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RESUMO

A hipertenséao arterial sistémica (HAS) caracteriza-se pelo aumento crénico da
resisténcia vascular periférica, determinado essencialmente na microcirculacao, que
resulta de alteragfes vasculares funcionais e estruturais. Além disso, a reducdo da
densidade arteriolar e capilar (rarefacdo da microcirculagdo) contribui para a
elevacdo da pressao arterial na HAS. Nesse contexto, sabe-se que a hiperatividade
do sistema nervoso simpético central esta envolvida na fisiopatologia das alteracfes
tanto funcionais quanto estruturais da HAS. No presente trabalho, investigamos os
efeitos do tratamento cronico (28 dias) com anti-hipertensivos de acao central sobre
a rarefacdo capilar funcional e/ou estrutural na pele, musculo esquelético e
miocardio de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) adultos, modelo classico de
hipertensdo arterial primaria. Os ratos Wistar Kyoto (WKY) foram utilizados como
controles normotensos. Foram utilizadas doses equipotentes de clonidina (0,1
mg/kg/dia), rilmenidina (1 mg/kg/dia) e moxonidina (10 mg/kg/dia), com relacdo ao
efeito anti-hipertensivo. Também foram estudados os efeitos dos tratamentos sobre
a massa ventricular esquerda. Para avaliagdo da densidade capilar funcional
utilizamos microscopia por epi-iluminacdo e fluorescéncia e para avaliagdo da
densidade capilar estrutural técnicas de marcacdo histoquimica dos capilares. Os
resultados mostraram que houve aumento do numero de capilares
espontaneamente perfundidos (densidade funcional) na pele e no mdusculo
esquelético de SHR tratados com todos os farmacos, com relagcdo ao grupo SHR
ndo tratado. Além disso, foi observada reversdo da rarefacdo capilar estrutural no
musculo esquelético de SHR com todas as drogas utilizadas. Por outro lado, néo
houve reversdo da rarefacdo capilar estrutural no ventriculo esquerdo em nenhum
grupo experimental. Finalmente, a hipertrofia do ventriculo esquerdo foi parcialmente
revertida em SHR tratados com rilmenidina. Em conclusdo, nossos resultados
demonstraram que, além da reducdo da pressao arterial, a utilizacdo de agentes
anti-hipertensivos de acdo central resulta na reversdo de alteracbes
microcirculatorias de ratos espontaneamente hipertensos e o uso de rilmenidina
favorece a regressao da hipertrofia cardiaca. Os resultados também sugerem que a
inibicdo da hiperatividade simpatica central induz efeitos benéficos na

microcirculacdo na hipertensao arterial.



ABSTRACT

Essential hypertension (EH) is characterized by chronic increases in
peripheral vascular resistance, mainly resulting from functional and structural
alterations of the microcirculation. Moreover, a reduction of arteriolar and capillary
density (microvascular rarefaction) is involved in the increase of arterial pressure in
EH. In addition, central sympathetic overactivity is involved in the pathophysiology of
functional and structural alterations of the cardiovascular system in EH. In the
present work, we investigated the effects of a long-term treatment (28 days) with
centrally-acting antihypertensive drugs on functional and/or structural capillary
rarefaction in the skin, skeletal muscle and heart of adult spontaneously hypertensive
rats (SHR), a classical experimental model of EH. We also investigated the effects of
the treatments on left ventricular mass in SHR. Wistar Kyoto rats were used as
normotensive controls. We used equipotent anihypertensive doses of clonidine (0.1
mg/kg/day), rilmenidine (1 mg/kg/day) and moxonidine (10 mg/kg/day). Functional
capillary density was evaluated using epi-illuminated fluorescence video-microscopy
while structural capillary density was studied using a histochemical tracer of
capillaries. Our results showed that there was an increase in the number of
spontaneously perfused capillaries (functional density) in the skin and skeletal
muscle of SHR in all treatment groups, when compared to the non-treated SHR
group. Moreover, there was a reversion of structural capillary rarefaction in the
skeletal muscle with all drug treatments. On the other hand, there was no reversion
of structural capillary rarefaction of the left ventricle in any experimental group.
Finally, left ventricular hypertrophy was partially reversed in the group of SHR treated
with rilmenidine. In conclusion, our results showed that besides arterial pressure
reduction, long-term treatment with centrally-acting antihypertensive drugs induces a
reversal of microcirculatory alterations in SHR and rilmenidine favors the regression
of left ventricular hypertrophy. The results also suggest that the modulation of central
sympathetic overactivity induces beneficial effects on the microcirculation in the

hypertensive disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da Hipertensao Arterial

Um terco das mortes no mundo tem como principal causa as doencas
cardiovasculares. No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, as doencas
cardiovasculares sdo a primeira causa de morte, atingindo 31,4% da populacdo
(SUS 2005). A hipertensao arterial sistémica (HAS) constitui atualmente um dos
fatores de risco e causa etiolégica principal no desenvolvimento de doencas
cerebrovasculares, tais como a cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca e renal
(Whitworth 2003).

Sem sintomas no seu estagio inicial, a hipertensdo € geralmente
diagnosticada quando aparecem as complicacbes 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 complicacBes secundarias a doenca como aterosclerose, infarto agudo
do miocérdio, insuficiéncia renal e acidente vascular cerebral (Muxfeldt et al. 2004).

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 (Chobanian et al. 2003). A mortalidade por doenca
cardiovascular aumenta progressivamente com a elevacdo da pressao arterial, a
partir de 115/75 mmHg (Lewington et al. 2002).

A hipertensdo arterial é considerada um fator determinante de inimeras
alteracbes anatdbmicas e funcionais expressivas no organismo humano, cursando
com alteracdes hemodinamicas, metabdlicas e troficas (Whitworth 2003). Sua alta
prevaléncia, estimada em torno de 26% da populacdo acima dos 18 anos de idade,
define um contingente de hipertensos, em nosso pais, préximo de 16 milhdes de
pessoas (SUS 2005).
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1.2. Fisiopatologia da Hipertenséo Arterial

A HAS é definida como a elevagéo crénica da pressao arterial. Em vista do
aumento significativo do risco associado a pressao arterial sistolica > 140 mmHg e a
pressao arterial diastélica > 90 mmHg, ou ambas, consideram-se esses valores 0
limiar para o diagndstico, ainda que seja reconhecido que o risco € menor com
valores de presséao inferiores. Logo, atualmente ja sdo classificados como niveis de
pressao arterial 6tima aqueles onde a pressao arterial sistélica € < 120 mmHg e a
presséao arterial diastolica é < 80 mmHg (Hipertenséo 2006).

A resisténcia ao fluxo sanguineo se da principalmente em pequenas artérias e
arteriolas da microcirculagéo, sendo totalmente dependente do calibre médio desses
vasos distribuidos por todos os 6rgdos e superficie corporal. O diametro luminal
vascular, por sua vez, € determinado pela espessura da parede arteriolar, assim
como por influéncias neurais e humorais que podem dilatar ou contrair esses vasos
(Silvestre & Levy 2000). Dentre os agentes vasoconstritores encontram-se a
angiotensina 1l, catecolaminas, tromboxanos, leucotrienos e a endotelina. Os
vasodilatadores incluem as cininas, prostaglandinas e o Oxido nitrico. Alguns
metabolitos (acido latico, ions de hidrogénio e adenosina) e hipoxia também causam
vasodilatacdo. Uma importante propriedade intrinseca dos vasos de resisténcia é a
autorregulacéo, que se caracteriza por um mecanismo adaptativo no qual o aumento
do fluxo sanguineo nesses vasos resulta em vasoconstricdo, protegendo assim a
hiper-perfusao dos 6rgaos (Korner 2007).

Em individuos hipertensos, trés alteracbes sao frequentemente observadas
no leito microvascular: aumento do tbnus arteriolar, hipertrofia do musculo liso
vascular e rarefacéo capilar. Essas alteragbes podem estar presentes em diferentes
graus e em todas as formas de hipertenséo, suas influéncias podem variar de acordo
com o0s orgaos envolvidos e o estagio da doenca hipertensiva (Silvestre & Levy
2000). Em geral, os eventos moérbidos que agravam a doenca cardiovascular
resultam de alteragdes crbnicas tanto no coragdo quanto nos vasos. Por muitos
anos, foi dada énfase as alteragfes funcionais cardiovasculares, no que se tratava
de funcéo cardiaca, atribuia-se as modificagbes na contratilidade miocérdica, e
guanto a vasculatura, atribuia-se ao tonus arterial. No entanto, atualmente, tem sido

descrito que seriam as modificagbes estruturais cronicas que iriam apresentar
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importantes consequéncias funcionais (Korner 2007).

1.2.1. Hipertrofia do Masculo Liso Vascular na Hipertenséo Arterial

O remodelamento vascular consiste da hipertrofia da célula muscular lisa das
artérias e um aumento do conteudo da matriz, isto €, um aumento do colageno
extracelular sem qualquer reducdo na elastina. O aumento da razdo entre a
espessura da parede interna e o didametro do limen vascular de pequenas artérias e
arteriolas é uma caracteristica bastante comum em individuos hipertensos (Levy et
al. 1988). Estas alteracBes estruturais e funcionais sdo responsaveis por uma
reducdo no didmetro do limen e, assim, um aumento permanente da resisténcia
periférica, com consequente aumento de pressdo arterial. No endotélio, as
alteracdes na estrutura da parede arterial podem aumentar a forca de cisalhamento
do sangue e produzir lesdes promovendo, assim, disfuncdes das células endoteliais
(Mulvany 1993). A angiotensina Il, lll e a noradrenalina contribuem para a hipertrofia
do musculo liso vascular, por outro lado o 6xido nitrico, além da sua funcao
vasodilatadora, parece ter uma potente acdo inibitéria no processo de

remodelamento vascular (Pollman et al. 1998).

