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RESUMO

FARIA, GABRIELA SOUZA. Caracterizacdo da perfusdo miocérdica e remodelamento
ventricular em modelo experimental de hipertenséo arterial cronica. 2020. 76f. Dissertacéo
(Mestrado) — Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, 2020.

Introducdo: A hipertensao arterial (HA) € uma condi¢do clinica multifatorial caracterizada
pelo aumento mantido dos niveis pressoricos. Ela é considerada um dos principais fatores de
risco para doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais. A HA crénica cursa com lesfes
em orgaos-alvo, entre eles o coracdo, que pode evoluir para hipertrofia concéntrica do
ventriculo esquerdo e, em alguns casos, evolui para disfuncéo sistélica. Uma vez que defeitos
de perfusdo miocardica, bem como alteracbes na funcdo ventricular sistélica, estdo
frequentemente associados a cardiopatia hipertréfica, secundéria a hipertensao arterial crénica,
esperamos registrar, inicialmente, a presenca de defeitos de perfusdo in vivo, por meio da
cintilografia de perfusdo miocardica, assim como o remodelamento do ventriculo esquerdo, em
modelo experimental de HA. Objetivos: Caracterizar a perfusdo miocéardica e as alteracdes
morfologicas do ventriculo esquerdo em um modelo experimental de hipertensdo arterial
crénica de ratos Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) e correlacionar as alteracdes de
perfusdo miocérdica com as alteracdes morfoldgicas encontradas no ecocardiograma em
animais SHR. Métodos: Foram utilizados ratos de 22 semanas, mantidos em alojamento
climatizado no biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP, alocados em Grupo Controle (GC, n = 10): ratos Wistar Kyoto,
normotensos, de 12 semanas de vida e Grupo de Investigacdo (SHR, n = 10) e ratos
espontaneamente hipertensos SHR, de 12 semanas de vida. Na janela temporal de 22 semanas
de idade dos grupos estudados, todos 0s animais foram submetidos a analise da pressdo arterial
sistdlica (PAS), pelo método pletismografico de cauda; em seguida, cada um dos grupos foi
submetido aos seguintes exames de imagem in vivo: Doppler-ecocardiograma (ECO) e
cintilografia de perfusdo miocardica com Sestamibi-Tc-99m (mini-SPECT), em repouso e sob
estresse. A inducdo do estresse cardiaco foi feita pela infusdo do cloridrato de dobutamina, com
dose de 25 pg/Kg/min, durante um minuto de infusdo. Os parametros morfolégicos avaliados
foram didmetro sistolico e diastélico final do ventriculo esquerdo, espessura da parede posterior
do ventriculo esquerdo em sistole e diastole, espessura do septo interventricular em sistole e
diastole, indice de massa do ventriculo esquerdo e espessura relativa da parede ventricular. Os

pardmetros funcionais avaliados foram frag&o de ejecdo e encurtamento do ventriculo esquerdo.



Os defeitos de captacdo nas imagens de repouso e estresse foram semiquantificados, mediante
atribuicéo de escores visuais (0 = normal; 1 = defeito leve; 2 = defeito moderado; e 3 = defeito
grave), em modelo de 17 segmentos das paredes do ventriculo esquerdo. Para cada animal
foram calculados escores somados nas imagens de repouso, estresse e diferenca entre o estresse
e 0 repouso para avaliagdo da extensdo global da reversibilidade (isquemia) e a gravidade,
medidas através do escore da diferenca. Resultados: O grupo SHR apresentou valores
significativamente maiores da PAS (160 £+ 20,09 mmHg) em comparacdo ao GC (109,63 +
20,53 mmHg); p=0,0001, do mesmo modo na frequéncia cardiaca (FC), tendo o SHR (232,92
+ 18,82 bpm) em comparacdo com o GC (187,06 £+ 19,64 bpm); p=0,0001. Com a infusdo da
dobutamina, foi observado incremento significativo da FC em ambos os grupos: no GC o
aumento foi de 201,4 + 22,6 bpm para 267,6 + 17,9 bpm (p=0,001) e no SHR de 203,0 + 22,6
bpm para 255,8 + 36,4 bpm (p=0,001). Entre os grupos estudados ndo foi observada diferenca
significativa no incremento da FC devido a infusdo de dobutamina. Os parametros morfoldgicos
observados no ECO documentaram um remodelamento cardiaco, com discreta hipertrofia
ventricular esquerda do tipo concéntrica, no grupo SHR em comparacdo ao GC, que se
apresentou mediante valores significativamente diferentes nas seguintes variaveis: didametro
sistolico final do ventriculo esquerdo (GC = 5,09 £ 0,45 mm vs SHR 4,57 £+ 0,55 mm; p=0,03),
septo interventricular em sistole (GC = 2,73 + 0,24 mm vs SHR 3,18 + 0,19 mm; 0,0002), e
septo interventricular em diastole (GC = 1,69 + 0,17 mm vs SHR 1,98 + 0,21 mm; p=0,003).
N&o houve diferenca significativa na funcéo sistolica ventricular entre 0s grupos controle e
SHR. Foi observado um maior e significativo valor nos escores, somado em estresse do grupo
SHR (14,3 £ 6,9) em comparacdo ao GC (7,4 = 4,9), p=0,01, e o escore somado da diferencga
SHR (8,9 £5,3) e GC (3,9 + 3,5), p=0,02. A extenséo global da isquemia foi significativamente
maior no grupo SHR (7,0 £ 3,1 segmentos) do que no GC (3,1 + 2,6 segmentos), p=0,008. O
nimero de segmentos com defeitos isquémicos foi significativamente maior no SHR (71
segmentos) em comparagdo ao GC (30 segmentos), p=0,01. A gravidade dos defeitos
isquémicos foi documentada pela presenca de defeitos leves e moderados, com extensao entre
0s segmentos basais, médio ventriculares e apicais no SHR, enquanto no GC os defeitos
isquémicos estavam mais evidentes nos segmentos basais e médio ventriculares. Nao houve
correlacgéo significativa entre os grupos estudados. Conclusées: O estudo conduzido com ratos
espontaneamente hipertensos mostrou alteracbes morfoldgicas de remodelamento cardiaco,
marcando a fase inicial da hipertrofia do ventriculo esquerdo, associado com funcao ventricular
sistdlica preservada. De maneira original os defeitos de perfusdo miocéardica in vivo foram

