction of a proangiogenic effect.
These findings are consistent with results previously reported
in hypertensive animals®*~® and in experimental models of the
metabolic syndrome®® and peripheral vascular ischemia.?
Moreover, in our study, functional capillary density improved
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FIGURE 4. Representative examples
of photomicrographs of sections the
left ventricle obtained using the
"orientator’” method, which allows
the visualization of unbiased and
uniformly isotropic structures in an-
isotropic tissues such as the heart.
Images used in the histologic evalu-
ation of structural capillary density
were acquired with a confocal scan-
ning fluorescence microscope. Cap-
illary staining was performed using
FITC-conjugated Griffonia simplicifo-
lia lectin in normotensive (A, WKY)
and hypertensive rats treated orally
during 28 days with vehicle (B, SHR
+ VEH), atenolol (C, SHR + ATE, 50 mg/
kg/day), enalapril (D, SHR + ENA, 10
mg/kg/day), losartan (E, SHR + LOS,
10 mg/kg/day), or nifedipine (F, SHR +
NIF, 20 mg/kg/day). Magnification
200X, bar = 100 pm.

in skin but not skeletal muscle of SHR after enalapril
treatment. Although ACE inhibitors decrease blood pressure
by reducing systemic vascular resistance, their peripheral
vasodilating properties are not homogeneously distributed in
all vascular beds.’

The blockade of the renin—angiotensin system with AT,
receptor antagonists is also known to induce proangiogenic
effects.!’ Actually, when AT, receptors are chronically
blocked, plasma levels of renin and angiotensin II increase
and stimulate AT, receptors, resulting in the release of
bradykinin and nitric oxide,*® which in turn are involved in the
process of angiogenesis in the heart.>* The AT, receptor
blocker losartan has already been shown to increase capillary
density in the experimental models of angiotensin II-induced

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins

cardiac hypertrophy*’ and also of myocardial infarction in
rats.*! We demonstrated that losartan reverses cardiac capillary
rarefaction of hypertensive rats to the same extent as the ACE
inhibitor enalapril. In the skeletal muscle, the effects of
losartan were greater than those of enalapril. However, only
losartan, and not enalapril, was able to increase the number of
perfused capillaries in the skeletal muscle of SHR, whereas
both drugs enhanced this parameter in the skin of SHR.
Nifedipine is a calcium channel blocker presenting
potent peripheral vasodilator activity and minimal effects on
cardiac activity that is largely used in the treatment of
hypertension.*> In the present study, nifedipine treatment
reversed functional capillary rarefaction in skin and skeletal
muscle of SHR because the number of in vivo—perfused
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FIGURE 5. Capillary-to-fiber ratio in the skeletal muscle (upper
panel) and capillary volume density-to-fiber volume density
ratio in the left ventricle (lower panel) of normotensive (WKY +
VEH) and hypertensive rats treated orally during 28 days with
vehicle (SHR + VEH), atenolol (SHR + ATE, 50 mg/kg/day),
enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/day), losartan (SHR + LOS, 10
mg/kg/day), or nifedipine (SHR + NIF, 20 mg/kg/day). Values
represent mean * SEM of 10 experiments. *P < 0.05,
**P < 0.001 versus SHR + VEH group, §P < 0.05, §§P < 0.01
versus WKY + VEH group.

capillaries after treatment significantly increased and was
similar to that of normotensive animals. Structural capillary
rarefaction was also reversed by nifedipine in skeletal muscle,
confirming the hypothesis that potent vasodilation provoked
by nifedipine can result in flow-induced angiogenesis in
skeletal muscle.**** In contrast to enalapril, structural capillary
density in the heart of SHR was not altered by chronic
nifedipine treatment.

Finally, the treatment with the (3-blocker atenolol did not
induce any alteration in functional or structural capillary density
in SHR, although the blood pressure—lowering effect was similar
to that induced by the other antihypertensive drugs used in our
study. In an experimental study, Christensen et al* reported on
the absence of effects of metoprolol on the structure of resistance
vessels of SHR. In humans, 2 independent studies compared the
effects of treatments with ACE inhibitors with those of the
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TABLE 1. Systolic Arterial Pressure Measured During
Treatment (28 Days) in Normotensive (WKY + VEH) and
Hypertensive Rats Treated With Vehicle (SHR + VEH), Atenolol
(SHR + ATE, 50 mg/kg/day), Enalapril (SHR + ENA, 10 mg/kg/
day), Losartan (SHR + LOS, 10 mg/kg/day), or Nifedipine
(SHR + NIF, 20 mg/kg/day)

Systolic Arterial Pressure (mm Hg)

Basal Week 1 Week 2 Week 3 ‘Week 4
WKY + VEH 132 £3 124+ 6 124 £ 3 124 £ 4 119 £ 4
SHR + VEH 189 5 184 =5 185 =3 190 =5 191 £ 4
SHR + ATE 196 5 184 =5 176 = 5% 171 = 31 161 = 4%
SHR + ENA 204 =6 193 £8* 170 £ 6% 164 = 61 154 = 4%
SHR + LOS 179 =5 143 = 5% 141 £ 7% 141 £ 5% 149 = 3%
SHR + NIF 180 =3 164 = 9* 146 = 5% 138 = 7% 149 = 5%
Values represent mean = SEM of 10 experiments.
*P < 0.05.
TP < 0.01.

P < 0.001 versus basal values.

B-blocker atenolol on the structure of small subcutaneous
arteries of patients with essential hypertension patients.***” Both
studies showed that ACE inhibitors, but not 3-blockers, induced
normalization of vascular structure after a 1-year treatment. In
fact, reversion of alterations of resistance vessel structure in
hypertension is mainly obtained with antihypertensive drugs that
reduce blood pressure by vasodilation rather than by lowering
cardiac output, such as B-blockers.*®

One major limitation of the assessment of capillary
density in vivo using intravital videomicroscopy is that any
systemic vasodilator effect will probably induce an increase of
capillary density in most vascular beds. Notwithstanding,
although ACE inhibitors are known to induce systemic vaso-
dilation, in our study, chronic treatment with enalapril
increased functional capillary density in the skin but not in
the skeletal muscle of SHR. It is also important to note that the
dissimilar microcirculatory effects of the drugs used in our
study may be linked to specific characteristics of these com-
pounds. For instance, the ACE inhibitor captopril is known to
induce antiangiogenic effects through the inhibition of matrix
metalloproteinases.*’

In conclusion, the present study provides further evidence
to the hypothesis that antihypertensive drugs have distinct
capacities for reducing or reversing functional and/or structural
microvascular alterations in arterial hypertension, which have
a critical role in the development of target organ damage. The
concept that microcirculatory effects of antihypertensive drugs
extend well beyond their blood pressure—lowering effects could
be important to guide antihypertensive treatment in order to
reduce target organ damage in general.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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