1.2.2. Hiperatividade e o Aumento do Ténus Arteriolar

A hiperatividade do sistema nervoso simpéatico € um importante fator na
etiologia da hipertensao arterial. O aumento do ténus arteriolar esta associado com a
hiperatividade simpatica que é observada em cerca de 30% dos individuos
hipertensos (Esler 2000). Segundo Schmid-Schonbein (1987), uma diminuicdo de
apenas 13% do diametro arteriolar é suficiente para produzir um aumento da
presséao arterial sistémica em torno de 50 mmHg em ratos (Schmid-Schonbein et al.
1987) e, como a resisténcia vascular € inversamente proporcional a quarta poténcia
do raio do vaso, uma pequena variagao na luz vascular produz grandes alteragbes
na resisténcia ao fluxo sanguineo (Guyton 2005).

A hiperatividade simpatica normalmente é acompanhada da diminuicdo da
atividade sistémica do parassimpatico. Esta disfuncdo autonémica esta associada a
alteracbes em diferentes 6rgaos e sistemas. O aumento do tdnus simpatico também
esta envolvido na génese de diversos fatores de risco cardiovascular, como

dislipidemia, resisténcia a insulina, obesidade, aumento do hematdcrito e intolerancia
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a glicose (Pyorala et al. 1985; Smith et al. 1994).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e a atividade simpatica
estdo intimamente relacionados, visto que a ativacdo dos receptores [ adrenérgicos
renais estimula a liberacdo de renina que, por sua vez, aumenta oS nhiveis de
angiotensina circulantes, um potente vasoconstritor que ird contribuir com o aumento

do ténus vascular e hipertrofia ventricular esquerda (Guyton 2005).

1.3. Microcirculacéo

A microcirculacdo (Figura 1.1) é responsavel pelo transporte de nutrientes e
oxigénio para os tecidos e pela remocao dos produtos do metabolismo celular. As
pequenas arteriolas controlam o fluxo sanguineo para cada area de tecido e, por sua
vez, as condicdes locais dos tecidos controlam o diametro das arteriolas. Em geral,
cada artéria nutridora que entra em um orgao ramifica-se por seis a oito vezes antes
que as artérias se tornem suficientemente pequenas para serem chamadas de
arteriolas, as quais geralmente tém diametros internos menores que 20 pum. Entdo
as arteriolas ramificam-se por duas a cinco vezes, alcancando diametros de 5 a 9
UM em suas extremidades, onde suprem sangue aos capilares (Guyton 2005).

Os capilares possuem diametros que variam entre 2 e 9 um, no entanto ja foi
demonstrado que 50% dos capilares possuem diametros inferiores a 4,5 um.
Apresentam uma Unica camada de células endoteliais sobre uma membrana basal.
Sao provenientes de ramificacbes das metarteriolas, que podem originar em média
uma dezena de capilares cada uma, podendo conter em suas bifurcacdes os
esfincteres pré-capilares, estruturas musculares que circundam a entrada dos
capilares, controlando a entrada de sangue para cada capilar. O leito capilar &
responsavel pela nutricdo aos tecidos, pois € na fina parede capilar que ocorre a
troca de fluidos, eletrélitos e oxigénio. A eficacia desta distribuicdo depende tanto da
anatomia do leito capilar quanto da regulac&o arteriolar sobre o débito dos capilares
(Guyton 2005).
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Arteriola Metarteriola
Capilares g | \ | J\ Esfincter
arteriais pré-capilar

Capilares
venosos

Figura 1.1: Representacdo esquematica da ramificacdo microvascular (adaptado
de Guyton 2005).

1.3.1. Rarefagéo Capilar na Hipertensao Arterial

AlteracBes microvasculares na resisténcia de vasos em aproximadamente
todos os oOrgdos e, em particular no muasculo esquelético, podem contribuir
consideravelmente para o aumento da resisténcia vascular periférica (Bohlen 1986).
Duas hipoteses tém sido propostas para explicar esse aumento na resisténcia
vascular. A primeira é a vasoconstricdo causada pelo aumento da atividade do nervo
simpatico (Iriuchijima et al. 1975; Judy et al. 1976) ou aumento da sensibilidade a
agentes vasoativos (Bohlen 1986). A segunda € que o aumento cronico da presséo
sanguinea causaria 0 remodelamento da estrutura do musculo liso vascular
diminuindo a luz do vaso e o raio interno das arteriolas (Folkow 1982).

Estudos experimentais (Prewitt et al. 1982) e em pacientes (Antonios et al.
1999a), sugerem que a rarefacdo microvascular contribui para o aumento da
resisténcia vascular sistémica e poderia ser um fator causal do desenvolvimento da
hipertensao arterial. Estudos na microcirculagdo da conjuntiva e do leito ungueal de

pacientes hipertensos demonstraram a presenca de rarefagdo arteriolar e capilar
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tanto nos pacientes com a hipertensdo j4 instalada, quanto em pacientes com
hipertensdo limitrofe (Harper et al. 1978; Gasser & Buhler 1992). Este fendbmeno
também é encontrado na microcirculacéo da retina (Harper et al. 1978), no musculo
esquelético e no miocardio de pacientes hipertensos. A rarefacdo capilar moderada
ja foi observada em adultos jovens com predisposicdo familiar & hipertenséo arterial
(Noon et al. 1997).

Diversos estudos mostraram a rarefagcdo estrutural microvascular em
diferentes modelos experimentais e tecidos na hipertenséo, incluindo o musculo
esquelético (Prewitt et al. 1982; Boegehold et al. 1991; Scheidegger et al. 1996) e a
pele (Haack et al. 1980). O rato espontaneamente hipertenso (SHR) € uma linhagem
inata que desenvolve aumento da pressdo arterial com o aumento da idade e é
amplamente usado como modelo experimental de HAS. le Noble e colaboradores
encontraram rarefacdo estrutural de capilares e pequenas arteriolas no musculo
cremaster de SHR de 5-6 semanas antes de uma elevacdo substancial na pressao
arterial (le Noble et al. 1990). Também foi observado um aumento na razdo parede-
luz em pequenas artérias de resisténcia do mesentério em SHR em estagio pré-
hipertenso (4 semanas) (Rizzoni et al. 1994). Essa rarefacdo capilar pode ocorrer
através do fechamento reversivel dos vasos (rarefacdo funcional) ou através da

perda permanente de vasos da rede (rarefacdo anatdbmica ou estrutural).

1.3.2. Tratamento Anti-hipertensivo e as Alteragdes Microcirculatérias

Os efeitos microcirculatérios das drogas anti-hipertensivas poderiam ter papel
relevante na prevencao de lesbes de 6rgaos-alvo nos pacientes hipertensos. Neste
sentido, existem evidéncias experimentais consistentes indicando que as diferentes
classes de anti-hipertensivos utilizados com maior frequéncia induzem efeitos
diferenciados na rarefacdo microvascular assim como no aumento da relacdo
parede/luz do vaso (para revisdo ver Levy et al., 2001).

Em modelos animais, os efeitos microcirculatérios dos inibidores da enzima
conversora da angiotensina (iIECA) sdo os mais estudados e também os mais
controversos, ja que a angiotensina Il induz angiogénese e, em consequéncia, a
inibicdo de sua sintese deveria resultar em rarefacdo vascular. No entanto, alguns
estudos experimentais demonstraram que os iIECA aumentam a densidade capilar
no miocardio de SHR (Gohlke et al. 1997; Bock 1998). Esses efeitos

microcirculatérios dos IECA parecem ser independentes tanto da atividade anti-
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hipertensiva quanto da inibigdo do SRAA (Chillon & Baumbach 1999). A inibicdo da
degradacédo de bradicinina, mais do que os efeitos mediados por angiotensina II,
pode ser responsavel pelos efeitos pro-angiogénicos dos inibidores da enzima
conversora de angiotensina iECA (Antonios et al. 1999). A deficiéncia do receptor de
bradicinina B2 inibe 0 aumento da vascularizacdo induzida por IECA em patas
isquémicas de camundongos (Silvestre et al. 2001). Existem evidéncias
experimentais mostrando também efeitos pré-angiogénicos de outras classes de
agentes anti-hipertensivos, tais como: antagonistas dos receptores ATl de
angiotensina Il, B-bloqueadores e bloqueadores dos canais de calcio (Levy et al.
2001).

Um reduzido nuamero de estudos clinicos investigou os efeitos
microvasculares do tratamento anti-hipertensivo. Dois estudos independentes
compararam os efeitos do tratamento com iIECA com os efeitos induzidos pelos -
bloqueadores, na estrutura de artérias de pequeno calibre de pacientes hipertensos
(Schiffrin et al. 1994; Thybo et al. 1995). Os dois estudos mostraram que o0s iECA,
mas ndo os B-bloqueadores, normalizam a estrutura vascular apés um ano de
tratamento.

De acordo com Debbabi e colaboradores (2006) estudos realizados em
pacientes hipertensos indicam que a rarefacao capilar cutanea pode ser revertida em
presenca de tratamento farmacoldgico anti-hipertensivo, independente da classe
farmacoldgica utilizada. Olsen e colaboradores (2005) descreveram a reducdo da
hipertrofia vascular e da rarefacdo capilar, apds trés anos de tratamento, em 70
pacientes hipertensos tratados com losartan (antagonista dos receptores da
angiotensina) quando comparados com atenolol (B-bloqueador) (Olsen et al. 2005).

No entanto, os efeitos do tratamento anti-hipertensivo através de agentes
moduladores da atividade simpatica central em parametros microcirculatorios - tais
como a densidade capilar funcional e estrutural - na hipertenséo arterial primaria

humana ainda ndo sao conhecidos.

1.4. Controle Central da Presséao Arterial
Para o desenvolvimento de estratégias de tratamento das doencas

cardiovasculares e da hipertensao arterial primaria, a compreensao dos mecanismos

de regulacéo do sistema cardiovascular € de extrema relevancia. Neste contexto, se
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faz necessario o conhecimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo da
atividade simpatica e das func¢des cardiovasculares.