documentados, caracterizados por defeitos isquémicos difusos, apresentando-se como defeitos



leves e moderados. Na fase da evolugdo da doenga em que 0s grupos foram estudados (22
semanas de vida), ndo foi possivel documentar correlacdo significativa entre os defeitos de

perfusdo miocardica e o remodelamento ventricular.

Palavras-chave: Ratos Espontaneamente Hipertensos; Hipertensdo Arterial; Cintilografia de

Perfusdo Miocérdica; Funcdo Ventricular; Remodelamento Cardiaco.



ABSTRACT

FARIA, GABRIELA SOUZA. Characterization of myocardial perfusion and ventricular
remodeling in an experimental model of chronic high blood pressure. 2020. 76p Master's

degree dissertation — Universidade Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, 2020.

Introduction: High blood pressure (HBP) is a multifactorial clinical condition characterized
by the sustained increase of pressure levels. It is considered one of the main risk factors for
cardiovascular, cerebrovascular and renal diseases. Chronic HBP comes along with lesions in
target organs, among which is the heart, which may develop into left ventricular concentric
hypertrophy and, in some cases, into systolic dysfunction. Since myocardial perfusion defects,
as well as alterations of the systolic ventricular function, are often associated to hypertrophic
cardiopathy secondary to chronic high blood pressure, we originally expected to register the
presence of perfusion defects in vivo through scintillography of myocardial perfusion, as well
as remodeling of left ventricle, in an experimental model of HBP. Aims: To characterize
myocardial perfusion and left ventricular morphological changes in an experimental model of
chronic high blood pressure of Spontaneously hypertensive rat (SHR) and correlate alterations
of myocardial perfusion to morphological alterations found in echocardiogram in SHR animals.
Methods: rats of 22 weeks were used for the study, kept in refrigerated accommodation in the
vivarium of Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP, distributed in Control Group (CG, n = 10): normotensive, 12-week-old Kyoto Wistar Rats,
and Investigational Group (SHR, n = 10): spontaneously hypertensive (SHR), 12-week-old rats.
Within the time frame of 22 weeks of age of the groups studied, all animals underwent systolic
arterial pressure (SAP) analysis through tail plethysmography, and afterwards each group
underwent the following image exams in vivo: Doppler-Echocardiogram (ECO) and myocardial
perfusion scintillography with Sestamibi-Tc-99m (mini-SPECT) at rest and under stress.
Induction of cardiac stress was conducted through the infusion of dobutamine hydrochloride at
a dose of 25 pg/Kg/min, for a minute of infusion. Morphologic parameters evaluated were final
systolic and diastolic diameters of left ventricle, left ventricle posterior wall thickness at systole
and diastole, interventricular septum thickness at systole and diastole, mass index of the left
ventricle and relative thickness of ventricular wall. Functional parameters evaluated were
fraction of ejections and shortening of left ventricle. Defects in caption of rest and stress images
were semi-quantified, according to visual scores allocation (0 = normal; 1 = mild defect; 2 =

moderate defect; and 3 = severe defect), in model of 17 segments of left ventricle wall. For each



animal, scores were calculated and added in the images of rest, stress and difference between
stress and rest, for the evaluation of global extension of reversibility (ischemia) and severity,
which were measured through the difference score. Results: SHR group presented significantly
higher values of HBP (160 + 20,09 mmHg) comparing to CG (109,63 + 20,53 mmHg);
p=0,0001, similarly to heart rate (HR), with SHR (232,92 + 18,82 bpm) comparing to CG
(187,06 £ 19,64 bpm); p=0,0001. With dobutamine infusion, significant increase in HR was
observed in both groups: for CG, an increase from 201,4 + 22,6 bpm to 267,6 = 17,9 bpm
(p=0,001), and for SHR, from 203,0 £ 22,6 bpm to 255,8 + 36,4 bpm (p=0,001). No significant
difference was observed in HR increase due to dobutamine infusion between the groups studied.
Morphologic parameters observed in ECO documented cardiac remodeling, with slight
concentric-type left ventricle hypertrophy, in the SHR group compared to CG, presenting
significantly different values in the following variables: left ventricle final systolic diameter
(CG =5,09 + 0,45 mm vs SHR 4,57 + 0,55 mm; p=0,03), interventricular septum at systole
(CG=2,73£0,24 mm vsSHR 3,18 + 0,19 mm; 0,0002), and interventricular septum at diastole
(CG=1,69£0,17 mm vsSHR 1,98 £ 0,21 mm; p=0,003). There was no significant difference
in systolic ventricular function between CG and SHR. Significant, higher value was observed
in scores added under stress for SHR (14,3 £ 6,9) compared to CG (7,4 + 4,9), p=0,01 and the
added score of the difference SHR (8,9 + 5,3) and CG (3,9 + 3,5), p=0,02. Global extension of
ischemia was significantly higher for SHR (7,0 £ 3,1 segments) than for CG (3,1 = 2,6
segments), p=0,008. The number of segments with ischemic defects was significantly higher
for SHR (71 segments) comparing to CG (30 segments), p=0,01. Severity of ischemic defects
was documented through the presence of mild and moderate defects, stretching between basal,
medial and apical ventricular segments in SHR, while in CG ischemic defects were more
evident in basal and medial ventricular segments. There was no significant correlation between
groups studied. Conclusions: The study conducted with spontaneously hypertensive rats
showed morphologic alterations of cardiac remodeling, marking the initial stage of left ventricle
hypertrophy, associated to preserved systolic ventricular function. Originally, myocardial
perfusion defects in vivo were documented, characterized by diffuse ischemic defects,
presented as mild and moderate defects. In the stage of disease evolution in which the groups
were studied (22 weeks of age), it was not possible to document significant correlation between
the defects of myocardial perfusion and ventricular remodeling.

Keywords: Spontaneously Hypertensive Rats; High Blood Pressure; Myocardial Perfusion

Scintigraphy; Ventricular function; Cardiac Remodeling.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Epidemiologia da Hipertensédo Arterial

A Hipertensdo Arterial (HA) € uma condicdo clinica multifatorial caracterizada pelo
aumento mantido dos niveis pressoricos iguais, ou maiores que 140/90 mmHg, constantemente
associada a distarbios metabolicos, altera¢fes funcionais e/ou estruturais de 6rgédos alvo, que
se complica na presenca de outros fatores de risco, como idade, sexo, etnia, excesso de peso e
obesidade, ingestdo excessiva de sal e alcool, sedentarismo, fatores socioeconémicos e
genéticos (WEBER et al., 2014; MALACHIAS et al., 2016).

As doengas crbnicas ndo transmissiveis ocupam o topo das causas de morbimortalidade,
representando quase um terco dos ébitos no mundo, sendo que aproximadamente 63% das
mortes sdo de individuos com idade entre 30 e 69 anos (WHO, 2011; MANSUR; FAVARATO,
2012; GERTEIS et al., 2014). Dentre as doengas cronicas nao transmissiveis, ressaltam-se as
doencas cardiovasculares (DCv), as quais foram responsaveis pela maior causa de mortes no
periodo de 2000 a 2012 (WHO, 2013).

A HA é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de DCv, sendo um
dos mais importantes problemas de salde publica no Brasil, pois gera elevados gastos ao
sistema de satde (MOSER, 2006; MALACHIAS et al., 2016). E também considerada um dos
principais fatores de risco modificaveis para DCv e, uma vez que pode ser prevenida ou tratada
com terapias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas, e sua deteccdo precoce e a instalacdo de
terapias de controle sdo primordiais para minimizar eventos cardiovasculares (MALACHIAS
et al., 2016). No entanto, é sabido que ha uma baixa taxa de controle da doenca, uma vez que
os niveis de conhecimento da populagdo em relagdo ao diagnostico, evolugdo e tratamento, sdo
pequenos (SCALA; MAGALHAES; MACHADO, 2015).