Em mamiferos adultos normais, a pressao arterial raramente varia mais do
gue 10 a 15% do seu estado basal em repouso. Para a manutencdo da constancia
da presséo arterial, 0 organismo possui diversos sistemas especializados que atuam
em conjunto no controle da pressdo arterial. Essa regulagdo é mediada por
mecanismos neurais, quando alteracfes funcionais rapidas sao necessarias, e por
agentes humorais, quando a regulacdo ndo requer urgéncia. A regulacdo neural
baseia-se na presenca de mecanorreceptores, 0s barorreceptores e
quimiorreceptores, que respondem prontamente a variagdes da pressao arterial e a
demandas metabdlicas, através de alteracdes na atividade vasomotora dos centros
bulbares (Zhang et al. 2005).

1.4.1. Barorreflexo

No mecanismo do barorreflexo, a ativacdo dos barorreceptores (no seio
carotideo e no arco adrtico) se da pela distensdo das paredes da aorta e das
carétidas, que acontece a cada sistole cardiaca, modulando o sistema nervoso
autbnomo através da geracao de sinais neurais. Esses sinais sdo potenciais de acao
conduzidos ao sistema nervoso central, especificamente ao nucleo do trato solitario
(NTS) via nervo glossofaringeo (fibras carotideas) e vago (fibras aérticas). Neurdnios
secundarios do NTS excitam neurdnios pré-ganglionares do parassimpéatico
localizados no nucleo dorsal motor do vago e no ndcleo ambiguo, que por sua vez
se projetam (eferentes vagais) aos neurénios pés-ganglionares intramurais situados
no coracdo, determinando o aumento da atividade vagal e queda da frequéncia
cardiaca (Guyton 2005).

De uma forma simplificada, as fibras dos nervos adrticos e carotideos que
trafegam através dos nervos glossofaringeo e vago convergem para o NTS,
considerado entdo a primeira estacdo central dos sinais sensoriais originados do
sistema periférico. A partir do NTS, neurdnios de segunda ou terceira ordem
projetam-se para dois grupamentos de neurdnios no bulbo ventrolateral (Figura 1.2):

1) Neurdnios inibitérios na area ventrolateral caudal (CVLM) no bulbo
raquidiano, que por sua vez projetam-se para neurbnios pré-motores (neurénios
simpatoexcitatorios) do sistema nervoso simpatico na area ventrolateral rostral

(RVLM) do bulbo raquidiano. Finalmente, os neurénios da RVLM projetam-se para
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0s neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso simpatico (SNS) localizados na
coluna intermediolateral da medula espinhal (“fonte" do fluxo simpético para a
periferia, coracao e vasos);

2) O outro grupamento de neurbnios esta localizado no nucleo ambiguo e
nacleo dorsal motor do nervo vago, que contém os corpos celulares dos neurbénios
pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico. De cada uma dessas areas e
nucleos bulbares, neurdnios projetam-se para areas e nucleos mais rostrais do SNC
levando informacdes cardiovasculares.

Dessas regides, de maneira reciproca, partem projecbes para as regides
bulbares e até mesmo para os neur6nios da coluna intermediolateral da medula,

determinando a integracéo central do controle da presséao arterial (Bucley 1981).

Coragioe
vasos sanguineos

Figura 1.2: Representagdo esquematica das vias aferentes, principais areas
de integracdo bulbar e vias eferentes do reflexo pressorreceptor arterial. NTS =
nacleo do trato solitario; RVLM = area ventrolateral rostral do bulbo; CVLM = area
ventrolateral caudal do bulbo; IML = células da medula intermediolateral. Triangulos
abertos = impulsos sinapticos excitatérios; Triangulos fechados = impulsos

sinapticos inibitorios, adaptado de (Dampney et al. 2002).

Resumindo, o reflexo pressorreceptor participa da homeostase
hemodinamica, principalmente por controlar o tbnus simpatico e parassimpatico para

coracao e vasos. Exemplificando, a estimulacdo dos pressorreceptores arteriais

14

INTRODUCAO



produz reducdo reflexa da atividade simpéatica e aumento da atividade vagal,
resultando em dilatacdo arteriolar, venodilatacdo, bradicardia e redugcdo da

contratilidade miocardica (Melo et al. 2003).

1.4.2. Quimiorreflexo

Os quimiorreceptores periféricos sédo constituidos por células altamente
especializadas, capazes de detectar alteragcbes da pressédo parcial de oxigénio
(p0O2), pressao parcial de diéxido de carbono (pCO2) e concentracdo hidrogenidénica
(pH) do sangue. Encontram-se distribuidos em corpusculos carotideos e aorticos,
localizados bilateralmente na bifurcacdo da carétida comum (quimiorreceptores
carotideos) ou em pequenos corpusculos espalhados entre o arco adrtico e a artéria
pulmonar (quimiorreceptores adrticos), sendo irrigados por sangue arterial atraves
de pequenos ramos que se originam a partir da carétida externa e aorta,
respectivamente (Gonzales 1994).

Uma importante caracteristica dessas células quimiorreceptoras refere-se ao
fato de estarem intimamente associadas aos capilares sanguineos, sendo cerca de
25% do volume total do corpusculo carotideo ocupado por capilares e vénulas, ou
seja, uma vascularizacdo 5 a 6 vezes maior que a do cérebro (Gonzales 1994).

Heymans (1930) foi o primeiro a demonstrar, através de estudos fisiolégicos,
gue a regido da bifurcacéo carotidea constitui-se de uma area reflexogénica sensivel
a hipdéxia (Heymans 1930). Sendo que, além de promover respostas ventilatorias, a
estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos também modifica reflexamente os
valores de pressdo arterial. Bernthal demonstrou que a estimulacdo dos
quimiorreceptores carotideos, com cianeto de sédio ou isquemia localizada do
corpusculo carotideo em caes, promoveu reflexamente taquipnéia, vasoconstricao
periférica e hipertensado arterial (Bernthal 1938). Dessa forma, o papel fisiolégico dos
quimiorreceptores periféricos esta relacionado a promocao de ajustes ventilatérios e
cardiovasculares no sentido de proporcionar a manutencdo da composi¢cao quimica
do sangue em niveis ideais, bem como uma pressdo de perfusdo sanguinea

adequada para todos os tecidos.

1.5. Drogas Anti-hipertensivas de Acao Central

As substancias anti-hipertensivas de acéo central se caracterizam por inibir a

atividade do sistema nervoso simpatico central, com consequente reducdo da
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pressédo arterial sistémica. O efeito terapéutico dessa classe de anti-hipertensores
resulta, portanto, da inibicdo de atividade de grupos neuronais no SNC envolvidos no
controle da presséao arterial.

A busca de agentes simpaticoliticos a serem utilizados na terapéutica da
hipertensdo arterial iniciou-se a partir da demonstracdo de que a retirada da
inervacdo simpatica toracica diminui a presséo arterial. A reserpina e a guanetidina,
por exemplo, embora ja tenham sido extensamente utilizadas no tratamento da
hipertensédo arterial primaria, ndo mais o sao, pela sua alta incidéncia de efeitos
colaterais e baixa tolerabilidade. Posteriormente, com o avanco do estudo do
controle central da pressdo arterial, principalmente apés a demonstracdo do
envolvimento de estruturas bulbares, desenvolveu-se um enfoque racional para a
obtencao de substancias anti-hipertensivas de acdo central (Tibirica et al. 1989).

A diminuicdo do tdnus simpético devido a administragdo intracisternal dessa
classe de anti-hipertensivos foi um dos indicios que levaram ao delineamento de
seus locais de atuacdo no bulbo. Esses locais foram posteriormente identificados
como a RVLM e o NTS.

1.5.1. Clonidina

A clonidina é um derivado imidazolinico (Figura 1.3) sintetizado no inicio dos
anos 60, com o objetivo de se obter um agonista dos receptores a-adrenérgicos com
atividade vasocronstritora a ser utilizado como descongestionante nasal ou
adjuvante de cremes de barbear. Seu efeito hipotensor foi descoberto de maneira
totalmente fortuita durante os primeiros ensaios clinicos, onde também se observou
bradicardia e seda¢do (Hardman & Limbird 2007). Na realidade, a clonidina é um
agonista dos receptores ay-adrenérgicos capaz de atravessar facilmente a barreira
hematoencefalica quando administrada por via sistémica, induzindo entédo seu efeito
hipotensor através da inibicdo da atividade de estruturas neuronais bulbares
envolvidas na regulagéo cardiovascular. Admite-se, atualmente, que este efeito
resulta também de uma interagdo com receptores imidazolinicos do subtipo I,
situados em neurdnios bulboespinhais da regido ventrolateral rostral do bulbo
raquidiano (Tibirica et al. 1991; Szabo 2002).

A clonidina reduz a concentragcédo plasmatica de noradrenalina assim como a
excrecdo de seus metabdlitos pela urina, além de diminuir as concentracdes

plasmaticas de renina e aldosterona em pacientes com hipertensdo arterial.
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Finalmente, pode ocorrer reducdo da resisténcia vascular renal com a manutencao
da perfuséo renal.

O mecanismo de acdo descrito para a diminuicdo da pressdo arterial esta
relacionado com o efeito agonista da clonidina sobre os receptores a,-adrenérgicos
localizados no bulbo, os mesmos receptores relacionados com o surgimento de
efeitos colaterais — sedacao e inibicdo da secrecdo de saliva — desta forma, a
dificuldade em separar os efeitos desejados dos ndo desejados, tornou a busca por
novas drogas (com maior afinidade pelos receptores imidazolinicos) mais atraente
(Tibirica 2001).

A caracterizagcdo das propriedades farmacolégicas dos receptores |I;-
Imidazolinicos, provocou grande avanco no estudo dos anti-hipertensivos de acéo
central, uma vez que possibilitou a dissociacdo dos mecanismos farmacolégicos
envolvidos no efeito terapéutico (controle da presséo arterial) e o principal efeito
colateral (sonoléncia) (van Zwieten et al. 1984). Por outro lado, o efeito sedativo da
clonidina é atribuido a sua a¢éao no locus coeruleus, uma estrutura noradrenérgica
envolvida na regulacdo do ciclo sono-vigilia. A ativacdo dos receptores as-
adrenérgicos, pela clonidina, reduz a atividade de neurdnios noradrenérgicos nessa
regiao, resultando em sonoléncia (Tibirica et al. 1991).