Outra situacdo de suma importancia envolvendo individuos com HA séo os pacientes
considerados hipertensos refratarios ao tratamento, totalizando 15% da populacdo de
hipertensos. Esta situacdo clinica representa importante desafio na pratica clinica, pois sdo
caracterizados por ndo apresentarem controle da pressao arterial (PA), mesmo fazendo uso de
trés ou mais classes de anti-hipertensivos, sendo este quadro um agravante a longo prazo
podendo, em alguns casos, evoluir para o 6bito (OLIVEIRAS; SIERRA, 2014; HERMIDA et
al., 2015).
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Diante disso, a Organizacdo Mundial da Saude documentou que cerca de 600 milhGes
de pessoas tenham HA e ainda que ocorram em torno de 7,1 milhGes de mortes por ano,
decorrentes dessa doenca, indicando um crescimento mundial de 60% dos casos para 2020-25
(WHO, 2013).

1.2 Historico e Evolucdo do Estudo da Hipertensdo Arterial

O briténico Lewis Stephen Hales em 1773 documentou a primeira medicdo de PA em
modelos animais, inserindo tubos finos nas artérias de uma égua doente e observou que a forca
do ventriculo esquerdo (VE) elevava a coluna de sangue em 2,5m de altura e oscilava de acordo
com a sistole e a diastole, respiracdo e movimentos do animal (LEWIS, 1994).

Posteriormente, a comunidade médica buscou evidéncias em estudos populacionais,
como o estudo Framingham, para concluir que a hipertenséo essencial, como era anteriormente
conhecida, ou hipertensdo primaria, € uma condicdo qualitativamente distinta do estado de
normotensao e que a PA elevada era um problema comum em diferentes populacdes (DUBLIN
& LOTKA, 1936).

Por volta de 1994, as Sociedades Europeias de Hipertensdo, de Cardiologia e de
Aterosclerose desenvolveram recomendacGes conjuntas sobre a prevencdo das doencas
coronarianas na pratica clinica, entre elas o manejo da HA, parte integrada nas varias versoes
de suas diretrizes (KJELDSEN, 2018).

O primeiro consenso brasileiro de hipertensdo arterial foi publicado em 1991 e
atualmente o manejo clinico do paciente com HA é norteado pela Sétima Diretriz Brasileira de
Hipertensao Arterial (2016) (MALACHIAS et al., 2016).

1.3 Etiologia e Fisiopatologia da Hipertensao Arterial

A principal funcdo da PA é auxiliar no fornecimento de um suprimento sanguineo
adequado através do sistema vascular para os tecidos e, consequentemente, sua regulagcdo € uma
funcdo fisiolégica complexa que depende das agdes integradas de mdaltiplos sistemas de
controle dos tecidos cardiovascular, renal, neural e enddcrino e, a ocorréncia de um disturbio
afetando um, ou mais desses sistemas, da origem a HA (HALL et al., 2011).

Por apresentar influéncia de multiplos mecanismos na sua etiopatologia, a HA pode ser

considerada como uma sindrome que integra varios fatores, quais sejam: genéticos;
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hiperatividade do sistema nervoso simpatico; mecanismos renais: ingestdo excessiva de sddio
e natriurese por pressdo; mecanismos vasculares: disfuncdo das células endoteliais e via do
oxido nitrico; mecanismos hormonais: sistema renina-angiotensina-aldosterona; obesidade;
apneia obstrutiva do sono; resisténcia a insulina e sindrome metabdlica; acido Urico; vitamina
D; diferencas de género; fatores raciais, étnicos e ambientais; e aumento da for¢a de ejecao do
ventriculo esquerdo e sua associacdo com o0 aumento da atividade simpética basal - conexdes
corticais (KASAL; NEVES, 2011; KIDAMBI et al., 2012; MALACHIAS et al., 2016).

No ambito genético, a HA é considerada uma desordem poligénica complexa na qual
muitos genes ou combinacBes de genes influenciam nos niveis da PA, sendo que a atual
tabulacdo de dados conhecidos como variantes genéticas, que contribuem para a PA, bem como
para seu aumento, inclui mais de 25 mutacdes raras e 120 singlenucleotideos polimorfismos
(KURTZ, 2010; KIDAMBI et al., 2012; KIMURA et al., 2012; KIMURA et al. 2013; KASAL;
NEVES, 2011; WHELTON et al., 2017). Presume-se que cada variante de gene tenha um
impacto relativamente fraco na PA mas, pode produzir alteracdes significativas na HA quando
em conjunto com as condi¢cdes ambientais, sendo este modelo aplicavel também a outras
patologias complexas como diabetes e cancer (HALL et al., 2012).