A clonidina é utilizada no controle da hipertensdo arterial priméaria leve ou
moderada. Entretanto, apesar de sua eficacia na reducdo dos niveis tensionais, a
clonidina tem seu uso limitado devido a seus efeitos colaterais e a sindrome de
retirada, onde frequentemente ocorre hipertensao rebote. A clonidina também pode
ser utilizada no tratamento e prevencao da hiperatividade simpatica que ocorrem nas
sindromes de abstinéncia causadas por substancias tais como tabaco, alcool e

narcoticos (Hoffman 2007).

1.5.2. Drogas Anti-hipertensivas de acao central de segunda geragéo

A segunda geracao de drogas anti-hipertensivas de acéo central, que inclui a
rilmenidina e a moxonidina, surgiu com a perda da prioridade de escolha dos anti-
hipertensivos de acao central, como clonidina e metildopa, devido aos seus efeitos
colaterais pronunciados. Esses efeitos colaterais levaram pacientes hipertensos ao
abandono da terapia.

A rilmenidina (Figura 1.3) € uma oxazolina com estrutura similar as

imidazolinas, onde um atomo de nitrogénio do anel imidazélico foi substituido por um
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oxigénio. A combinacéo da eficacia em baixar a pressao arterial e a meia-vida longa
da rilmenidina, tornou-a mais util na terapia anti-hipertensiva (Bricca et al. 1989).

Apesar de menos potente que a clonidina na reducdo da hipertensédo, a
rilmenidina possui afinidade trinta vezes maior para os receptores imidazolinicos, do
gue para 0s receptores ap-adrenérgicos. Por apresentar menor afinidade pelos
receptores oap-adrenérgicos, a rilmenidina causa menor efeito sedativo, ja que a
ativagdo dos receptores a,-adrenérgicos inibe a atividade neuronal no locus coerulus
(Tibirica et al. 1991).

Em populagdes com risco cardiovascular aumentado, como por exemplo
pacientes idosos, diabéticos ou portadores de doenca renal crénica, a rilmenidina
também foi eficaz em reduzir a pressao arterial, de modo semelhante a metildopa e
a clonidina, com a vantagem da menor incidéncia de efeitos adversos (Van Zwieten
& Peters 1999). Além disso, o tratamento com rilmenidina reduz, de maneira
significativa, os niveis plasméaticos de glicose e insulina apés teste de tolerancia oral
a glicose em pacientes com sindrome metabdlica, sugerindo efeitos benéficos sobre
o0 metabolismo da glicose (De Luca et al. 2000).

A moxonidina € uma imidazolina, que assim como a rilmenidina, induz seu
efeito anti-hipertensivo pela ativagdo dos receptores |; Imidazolinicos situados em
neurdnios do bulbo raquidiano (Van Zwieten & Peters 1999). Assim como a
riimenidina, a moxonidina apresenta alta seletividade pelos receptores |, com
relacdo aos receptores ay-adrenérgicos, e desse modo € um agente bastante efetivo
no controle da presséao arterial, sem induzir sonoléncia significativa. De qualquer
forma, os efeitos colaterais mediados pela ativagao dos receptores a,-adrenérgicos

ainda podem ser vistos em doses elevadas das drogas de segunda geracéo.
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Figura 1.3: Estruturas quimicas de anti-hipertensivos de acao central.

No entanto, apesar dos importantes e crescentes avan¢os no diagndstico e
tratamento da doenca hipertensiva, assim como na prevencédo de lesdes de 6rgaos-
alvo (acidente vascular cerebral, doenca cardiaca e renal), a hipertenséo arterial
continua sendo uma das principais causas de morbi-mortalidade mundial. Portanto,
além da capacidade de induzir reducdo significativa dos niveis pressoricos - que
parece ser similar entre as diferentes classes de agentes farmacolédgicos utilizadas
no tratamento da hipertensao arterial - a terapia anti-hipertensiva deveria ter como
alvo privilegiado a prevencdo e/ou reversdo das modificacbes funcionais e
estruturais da microcirculagdo. Assim, estes efeitos farmacoldgicos sobre a
microcirculagdo devem ser analisados e diferenciados entre as diferentes terapias

anti-hipertensivas adotadas atualmente.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar os efeitos do tratamento crénico com farmacos anti-hipertensivos
de acdo central sobre as alteracbes microcirculatorias de ratos

espontaneamente hipertensos.

Objetivos Especificos

% Investigar os efeitos do tratamento sobre a densidade capilar

funcional na pele e no musculo esquelético de SHR;

X/

% Investigar os efeitos do tratamento sobre a densidade capilar
estrutural no musculo esquelético e no ventriculo esquerdo de
SHR;

X/

% Correlacionar os efeitos do tratamento sobre a densidade capilar

funcional na pele e no musculo esquelético de SHR;

7
'0

*,

Investigar os efeitos do tratamento sobre a massa do ventriculo

esquerdo de SHR.

OBJETIVOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Modelos Animais
Foram utilizados SHR machos da linhagem de Okamoto (Universidade
Federal de S&o Paulo, UNIFESP, Brasil) com 12 a 14 semanas e ratos machos
normotensos Wistar Kyoto (WKY, Biotério da Fundagdo Oswaldo Cruz, Brasil), com

idades pareadas.

Os animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas de luz (ciclos de 12-
12h claro-escuro) e temperatura (22 + 1 °C) com acesso livre a agua e racao padrao
até o dia do experimento. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de

Etica Animal da Fundac&o Oswaldo Cruz (protocolo nimero P 0034-08).

Quarenta SHR foram divididos de maneira aleatéria em 4 grupos (10 animais
por grupo) e tratados durante 28 dias por gavagem com veiculo (SHR + VEI, grupo
controle), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1
mg/kg/dia) e moxonidina (SHR + MOX, 10 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 pressao arterial sistdlica (Ciuffetti et al.)
(Ciuffetti et al.) e diastdlica em animais conscientes, através de um sistema
computadorizado de pletismografia caudal (BP-2000, Visitech blood pressure
analysis system, USA), um método ndo invasivo de medida da PA. A partir destas

medidas este sistema calcula a pressao arterial média destes animais.

Assim, pelo menos uma semana antes da medida da PA, os ratos eram
adaptados por 3 dias consecutivos neste aparelho de presséo caudal pré-aquecido
para a aclimatacdo ao procedimento experimental. A PA era medida antes do inicio
do tratamento e apds a quarta semana, sendo adquiridas 15 medidas individuais por

animal e utilizada a média destas medidas.
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3.3. Microscopia Intravital por Fluorescéncia

Ao fim do tratamento, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sédico (75 mg/kg) administrado por via intraperitoneal; a anestesia foi
complementada por administracdo intravenosa de 5 mg/kg de pentobarbital
imediatamente antes da administragdo do agente bloqueador neuromuscular. Os
ratos foram intubados através de traqueostomia com canula de polietileno,
imobilizados com brometo de pancurénio (1 mg/kg, i.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 frequéncia 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 frequéncia cardiaca foram
continuamente monitoradas através de um cateter inserido na artéria carotida 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 aguecimento homeotérmico
(Harvard Apparatus, Boston, MA, USA).

Na avaliacdo da microcirculacdo do mausculo esquelético, uma incisao
mediana foi feita na pele da pata esquerda assim como na fascia ventral da coxa,
permitindo a visualizagcdo do musculo gracil. O musculo foi entdo colocado sob o
microscopio, de modo que permanecesse sob o feixe de luz. Para a avaliacdo da
microcirculacdo cutanea, a pele da orelha foi raspada para a remocao dos pélos e a
seguir, os animais foram colocados sob o microscopio, de modo que a orelha

permanecesse 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. Ap6és a administracdo i.v. de 0,15 mL de fluoresceina-
isotiocianato (FITC)-dextran a 5% (peso molecular de 150.000), as imagens da
microcirculacdo do musculo e pele foram obtidas sucessivamente para contagem em
tempo real dos capilares com o auxilio do programa Saisam 5.1.3 (Microvision,

France).
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Assim, inicialmente, foi obtida aleatoriamente uma imagem do mdusculo
esquelético que permitisse a perfeita visualizacdo de capilares perfundidos. Nesta
imagem, foi delimitado um campo microscépico 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 o0s vasos que
permitissem o fluxo continuo e unitario de hemacias pelo vaso. Além disso, toda vez
qgue ocorresse a ramificacdo do capilar, os vasos originados desta ramificacdo eram
considerados como sendo novos capilares. O valor total de capilares contados foi
considerado como sendo a densidade capilar funcional muscular esquelética. Apds a
contagem, eram feitas 4 fotos representativas do campo microscépico utilizado,
através do programa Archimed 3.7.0 (Microvision, France).

ApOs 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
microscoépico utilizado na contagem. ApOs o experimento, o ventriculo esquerdo e o
musculo gracil foram imediatamente dissecados e colocados em solucdo de

paraformaldeido a 4% para analises morfolégicas.

3.4. Avaliacédo da hipertrofia do ventriculo esquerdo

Apbs sacrificio dos animais (KCl a 10%) o coracéo foi retirado para a andlise
imediata da massa do ventriculo esquerdo (VE). Para esta analise, foi utilizado o
método de Scherle que registra a massa do 6rgao pelo peso que o mesmo impde
guando submerso em agua (Scherle 1970). O VE foi suspenso por um fio com o
auxilio de uma haste fixa e submerso em um copo de béquer com solucdo salina
sobre uma balanca analitica, sendo representada pela relacdo massa VE/massa

corporal (mg/g).