As questdes ligadas a fatores vasculares nos remetem ao entendimento de conceitos
classicos da hemodinamica na qual a PA é determinada pelo produto entre o débito cardiaco
(DC) e a resisténcia vascular periférica total (RVPT), dependendo estes da interacdo de uma
série de fatores na qual a HA, por sua vez, pode surgir através de anormalidades em um ou em
multiplos fatores (KJELDSEN, 2018). E importante destacar neste momento que a contracio
funcional da musculatura lisa dos vasos é vista como um dos principais mecanismos envolvidos
na HA. Deste modo, a hipertrofia da parede vascular tera como consequéncia o aumento na
contratilidade da musculatura lisa dos vasos, aumento da resisténcia vascular periférica e
elevacdo dos niveis pressoricos (KASAL; NEVES, 2011; KJELDSEN, 2018; MALACHIAS et
al., 2016).

A disfuncédo endotelial tem também participacéo na génese da HA, visto que o endotélio
atua na regulacdo do ténus vascular e, consequentemente, na resisténcia vascular periférica
(RVP), sintetizando substancias vasoativas tais como o vasodilatador 6xido nitrico e o peptideo
vasoconstritor endotelina (LONDON; PANNIER; SAFAR, 2019). Em relagéo ao 0xido nitrico,
um comprometimento na sua producdo esta relacionado ao desenvolvimento da HA e
aterosclerose (SUN et al., 2012), podendo esta provocar um efeito hipertensivo crénico quando
ativados receptores do Tipo A (ETA), ou efeito anti-hipertensivo via ativacdo do receptor do
Tipo B (ETB) nos rins (SCHIFFRIN, 2005; BABBETTE et al., 2008).
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A ativacdo da cascata enzimatica hormonal, o Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona, desempenha papel fundamental por meio da presenca da enzima renina, que sob
a acao de alteracdes na pressao da arteriola aferente renal e concentracdo de sodio na méacula
densa, é liberada do aparelho justaglomerular e, ao interagir com seu substrato plasmatico
angiotensinogénio, transforma-se em angiotensina | que sob a acdo de uma enzima conversora
de angiotensina nos pulmdes e demais locais, transforma-se em angiotensina Il, que apresenta
forte acdo sobre os vasos, promovendo vasoconstricdo, aumento do tdnus simpatico,
estimulando a secrecdo de aldosterona e a reabsorcdo de sodio e ainda concorrendo para a
liberacdo de hormoénio antidiurético quando ligado ao receptor AT1 (NAKAGAWA;
SIGMUND, 2017; KASAL; NEVES, 2011; KIDAMBI et al., 2012; MALACHIAS et al.,
2016).

O sistema nervoso autbnomo tem participacdo importante no controle da PA e pode
estar alterado em pacientes com HA, pois a atividade simpéatica e o Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona cooperam na regulacdo da PA, uma vez que 0s neurdnios simpaticos
ativam o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona intra-renal e a angiotensina Il facilita a
transmissdo nervosa simpatica (JACKSON et al., 2013). Assim, o inadequado funcionamento
do sistema nervoso simpatico induz o aumento do débito cardiaco e resisténcia vascular
periférica (MALACHIAS et al., 2016; NAKAGAWA; SIGMUND, 2017).

Algumas alteragdes também s&o observadas quando nos remetemos ao funcionamento
renal que com a elevacdo da PA gera a ativacdo do fendmeno pressdo-natriurese, promovendo
excrecdo de sodio e dgua até que haja normalizacdo da PA. Sendo assim, 0s rins exercem um
papel impar nesse mecanismo regulador, com o feedback negativo, em longo prazo da PA,
através do ajuste do volume plasmatico. A HA pode, entdo, se desenvolver quando se altera a
capacidade renal de excretar sddio e agua, sendo esta uma das intervencGes empregadas pelos
tratamentos farmacologicos (BASSETO, 2015; KIDAMBI et al., 2012; MALACHIAS et al.,
2016).

1.4 Diagnostico e Classificacao da Hipertensao Arterial

Para a realizacdo do diagnostico da HA deve-se levar em consideracéo as peculiaridades
de cada individuo (crianga, adulto, idoso, gestante e obeso), devendo também ser investigadas
as lesdes de oOrgdos-alvo e doencas associadas, tornando-as parte integrante da avaliacdo a
afericdo da PA em consultorio, e/ou fora dele, por meio de técnica adequada e equipamentos
validados (VEIGA et al., 2003; MYERS et al., 2010; MALACHIAS et al., 2016).
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Deve-se, também, para fechamento de diagndstico, bem como para critérios de
avaliacdo individual, conhecer o histérico, tanto familiar quanto pessoal, realizar exame fisico
contemplando dados antropomeétricos, como peso e altura, para calculo do indice de massa
corporal, circunferéncia abdominal e investigacdo clinica/laboratorial, propondo em alguns
casos, avaliagdes complementares (MALACHIAS et al., 2016; KIELDSEN, 2018).

Objetivando maior acuracia durante as mensuracgdes, foram implantadas medidas para
avaliacdo em casos de suspeita de hipertensdo mascarada (MALACHIAS et al., 2016),
hipertensdo do avental branco (STAESSEN et al., 1994; MALACHIAS et al., 2016), sendo
necessario considerar medidas realizadas através da monitorizagdo ambulatorial da presséo
arterial, ou pela medicdo residencial da pressdo arterial, a fim de diagnosticar ou ndo a HA
(PARATI et al., 2010; O’BRIEN et al., 2013; MANCIA, 2013; MALACHIAS et al., 2016).

Desse modo, os valores de referéncia para determinacdo da HA, através das medidas
de consultdrio, sdo de: pressao arterial sistdlica (PAS) > 140 mmHg e/ou pressdo arterial
diastélica (PAD) > 90 mmHg; na monitorizacdo ambulatorial da presséo arterial em vigilia a
PAS > 135 mmHg e/ou PAD > 85 mmHg, enquanto que durante o sono PAS > 120 mmHg e/ou
PAD > 70 mmHg; para a avaliagdo residencial considera-se a PAS > 135 mmHg e¢/ou PAD >
85 mmHg (PARATI et al., 2010; O’BRIEN et al., 2013; MALACHIAS et al., 2016).

E considerado normotenso quando as medidas de consultério sio < 120/80 mmHg e as
medidas fora dele, monitorizagdo ambulatorial da pressao arterial ou monitorizacao residencial
da pressdo arterial, sdo < 135/85 mmHg onde HA controlada é determinada quando, sob
tratamento de anti-hipertensivo, sua PA se mantém tanto no consultério, quanto fora (MANCIA
etal., 2013; JAMES et al., 2014; MALACHIAS et al., 2016).

Posterior a todas as classificacGes, para um diagnostico seguro, o delineamento dos
estagios da HA para maiores de 18 anos, tanto casual quanto no consultério, sao fixados em
normotensos (PAS < 120 e PAS < 80 mmHg), pré-hipertensdo (PAS entre 121- 139 e PAD
entre 81- 89 mmHg), hipertensao estagio 1 (PAS entre 140 — 159 e PAD entre 90 — 99 mmHg),
hipertensdo estagio 2 (PAS entre 160 — 179 e PAD entre 100 — 109 mmHg), hipertenséo estagio
3 (PAS > 180 e PAD > 110 mmHg) e, por fim, para hipertensdo sistolica isolada, se PAS > 140
e PAD <90 mmHg, ela deve ser classificada nos estagios 1, 2 e 3 (MALACHIAS et al., 2016).

Subsequente ao diagndstico, a tomada de decisdo acontecerd por meio da conduta de
tratamento adotada, buscando ainda a altera¢ao do estilo de vida dessa populacao, para alcangar
a reducdo da PA, protecdo de 6rgaos-alvo, prevencdo de desfechos cardiovasculares e renais,

que, por meio de metas recomendadas para cada situacéo, € possivel ponderar a eficiéncia dessa
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terapéutica, estando ela disponivel por intermédio de diuréticos (ALLHAT et al., 2002);
bloqueadores beta adrenérgicos, bloqueadores dos canais de célcio (NEAL, MCMAHON;
ALLHAT etal., 2002; DAHLOF et al., 2005), inibidores da enzima conversora de angiotensina
(HANSSON et al., 1999; NEAL, MCMAHON; CHAPMAN, 2000; ALLHAT et al., 2002),
blogueadores dos receptores da angiotensina Il (YUSUF et al., 2008), inibidores adrenérgicos
de acdo central — agonistas alfa-2 centrais, alfabloqueadores — bloqueadores alfa-1
adrenérgicos, vasodilatadores diretos e inibidor direto da renina (MALACHIAS et al., 2016).