3.5. Andlise Histoldgica
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 secoes de 5 pm
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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
identificacdo 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
ligacdo reversivel e seletiva para sacarideos terminais. Para fins histoquimicos as
lectinas podem ser utilizadas com um marcador visivel, como derivados de
peroxidase ou com marcadores fluorescentes, como derivados de fluoresceina ou de
rodamina. Hansen-Smith e colaboradores mostraram que as células endoteliais de
diversas espécies de mamiferos ligam as lectinas GSI e GSI-B4 (Hansen-Smith et al.
1988). Porém, diferentes graus de ligacdo sdo observados entre a porcao arterial e
venosa dos vasos, com uma reducdo marcante dos sitios de ligacdo 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 observa¢cdes sugerem que a lectina GSI pode
ser extremamente Gtil 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 (nimero de fibras musculares por mm?) foram determinadas e analisadas
usando o programa 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 secbes
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 anatdémico de angiogénese.

A densidade capilar do ventriculo esquerdo foi determinada utilizando o
método orientator (Mattfeldt et al. 1990). Brevemente, este método descreve uma
aproximacéo para se gerar cortes aleatérios e uniformemente isotropicos (AUI) de
espécies bioldgicas que permite o estudo quantitativo de estruturas anisotropicas
tridimensionais em secfes bidimensionais. O miocardio € uma estrutura

anisotropica, onde ha uma orientacao definida na apresentacdo do material, porém
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secdes isotropicas, com estrutura homogénea, sado nhecessdrias 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 aleatério.
Assim, pode-se admitir que os fragmentos obtidos contenham tecido de modo
isotrépico, mas o procedimento pode ser repetido outras vezes para maior

seguranca nos casos em que o material for altamente anisotropico.

Neste trabalho, foram utilizados pelo menos 3 planos de corte para se gerar
uma estrutura isotrépica no miocardio. A densidade de volume de capilares (Vyjcap)) €
da densidade de volume de fibras (Vi) foram determinadas utilizando o método do
“‘intercepto do ponto-amostrado” anteriormente descrito por Gundersen & Jensen
(Gundersen & Jensen 1985) para tecidos AUI. Neste procedimento, pelo menos 7
campos microscopicos de trés secdes 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 programa Saisam 5.1.3.

A densidade de volume de capilares (Vycap)) foi calculada da seguinte forma:
Vyicap) = Pp / Pt (%), onde P, € 0 nimero de pontos-teste que superpdem capilares e
Pt é o numero total de pontos-teste (Pt = 56 neste caso). A densidade de volume de
fibras foi calculada de forma similar. A razdo entre a densidade de volume de
capilares e a densidade de volume de fibras (Vyjcap / Vi) foi entdo diretamente
calculada.

O numero total de pontos analisados por grupo foi de 3920, ou seja, 15
campos microscopicos de trés secdes do tecido para cada animal e dez animais por
grupo, utilizando um sistema-teste com 56 pontos. Skyschally e colaboradores
mostraram que podemos utilizar a seguinte férmula para avaliarmos se o tamanho
da amostra em um estudo estereoldgico deste tipo esta adequado (Skyschally et al.
2003):

EPR = 1-VWv
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Sendo:
EPR — Erro padréo relativo
Vv — densidade de volume da estrutura em analise

n —numero de pontos a serem contados

Tabela 3.1 — Densidade de volume de capilares

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

WKY + VEI 0,53

SHR + VEI 0,27

SHR + CLO 0,31

SHR + RIL 0,28

SHR + MOX 0,31

Média de todos os grupos 0,34

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), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR +
RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).
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Assim temos:

0,05= V (1-0,34) logo,

n =264

Posto que o Vv = 0,34, este s6 ocupa 34% do tecido, por isso o resultado

encontrado n = 264 deve ser corrigido para o Vv de nosso material, assim:

Ncorrigido = Ncalculado_ logo,
Vv
Ncorrigido = 776

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

sendo considerado adequado para o nosso estudo.

3.6. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como sendo a média + erro padrédo da média
(EPM) para cada grupo e comparacfes entre grupos diferentes foram feitos atraves
da analise de variancia. Quando foram detectadas diferengas significativas pelo
ANOVA, o teste de Bonferroni foi utilizado para localizar as diferencas
estatisticamente significativas. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado
para medir a forca da relagéo linear entre a densidade capilar funcional na pele e no
musculo esquelético. Diferengcas 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, California, USA).

MATERIAL E METODOS



28

3.7. Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: pentobarbital sddico, clonidina,
rilmenidina, moxonidina, 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. RESULTADOS

4.1.Efeitos do tratamento com anti-hipertensivos de acdo central na
pressao arterial e na frequéncia cardiaca

No inicio do tratamento, os diferentes grupos de animais SHR apresentavam

valores de PAS significativamente aumentados quando comparados com 0O grupo

controle normotenso (WKY + VEI). Além disso, ndo foi verificada henhuma diferenca

significativa nos valores basais de PAS entre os diferentes grupos de SHR. A Tabela

4.1 mostra os valores médios de PAS nos diferentes grupos de animais.

Tabela 4.1 — Pressédo arterial sistolica basal e apds tratamento crénico em

diferentes grupos

Grupos PAS PAS
Basal (mmHQ) Final (mmHg)
WKY + VEI 123 +3 125+3
SHR + VEI 195 + 6# 198 + 4#
SHR + CLO 197 + 3# 121 + 4*
SHR + RIL 192 + 6# 119 + 3*
SHR + MOX 192 + 3# 125 + 3*

Presséo arterial sistolica basal (antes do tratamento oral) e final nos grupos de ratos
normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados por gavagem por 28 dias com
veiculo (SHR + VEI), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL,
1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média =+ EPM de 10 animais.
*p < 0,0001 vs. valores basais.

# p < 0,0001 vs. WKY.
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O tratamento oral cronico de SHR durante 28 dias com as diferentes drogas
anti-hipertensivas estudadas foi capaz de normalizar os valores médios da PAS
guando comparados com 0s normotensos. Ja o tratamento dos ratos WKY e SHR
com veiculo ndo promoveu alterac6es dos valores médios de PAS nestes grupos,
observados no inicio do experimento (Tabela e Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Pressdo arterial sistdlica basal (barras abertas) e apoés (barras
fechadas) tratamento oral durante 28 dias em ratos hipertensos tratados com veiculo
(SHR + VEI), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0
mg/kg/dia) ou moxonidna (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 animais.
*p < 0,0001 vs. valores basais.

#p <0,0001 vs. WKY.
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Apenas o0 grupo tratado com clonidina foi capaz de reduzir a FC de forma
significativa no fim do tratamento (Tabela e Figura 4.2). Os animais tratados com as

demais drogas ndo demonstraram diferenca significativa.

Tabela 4.2 - Efeitos do tratamento na frequéncia cardiaca (antes e apés tratamento

cronico)
Grupos FC Basal FC Final
(bpm) (bpm)

WKY + VEI 377 £16 356 + 10
SHR + VEI 380+6 366 + 8
SHR + CLO 393+3 344 + 7*
SHR + RIL 381+8 360 + 13
SHR + MOX 406 + 16 371 +7

Frequéncia cardiaca basal (antes do tratamento oral) e final + EPM nos grupos de
ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos posteriormente tratados com veiculo
(SHR + VEI), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0
mg/kg/dia) ou moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia). Os valores representam a

meédia + EPM de 10 experimentos.

*p < 0,05 vs. valores basais.
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Figura 4.2 - Efeitos dos Tratamentos na frequéncia cardiaca (antes e apos

tratamento crénico)

Frequéncia cardiaca basal (antes do tratamento oral) e final nos grupos de ratos
normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados com veiculo (SHR + VEI),
clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou
moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média =+ EPM de 10 animais.

*p < 0,05 vs. valores basais.
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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 visualizacéo
da rede de capilares no tecido muscular esquelético e pele. No musculo esquelético,
0s capilares estdao arranjados ao longo do eixo longitudinal das fibras musculares,
em direcOes 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 estdo mostradas abaixo em imagens
representativas da videomicroscopia intravital da pele e do musculo gréacil apés a
administracdo intravenosa de fluoresceina-isotiocianato (FITC) dextran, que permite

a visualizacdo e a contagem dos capilares nestes leitos vasculares (Figura 4.3).

Quando comparados com 0s animais normotensos, o grupo SHR controle
mostrou uma densidade capilar funcional significativamente menor tanto no musculo
esquelético (WKY + VEI 425 + 22 e SHR + VEI 294 + 26 capilares/mm?, p < 0,0001)
quanto na pele (WKY + VEI 497 + 28 e SHR + VEI 332 # 17 capilares/mm?, p <
0,0001) evidenciando a rarefacdo capilar funcional caracteristica deste grupo de

animais (Tabela 4.3 e Figura 4.4).

O tratamento com os anti-hipertensivos de acgdo central aumentou
significativamente a densidade capilar no musculo gracil e na pele dos animais SHR.
Este tratamento também foi capaz de reverter a rarefacdo capilar funcional nestes
animais, tendo em vista que ndo houve diferenca significativa entre os grupos
hipertensos tratados com anti-hipertensivos e o grupo de animais normotensos
(WKY + VEI) (p > 0,0001) (Tabela 4.3 e Figura 4.4).
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Pele - WKY Pele - SHR

Figura 4.3 — Imagens representativas da videomicroscopia intravital da pele e do
musculo gracil (Henrich et al.) de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos
(SHR + VEI) ap6s a administracdo intravenosa de fluoresceina-isotiocianato (FITC)

dextran indicando os capilares. Aumento 100x, barra = 100 ym.
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O grupo de animais tratados com clonidina (SHR + CLO) apresentou um
aumento significativo do numero de capilares espontaneamente perfundidos no

musculo esquelético em relacdo ao grupo de animais normotensos (WKY + VEI) (p<
0,05).

Tabela 4.3 — Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Funcional

Grupos DCF DCF
Muscular Cuténea
WKY + VEI 425 + 22 497 + 28
SHR + VEI 294 + 26 332+ 17#
SHR + CLO 511 +12 533 £ 22*§
SHR + RIL 505+11 534 + 23*
SHR + MOX 495 + 14 482 £ 11*

Densidade capilar funcional (capilares/mm?) no masculo esquelético e na pele da
orelha de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados por via oral durante
28 dias com veiculo (SHR + VEI), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina
(SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia), moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 experimentos.
*p <0,0001 vs. grupo SHR + VELI.
#p < 0,0001 vs. grupo WKY + VEI.