1.5 Hipertensao Arterial e Lesdes de Orgaos-Alvo

Em relacdo a avaliacdo da HA isolada, a exposicdo cronica dos pacientes a essa
patologia pode levar a diversos danos nos 6rgdos-alvo, tendo como os principais o coragao, rim
e cérebro (MULLER et al., 2014), e, de acordo com as recomendagdes descritas pelas
Diretrizes, faz-se necessario 0 acompanhamento desses 6rgaos por meio de exames que avaliem
rotineiramente a morfologia e a funcdo (GREENLAND et al., 2010; MALACHIAS et al.,
2016).

Em pacientes com doenga renal crénica a HA é a comorbidade mais comum, sendo
relatada entre 67% a 92% dos pacientes, com prevaléncia crescente a medida que a funcéo renal
declina. A HA pode ocorrer como um resultado de doenca renal; porém, sua presenca também
pode acelerar as lesdes renais (WHELTON et al., 2017).

Por mais que o risco de dano renal grave em pacientes com HA ndo complicada seja
baixo, quando comparada com outras complicagdes cardiovasculares, a HA ainda permanece,
devido a sua enorme prevaléncia na populacdo em geral, como a segunda principal causa de
doenca renal em estagio terminal depois de diabetes. Além disso, danos sutis nos o6rgaos-alvo,
como microalbumindria, hipertrofia ventricular esquerda e disfungéo cognitiva, ocorrem no
inicio da hipertensdo e podem ndo ser reconhecidos até que ocorram complicacbes graves
(SEGURA et al., 2004; MENNUNI et al., 2014).

A nivel cardiaco, foco deste estudo, algumas alteracbes como a hipertrofia ventricular
esquerda se manifestam de forma secundaria a hipertenséo, favorecendo a doenca cardiaca
isquémica e a insuficiéncia cardiaca (IC) (WHELTON et al., 2017).

Essa hipertrofia ventricular esquerda nada mais é que o aumento da massa ventricular
devido a uma adaptacdo miocérdica gerada por sobrecarga mecénica cronica, imposta ao
coracdo pela HA que, em consequéncia desse aumento persistente da pds-carga ventricular, ha

uma expansao da massa mitocondrial, multiplicagdo em paralelo do nimero de miofibrilas, com
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consequente aumento da espessura individual dos midcitos, aumento de deposi¢do da matriz
extracelular e reducdo do estresse parietal, como previsto na lei de Laplace (BRISTOW, 1999;
SHENASA, 2017). Consequentemente, a deterioracao da funcgdo sistdlica ventricular, associada
aum quadro permanente de HA, pode estar associada também a ocorréncia de destruicéo celular
por necrose ou apoptose (CHAPEL et al., 2017; PFEFFER, 2017).

O mecanismo fisiopatologico que evidencia esses acontecimentos é demonstrado na
maioria dos pacientes hipertensos, no qual a disfuncdo diastdlica do VE €é a primeira
manifestacdo detectavel, associada ao remodelamento cardiaco, que ocorre devido a sobrecarga
de pressdo resultando, predominantemente na hipertrofia concéntrica do VE, caracterizada pelo
aumento da espessura da parede do coracdo, com padrdo de crescimento em paralelo dos
sarcomeros e com dilatacdo pequena da cavidade do ventriculo esquerdo (BERNARDO et al.,
2010; WEEKS & MCMULLEN, 2011).

Vale ressaltar, ainda, que a hipertrofia cardiaca de carater concéntrico, associada a
diminuicdo da densidade capilar e ao aumento da deposicédo de colageno, pode, junto a estes,
constituir-se como um possivel mecanismo envolvido na progressdo da IC (GROSSMAN et
al., 1975; HEIN et al., 2003; BERNARDO et al., 2010).

Por outro lado, o remodelamento cardiaco, com uma sobrecarga de
volume predominante, pode ser encontrada em casos como obesidade, doenca renal crénica e
anemia, levando a uma hipertrofia excéntrica caracterizada pelo aumento da parede do coragéo,
com padrdo de crescimento em série dos sarcomeros e dilatacdo da cavidade do ventriculo
esquerdo (MESSERLI, 1982; BERNARDO et al., 2010; WEEKS & MCMULLEN, 2011).

Alguns estudos tém demonstrando que a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) em pacientes com sindrome clinica da IC é um marcador fenotipico clinicamente Gtil
(BORLAUG; REDFIELD, 2011; PAULUS; TSCHOP, 2013). A sindrome da IC pode ser
classificada segundo valores de referéncia em: a) IC com fracao de ejecdo preservada (ICFEP),
quando a FEVE > 50%; b) IC intermediaria quando a FEVE fica entre 41% a 49%; e ¢) IC com
fragdo de ejegdo reduzida (ICFER <40%) (PONIKOWSKI et al., 2016). Nesse contexto, a HA
pode estar vinculada tanto a ICFEP, quanto a ICFER, sendo que na ICFEP observa-se maior
incidéncia de HA, DM tipo 11, arritmias cardiacas, doenca obstrutiva crénica, artrite e depressédo
em mulheres, enquanto que na ICFER ha a presenca de historico de fibrilacdo atrial e HA com
ocorréncia em sua maioria nas mulheres e idosos (LAM et al., 2011; PONIKOWSKI et al.,
2016).