$p < 0,05 vs. grupo WKY + VEI.
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Figura 4.4 — Densidade capilar funcional no masculo esquelético (painel superior) e
na pele (painel inferior) de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos tratados
oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI), clonidina (SHR + CLO, 0,1
mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina (SHR + MOX, 10

mg/kg/dia).Os valores representam uma media £ EPM de 10 animais.
*p < 0,0001 vs. grupo SHR + VEI.  *p < 0,0001 vs. grupo WKY + VEI.

$p < 0,05 vs. grupo WKY + VEI.
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4.3 - Correlacéo entre a Densidade Capilar Funcional no Musculo Esquelético e
na Pele

A semelhanca entre os resultados obtidos para a densidade capilar funcional
no musculo esquelético e na pele da orelha dos diferentes grupos de tratamento

estudados, suscitaram a possibilidade de uma relacéo linear entre estes resultados.

A figura 4.5 mostra a existéncia de uma correlagdo linear entre a densidade
capilar funcional no masculo esquelético e na pele, incluindo animais normotensos,
bem como animais hipertensos tratados com anti-hipertensivos ou veiculo

(coeficiente de correlacdo de Pearson, r = 0,768, n = 50, p < 0,0001).
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Figura 4.5 — Correlagéo 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), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia),
rilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).
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4.4 - Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Estrutural do Musculo
Esquelético e do Ventriculo Esquerdo

A figura 4.6 mostra imagens representativas de fotomicrografias utilizadas
para avaliacdo histolégica da densidade capilar estrutural com lectina Griffonia
simplicifolia acoplada a FITC-conjugado. As caracteristicas da rede capilar do
musculo esquelético permitem sua observacdo em sec¢des transversais, diferente do
ventriculo esquerdo, onde a densidade capilar estrutural foi avaliada em secdes
obtidas utilizando o método “orientator”, que permite a visualizacdo de estruturas

aleatdrias e uniformemente isotropicas em tecidos anisotropicos como o coracao.
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Figura 4.6 — Imagens representativas de fotomicrografias adquiridas
utilizando microscopia fluorescente confocal para avaliagcéo histologica da densidade
capilar estrutural com lectina Griffonia simplicifolia acoplada a FITC-conjugado. O
arranjo anatébmico da rede capilar do musculo esquelético em sec¢fes transversais
pode ser observado em (A). No ventriculo esquerdo, a densidade capilar estrutural
foi avaliada em sec¢des obtidas utilizando o método “orientator”. Aumento 200x, barra
=100 pm.
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Quando comparado com o grupo de animais normotensos, 0 grupo controle
SHR mostrou uma diminuigdo significativa na relagdo capilar/fibora no musculo
esquelético (WKY + VEI 1,78 £ 0,08 e SHR + VEI 1,23 £+ 0,02 capilar/fibra muscular,
p < 0,0001), evidenciando a rarefacéo capilar estrutural caracteristica deste grupo de
animais (Tabela 4.4 e Figura 4.7).

Todos os tratamentos aumentaram significativamente a relagéo capilar/fibra
no musculo gracil dos animais SHR. Além disso, estes tratamentos também foram
capazes de reverter a rarefacdo capilar estrutural no musculo esquelético destes
animais, tendo em vista que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
hipertensos tratados com anti-hipertensivos e o grupo de animais normotensos
(WKY + VEI) (Tabela 4.4 e Figura 4.5).

Tabela 4.4 — Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Estrutural do Masculo

Esquelético
Grupo Relacao capilar/fibra no masculo
esquelético
WKY + VEI 1,78 + 0,08
SHR + VEI 1,23 + 0,02*
SHR + CLO 1,61 + 0,03#
SHR + RIL 1,80 = 0,06#
SHR + MOX 1,94 + 0,02#

Relacéo capilar/fibra no musculo esquelético de ratos normotensos (WKY +
VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI),
clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), riilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou
moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia) (n = 10).

Os valores representam a média =+ EPM de 10 animais.

*p <0,0001 vs. grupo WKY + VEIL.

#p < 0,0001 vs. grupo SHR + VEI.
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Figura 4.7 — Relacdo capilar/fibra no muasculo esquelético de ratos normotensos
(WKY + VEI) e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR +
VEI), clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), riimenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia)
ou moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 animais.
*p <0,0001 vs. grupo WKY + VELI.

#p < 0,0001 vs. grupo SHR + VEL.
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Quando comparada com o grupo de animais controle normotensos (WKY +
VEI) a relacéo 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, evidenciando a rarefacéo capilar estrutural caracteristica

deste grupo de animais (Tabela 4.5).

Ao contrario do resultado encontrado no musculo esquelético, o tratamento
com clonidina, rilmenidina ou moxonidina ndo foi capaz de alterar a Vv[cap]/VV[fib]

no ventriculo esquerdo dos animais SHR (Tabela 4.5 e Figura 4.8).

Tabela 4.5 — Efeitos do Tratamento na Densidade Capilar Estrutural do Miocardio

Grupo Relacéao capilar/fibra no musculo
cardiaco
WKY + VEI 0,53+0,01
SHR + VEI 0,27 + 0,01*
SHR + CLO 0,31 +£0,01*
SHR + RIL 0,28 + 0,01*
SHR + MOX 0,31 + 0,01*

Relacao (Vv[cap]/VV[fib]) no ventriculo esquerdo de ratos normotensos (WKY + VEI)
e hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI), clonidina
(SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), riimenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina
(SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média =+ EPM de 10 animais.

* p <0,0001 vs. grupo WKY + VEIL.
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Figura 4.8 — 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
clonidina (SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou
moxonidina (SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média = EPM de 10 animais.

*p <0,0001 vs. grupo WKY + VEL.

4.5 - Efeitos do Tratamento sobre a Hipertrofia do Ventriculo Esquerdo
Através do método de Scherle (1970) foi possivel avaliar a hipertrofia do
ventriculo esquerdo (HVE) pelo valor encontrado para a massa do mesmo, sendo

representada pela relagdo VE/massa corporal (mg/g).

Quando comparada com o grupo de animais controle normotensos (WKY +
VEI), a relagdo VE/massa corporal dos animais SHR encontrava-se
significativamente aumentada, evidenciando a HVE caracteristica deste grupo de

animais (Tabela 4.6).
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O tratamento crénico com clonidina ou moxonidina n&o alterarou a relagéo
VE/massa corporal. Por outro lado, a rilmenidina foi capaz de reverter a HVE

presente neste modelo de hipertensao arterial.

Tabela 4.6 — Efeitos do Tratamento Sobre a Hipertrofia do Ventriculo Esquerdo

Grupo Relacéo VE/Massa corporal
(mg/g)
WKY + VEI 1,69 + 0,03
SHR + VEI 2,39 + 0,08#
SHR + CLO 2,46 + 0,05#
SHR + RIL 2,04 + 0,06*
SHR + MOX 2,47 £ 0,13#

Relacéo VE/Massa corporal (mg/g) de ratos normotensos (WKY + VEI) e hipertensos
tratados oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI), clonidina (SHR + CLO,
0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina (SHR + MOX,
10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 animais.
*p < 0,05 vs. grupo SHR + VELI.

*p <0,0001 vs. grupo WKY + VEI.
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Figura 4.9 — Efeitos do Tratamento Sobre a Hipertrofia do Ventriculo Esquerdo
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Relacdo VE/Massa corporal (mg/g) de ratos normotensos (WKY + VEI) e
hipertensos tratados oralmente durante 28 dias com veiculo (SHR + VEI), clonidina
(SHR + CLO, 0,1 mg/kg/dia), rilmenidina (SHR + RIL, 1,0 mg/kg/dia) ou moxonidina
(SHR + MOX, 10 mg/kg/dia).

Os valores representam a média + EPM de 10 animais.
*p < 0,05 vs. grupo SHR + VELI.

*p <0,0001 vs. grupo WKY + VEI.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o tratamento cronico com
anti-hipertensivos de acao central reverte a rarefacdo capilar funcional e estrutural
no mauasculo esquelético de SHR. Esses resultados constituem a primeira
demonstracdo dos efeitos da inibicAo simpatica central sobre alteracdes

microvasculares tipicas da hipertenséo arterial.

Neste trabalho, foi utilizado o modelo de hipertenséo primaria SHR por se tratar
do modelo experimental universalmente utilizado no estudo da HAS. A linhagem de
SHR foi obtida por Okamoto e Aoki (1963) a partir de ratos Wistar. A presséo desses
ratos eleva-se a partir de 5-6 semanas de idade atingindo valores sistolicos de 180-
200 mmHg quando adultos (Trippodo & Frohlich 1981).

Em geral, os SHR séo obtidos pela selecdo de animais com o fenétipo desejado
ao longo de varias geracdes e, uma vez que o traco genético é fixado, o mesmo é
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 (Okamoto & Aoki 1963). Os mecanismos genéticos da
hipertensdo em SHR tém sido atribuidos tanto a alteragBes neurais quanto
vasculares. Varia¢des individuais no histérico genético do SHR podem influenciar a
evolucdo da hipertensdo e as lesdes de 6rgdos-alvo nesse modelo, onde a
hipertensdo estd associada também a hipertrofia cardiaca, disfuncdo endotelial e
insuficiéncia renal (proteindria, depuracdo da creatinina diminuida), porém ndo sao
observadas de forma consistente insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal
(Trippodo & Frohlich 1981).

Os mecanismos envolvidos na hipertensédo do SHR ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Alguns trabalhos tém demonstrado que a Angiotensina Il parece ter um
papel importante na promocao da hipertensdo nestes ratos, visto que ao trata-los
com inibidores de ECA ha uma reducéo significativa da pressao arterial, bem como
uma reducdo da mortalidade (Hu et al. 1996; Zhang et al. 1996). Em nivel vascular,
a expressdo da eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) e da INOS (6xido nitrico

sintase induzida) estd aumentada nos SHR em relacdo aos ratos Wistar, além de
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elevar-se com a idade (Chou et al. 1998). Embora a eNOS esteja aumentada,
aparentemente ela ndo esta acoplada e ativa, uma vez que ao se tratar SHR com
BH4, um co-fator da NOS, observa-se uma reducéo na presséo arterial (Paravicini &
Touyz 2006). A importancia dos fatores neurais no desenvolvimento do SHR foi
demonstrada por meio da reducdo da pressdo arterial, em resposta a ablagédo
cirirgica ou farmacoldgica do sistema nervoso auténomo simpatico (Trippodo &
Frohlich 1981) e a caracterizacdo da hiperatividade simpatica encontrada neste

modelo (Lundin et al. 1984).

No presente estudo, conforme esperado, foi visto que todas as drogas foram
capazes de normalizar os niveis pressoricos dos animais hipertensos quando
comparados com o0s grupos controles WKY e SHR que tiveram mantidos seus
valores de pressédo arterial ao fim do tratamento com veiculo (aAgua destilada) ao

término das 4 semanas de tratamento.

Apesar da semelhanca nos resultados encontrados sobre a pressao arterial, ao
fim do tratamento crénico apenas os animais tratados com clonidina mostraram uma
reducdo da frequéncia cardiaca, enquanto 0s outros grupos apresentaram uma
pequena tendéncia. Resultado este que confirma dados da literatura que concedem
a clonidina uma maior acéo periférica em relacdo as outras drogas devido a inibicdo
do influxo simpatico ao coragao através da ativagao de receptores a, pré-sinapticos
responsaveis pela diminuicdo da liberacdo de noradrenalina nas fendas sinapticas
(van Zwieten et al. 1984; Szabo 2002).

O uso da microscopia intravital, através da técnica de epi-iluminacéo acoplada a
fluorescéncia, permite a visualizacéo da rede de capilares em 6rgaos ou tecidos néo
translicidos. Através da contagem dos capilares espontaneamente perfundidos,
observados na pele da orelha e na fascia ventral do masculo esquelético gracil, foi
possivel a determinacdo da densidade capilar funcional, sendo esta medida tomada
como o0 conjunto dos capilares teciduais funcionais de um determinado leito

vascular.

A escolha da pele se deu em virtude de sua ampla utilizacdo em pesquisa clinica
na determinacdo da densidade capilar funcional, devido ao acesso nao-invasivo a

este leito microvascular através de técnicas de video microscopia intravital. Além
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disso, j& foi demonstrado em humanos que as alteragées microvasculares cutaneas,
tais como a vasodilatacdo dependente de endotélio e o recrutamento capilar
alterados, estdo relacionadas com o aumento do risco cardiovascular, avaliado

atraves do risco de desenvolvimento de doenca coronariana (IJzerman et al. 2003).

Ja o tecido muscular esquelético foi investigado em virtude de sua importante
participacdo na determinagdo da resisténcia vascular periférica. O uso do musculo
gracil ocorreu pelo extenso uso do mesmo em diversos trabalhos descritos na
literatura (Prewitt et al. 1982; Amaral et al. 2000; Melo et al. 2003) afim de
determinar a densidade capilar funcional (DCF) e em funcéo da facilidade de acesso

ao mesmo para a visualizagdo sob o microscépio.

No presente trabalho, em primeiro lugar confirmamos que a hipertensdo neste
modelo animal (SHR) é acompanhada de rarefacédo capilar funcional, na pele e no
musculo esquelético. Essa confirmacdo foi possivel porque constatou-se que 0s
animais SHR controle apresentavam um nudmero significativamente reduzido de
capilares em relacdo aos ratos normotensos Wistar. Estes resultados estdo de
acordo com os dados da literatura que descrevem modificacdes funcionais na

microcirculacéo destes animais (Vicaut 1999; Feihl et al. 2006).

O tratamento dos ratos SHR com diferentes farmacos anti-hipertensivos
promoveu modificacbes semelhantes na DCF destes animais na pele e no musculo
gracil. Foi visto que as drogas utilizadas aumentaram o0 numero de capilares
espontaneamente perfundidos em ambos os leitos. Esse efeito deve-se
provavelmente a inibicdo simpatica central e reducdo do ténus simpético para a
periferia, resultando em vasodilatagéo ao nivel de arteriolas e esfincter pré-capilares
e 0 consequente recrutamento capilar. Nesse contexto, um estudo realizado em
nosso laboratério demonstrou que a administracdo de rilmenidina e clonidina
diretamente no sistema nervoso central promove dilatacdo da microcirculacéo
mesentérica de SHR em doses que nao induzem efeitos cardiovasculares quando

administradas por via sistémica (Estato et al. 2004).

Apesar da semelhancga dos resultados encontrados na DCF muscular e cutanea
dos diferentes grupos de tratamento, 0s animais tratados com clonidina

apresentaram um aumento da DCF muscular que se mostrou significativamente
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maior que os valores encontrados no grupo de animais normotensos. Esse resultado
€ conhecido como um ajuste que supera o0s valores normais e encontra-se descrito
na literatura como resultado da vasodilatacdo e consequente reducdo da pressao
arterial pela terapia anti-hipertensiva que promove a perfusdo de vasos antes néo
perfundidos (Serne et al. 2001; Debbabi et al. 2006). No estudo clinico realizado por
Debbabi e colaboradores (2006) estes autores confirmaram a rarefacdo da
densidade capilar em pacientes com hipertensdo primaria ndo tratada, e verificaram
gue pacientes hipertensos tratados apresentavam um aumento da densidade capilar
cutdnea superior ao grupo controle normotenso. Constatou-se uma correlagcéo
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.

Tendo em vista que as medidas de densidade capilar em pesquisa clinica sdo
realizadas de forma nédo-invasiva, utilizando a pele (Antonios et al. 1999; Hasan et
al. 2002; Debbabi et al. 2006), este resultado possui um significado clinico
importante. Desta forma, o presente estudo, assim como outro estudo recente do
nosso laboratério (Sabino et al. 2008), mostrou que, pelo menos neste modelo
animal, os dados de densidade capilar funcional observados na pele podem ser
extrapolados para o musculo esquelético e provavelmente podem refletir o nimero
de capilares perfundidos em 6rgdos de maior interesse clinico, como coracao,

cérebro e rins.

Conforme descrito anteriormente, o0 muasculo esquelético possui participacédo
importante na determinagdo da resisténcia vascular periférica. Além disso, também
foi mostrado que a resisténcia vascular periférica aumentada € a principal alteracéo
hemodindmica que mantém a pressao arterial elevada em pacientes hipertensos
(Kaplan & Flynn 2006) e que este aumento pode ocorrer, pelo menos em parte em
funcdo da rarefacdo capilar observada nestes pacientes (Struijker Boudier et al.
1992; Levy et al. 2001). Assim, € fundamental o conhecimento dos efeitos do
tratamento farmacoldgico sobre a DCF na pele, pois estes dados podem ser usados
para se conhecer a eficacia clinica do tratamento farmacolégico no que se refere aos
efeitos sobre a microcirculagdo. Dessa forma, os estudos realizados na
microcirculacdo da pele de pacientes hipertensos, como o estudo observacional
realizado por Debbabi e colaboradores (2006) descrito anteriormente, podem ser
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utilizados para a predicdo dos efeitos de tratamentos farmacologicos sobre a
microcirculacdo de 6rgéos-alvo da doenca hipertensiva.

No presente trabalho, a densidade capilar estrutural pode ser entendida como o
namero total de capilares presentes em um determinado tecido, ou seja, incluindo os
capilares funcionais (perfundidos), bem como os capilares ndo-funcionais (presentes
no tecido, porém néo perfundidos). A determinagcédo da densidade capilar estrutural
no musculo esquelético gracil e no ventriculo esquerdo dos ratos foi realizada
através de cortes histolégicos em parafina e pela marcacdo dos capilares com uma

lectina acoplada a fluoresceina, que se liga com alta afinidade no endotélio capilar.

No musculo esquelético, em virtude da orientacdo dos capilares paralelos as
fiboras musculares, foi possivel a realizacdo de cortes histolégicos em sentido
transversal para a contagem dos capilares e das fibras musculares neste tecido.
Assim, a relacdo entre o numero de capilares por fibora em um determinado campo
microscopico foi tida como sendo a densidade capilar estrutural deste leito vascular.
Este parametro foi utilizado ao invés do nimero de capilares totais em um campo
microscopico, ja que este Ultimo esta sujeito a variagdes relacionadas ao tamanho
das fibras musculares observadas no campo, ou seja, fibras musculares grandes
podem levar a uma diminuicdo no numero total de capilares que, néao

necessariamente, corresponde ao que realmente esta ocorrendo no tecido.

No coracao (ventriculo esquerdo), em virtude da orientacdo anisotropica deste
tecido, os cortes transversais realizados no mesmo nao foram capazes de reproduzir
uma orientagdo definida de capilares e fibras musculares. Assim, estes cortes
produziam padrbes de imagens com capilares orientados transversalmente e
longitudinalmente ao eixo de corte, ndo permitindo uma comparagdo em relacdo a
uma analise morfolégica quantitativa de capilares e fibras musculares. Optamos
entdo por utilizar o método orientator que permite a obtencéo de secdes aleatérias
uniformemente isotropicas, ou seja, se¢fes que apresentam as mesmas
caracteristicas em todas as dire¢des, ja descrito anteriormente (Mattfeldt et al. 1990).
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
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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.

s

O estudo da densidade capilar estrutural neste tecido é importante, jA que se
trata de um leito vascular comumente envolvido em lesGes de orgdo-alvo em
pacientes hipertensos crénicos ndo tratados. A HAS pode agravar o quadro da
doenca cardiaca isquémica e, eventualmente, a insuficiéncia cardiaca congestiva
gue sdo acompanhadas da hipertrofia do ventriculo esquerdo (Casale et al. 1986;
Levy et al. 1990; Koren et al. 1991). No entanto, as alteragdes da microcirculacao
coronariana na hipertrofia do ventriculo esquerdo parecem ter um papel importante
nestes casos (Marcus et al. 1987; Vogt et al. 1990). Assim, a avaliacdo dos efeitos
dos diferentes tratamentos farmacologicos sobre a densidade capilar estrutural neste
tecido permite diferenciar os farmacos estudados quanto a capacidade de
reduzir/prevenir a ocorréncia de lesbes de orgdo-alvo e o desenvolvimento de

doencas cardiovasculares.

Inicialmente, o presente estudo demonstrou que o0s animais hipertensos
apresentavam uma menor relacao capilar/fibra, tanto no musculo esquelético quanto
no ventriculo esquerdo, quando comparados com animais do controle normotenso
WKY. Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura que atribuem
modificacdes estruturais na microcirculagdo destes animais tanto no musculo
esquelético (Boegehold et al. 1991; Scheidegger et al. 1996) quanto no ventriculo
esquerdo (Rakusan et al. 1984; Engelmann et al. 1987) e favorecem a hip6tese de
que a rarefacéo capilar estrutural seja uma consequéncia do fechamento crénico de
pequenos vasos da microcirculagdo devido ao aumento de catecolaminas
plasmaticas caracterizando um estado de hiperatividade simpatica comum na
fisiopatologia da hipertenséo arterial. Aléem disso, Korner (2007) atribui a rarefagéo
microvascular na hipertensdo ao aumento da vasoconstricdo e fechamento de
pequenos vasos e capilares. Essa hipotese também é favorecida mediante os
resultados encontrados no musculo esquelético, onde os animais tratados com as
drogas anti-hipertensivas de acéo central apresentaram uma reversao da rarefacao
capilar encontrada no controle hipertenso SHR. Esses resultados sugerem que a

inibicAo simpatica central pode resultar em angiogénese neste leito vascular
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especificamente, sugerindo um efeito benéfico da modulagéo da atividade simpatica
sobre a microcirculagdo de ratos hipertensos.

O aumento do fluxo sanguineo para o musculo esquelético, que antes se
encontrava reduzido devido ao fechamento crénico de capilares, estado
caracteristico da hiperatividade simpatica presente nesses animais, estimularia o
crescimento de novos vasos através do aumento do estresse de cisalhamento na
parede do vaso devido a vasodilatacdo causada pelos farmacos, aumentando a rede
de capilares para uma maior perfusdo no muasculo gracil, tecido adaptado a uma

baixa perfusdo (Fulgenzi et al. 1998; Zhou et al. 1998).

Por outro lado, nenhuma das drogas utilizadas para o tratamento crbnico foi
capaz de reverter a rarefacdo capilar presente no ventriculo esquerdo dos SHR.
Este resultado estaria de acordo com trabalhos cientificos, tal qual o realizado por
Van Kerckhoven e colaboradores (2004) onde foi visto que o tratamento com
moxonidina ndo foi capaz de aumentar a relacdo capilar/midcito de ratos infartados,
indicando que nao houve crescimento de novos capilares. Por outro lado, ja foi
demonstrada a reversdo da rarefagcdo capilar miocardica em um modelo
experimental de faléncia renal induzida por uma nefrotomia subtotal em ratos

tratados com moxonidina (Tornig et al. 1996).

Em recente revisdo, Levy e colaboradores (2008) explicam que a rarefagcéo
capilar encontrada no coracao deve ser vista de forma diferente que a apresentada
no musculo esquelético, ndo apenas devido a perda efetiva de vasos, mas a falha no
crescimento capilar necessario para corresponder ao aumento da massa miocéardica
gue normalmente acompanha a hipertensao (Levy et al. 2008). Essa diferenca pode
ter determinado os resultados distintos apresentados nesse estudo quando
comparamos os efeitos dos diferentes farmacos na densidade capilar estrutural do

musculo gracil e do ventriculo esquerdo apdés tratamento cronico.

A hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) representa frequente complicacédo da
hipertensdo arterial, sendo sua prevaléncia dependente das caracteristicas da
populacdo estudada, variando, por avaliacdo ecocardiografica, de 20% em
hipertensos leves a 70% em formas mais avancadas (Levy et al. 1990).

Epidemiologicamente estabelecida como importante fator de risco para alguns

DISCUSSAO



53

eventos cardiovasculares e marcador de risco para ocorréncias vasculares como

acidente vascular encefalico (Lorell & Carabello 2000).

Para estudar os efeitos do tratamento crénico com anti-hipertensivos de acéo
central sobre a HVE em SHR fez-se uso do modelo de determinacéo volumétrica de
orgaos descrito por Scherle em 1970, escolhido por ser acurado e mais pratico. Este
método permite a determinacdo do volume de determinado Orgdo através do
deslocamento do nivel da agua que este promove ao ser colocado num recipiente

contendo liquido (principio de Arquimedes).

Em nosso estudo, a hipertrofia ventricular presente no modelo de hipertensao
SHR foi demonstrada através da comparacdo com animais do grupo controle
normotenso. Fatores de ordem genética desempenham papel relevante na
determinacao de HVE, e estdo mais correlacionados com a hipertrofia vista em SHR
(Dahlof et al. 2005), conforme estudo realizado em 1994 que verificou a associagao
do risco de desenvolver HVE com a presenca de polimorfismo no alelo D (DD) do
gene da ECA, que pode servir como marcador genético (Schunkert et al. 1994).
Além disso, a ativacdo de calcineurina, uma fosfatase protéica amplamente
disponivel nas diferentes células do organismo e que promove desfosforilacdo de
fatores de transcricdo determinando a expressdo de genes que conduzem a
hipertrofia, tem sido também reconhecida como possivel area de interesse para o
entendimento da hipertrofia cardiaca (Ritter et al. 2002). Em humanos, sabe-se que
uma dieta rica em sal também determina maior aparecimento de HVE. O sddio néao
apenas proporciona cifras pressoéricas mais elevadas, assim como também promove

alteracdes celulares que resultam em hipertrofia (Dahlof et al. 2005).

Diversos estudos clinicos tém demonstrado a eficacia de drogas anti-
hipertensivas de acao central, como a clonidina, rilmenidina e moxonidina na
regressao da HVE em periodos de tratamento que variam de 8 — 12 meses (Timio et
al. 1987; Sadowski et al. 1998; Van Zwieten & Peters 1999). Esses trabalhos
mostraram que o efeito sobre a hipertrofia ndo dependia apenas do farmaco adotado
para o tratamento, mas também da duracdo de tratamento e do estado clinico dos

pacientes estudados (presenca de comorbidades e agravamento do caso).
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Em nosso estudo a reversao da HVE foi vista apenas em animais tratados com
rilmenidina, no entanto estudos experimentais jA& descreveram os efeitos sobre o
ventriculo esquerdo em animais tratados com clonidina ou moxonidina. Em 1992,
Amann e colaboradores (1992) evidenciaram a reducédo da HVE em SHR tratados
com moxonidina por 12 semanas, e Jin XQ e colaboradores (1994) descreveram os
mesmos efeitos benéficos sobre a HVE de ratos tratados com clonidina. Do mesmo
modo, esses efeitos também encontram-se descritos na literatura através de ensaios
clinicos realizados em pacientes hipertensos (Kleine et al. 1987; Ollivier & Christen
1994). Este resultado corrobora com recente trabalho realizado por Koldas e
colaboradores. (2003) em um estudo clinico que avaliou os efeitos de apenas 12
semanas de tratamento com rilmenidina em pacientes hipertensos portadores de
HVE. Vale ressaltar que a reversao da HVE pelas outras drogas utilizadas neste
estudo poderia ser vista caso o tratamento perdurasse por mais tempo, como citam

0s estudos descritos anteriormente.

O mecanismo envolvido na regressdo da HVE néo foi estudado neste trabalho e
ainda encontra-se nao esclarecido, porém em recente estudo Paquette e
colaboradores (2008) demonstraram que a reducdo da hipertrofia do VE em SHR
tratados com moxonidina (mesma classe farmacolégica que a rilmenidina) estava
correlacionada com a reducao da concentracdo de DNA e a inibicdo da sua sintese
no VE (Paquette et al. 2008). Sabe-se que estas drogas possuem efeitos nao
correlacionados com a ativacdo dos receptores imidazolinicos, tal como o aumento
dos niveis séricos de adiponectina (adipocitocina com propriedades antiaterogénica
e sensibilizadora de insulina), visto em ensaios clinicos realizados em pacientes
hipertensos tratados com moxonidina e rilmenidina (Nowak et al. 2005; Ebinc et al.
2008). Mesmo a rilmenidina sendo uma droga da mesma classe farmacoldgica das
imidazolinas, ainda cabem estudos para investigar um possivel efeito intrinseco da

molécula, tendo em vista esta ser a Unica oxazolina da classe estudada.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo, foi demonstrado que o tratamento cronico com
rilmenidina é capaz de reverter a hipertrofia do ventriculo esquerdo presente em
SHR. Da mesma forma, foi demonstrado que a rarefacdo da densidade capilar
funcional cutdnea e muscular esquelética, assim como, a densidade capilar
estrutural muscular esquelética podem ser revertidas nesse modelo de hipertensao
arterial primaria apés tratamento crébnico com anti-hipertensivos que modulam a
atividade do sistema nervoso simpético central. Por outro lado, o tratamento n&o
reverteu a rarefacdo capilar estrutural no ventriculo esquerdo desses animais.
Estudos futuros sdo necessarios para verificar os efeitos das drogas anti-
hipertensivas de acao central na regulacdo do processo de angiogénese através de

suas diferentes vias de ativacao.

Com base nos resultados apresentados podemos concluir que a terapia anti-
hipertensiva com farmacos de acao central, ndo apenas normaliza a pressao arterial,
mas traz beneficios a microcirculacdo que implicam em uma diminuicdo nos riscos
de desenvolvimento de lesdes em Orgdos-alvo, tendo em vista a reversdo da

rarefacao capilar presente neste modelo de hipertensdo arterial primaria.
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