Dessa forma, quando a sobrecarga de pressao é sustentada, a disfuncdo diastolica

progride, o VE é remodelado concentricamente e, em uma fase inicial, a HA ocorre na presenca
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de fracdo de ejecdo preservada. No entanto, quando a sobrecarga de volume é sustentada, a
dilatagdo do VE progride, levando ao remodelamento excéntrico do VE, que leva ao
desenvolvimento da ICFER. O estagio final da cardiopatia hipertensiva, geralmente resultado
de longa sobrecarga de pressdo e volume, consiste na cardiomiopatia dilatada com disfuncéo
diastolica e fracdo de ejecdo reduzida (SELIGER et al., 2015).

Do ponto de vista clinico, a cardiopatia hipertensiva pode ser dividida em quatro
categorias, com base no seu impacto fisiopatologico e clinico da hipertensdo no coracgéo, sendo
Grau I: Disfuncéo diastolica isolada do VE sem hipertrofia do VE; Grau II: Disfuncéo diastolica
do VE com hipertrofia concéntrica do VE; Grau IlI: IC clinica (dispneia e edema pulmonar com
fracdo de ejecdo preservada); e Grau IV: Cardiomiopatia dilatada com IC e fracdo de ejegéo
reduzida (SELIGER et al., 2015; WADDINGHAM; PAULUS, 2017).

Essas categorias indicam que a disfuncao diastélica € uma complicagédo bastante comum
da HA e pacientes com ICFEP apresentam, em sua maioria, hipertrofia do VE, lesbes da artéria
coronéria, rarefacdo microvascular coronariana e fibrose miocardica, que pode ocorrer devido
a presenca da disfuncdo microvascular coronariana, resultante de um estado inflamatério
sistémico e estresse oxidativo, maximizado pelas comorbidades da ICFEP (PAULUS;
TSCHOPE, 2013; MOHAMMED et al., 2015; WADDINGHAM; PAULUS, 2017).

Vale destacar, também, a importancia da inflamacédo vascular no agravo das lesdes em
orgdos-alvo, uma vez que tém sido crescentes as evidéncias indicando que a inflamacéo
vascular esta envolvida tanto no inicio, quanto no desenvolvimento da HA, em conjunto com
outros fatores (BAUTISTA, 2001; SESSO, 2003). Do mesmo modo outros estudos tém
fortalecido a associacao de lesGes ateroscleroticas precoces e tardias com sinais de inflamagéo
vascular local e sistémica (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002), na qual observa-se que niveis
aumentados da proteina C, presentes em individuos hipertensos, reativa um marcador
inflamatdrio e contribuem para a lesdo de 6rgaos-alvo (MIKAEL et al., 2017).

Acentuando essas evidéncias, ensaios bioenzimaticos documentam que a presenca de
placas ateromatosas na parede vascular estimula a liberacdo de interleucinas (IL) pro-
inflamatorias, sendo elas a IL-1f, IL-6 e TNF-a por parte de mondcitos ativados, bem como a
expressdo de ICAM-1 (intracelular adhesion molecule-1) e VCAM-1 (vascular adhesion
molecule-1) pelas células endoteliais, gerando uma diminuigé@o na biodisponibilidade de 6xido
nitrico, passo este considerado critico no desenvolvimento da aterosclerose, da isquemia
microvascular e da HA, com seus consequentes eventos vasculares (IKEDA; TAKAHASHI;
SHIMADA, 2003).
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Desse modo, a associacdo da hipertensdo, inflamacéo e aterosclerose potencializam a
disfungéo endotelial que, por sua vez, perpetua a acao lesiva desses mecanismos, agravando a
disfuncéo do endotélio e também o estado geral de saude/doenca desse individuo (LONDON;
PANNIER; SAFAR, 2019).

Vaérios estudos tém documentado que as comorbidades ndo cardiacas sdo altamente
prevalentes na ICFEP (ARTHER et al. 2012; WADDINGHAM; PAULUS, 2017), sendo de
maior importancia a obesidade/sobrepeso, HA, DM, doenca pulmonar obstrutiva croénica,
anemia e doenca renal cronica. Todas essas patologias tém capacidade de induzir um estado
inflamatorio sistémico, afetando o endotélio microvascular coronério, conforme demonstrado
em amostras de bidpsia do miocéardio em pacientes com ICFEP. Isso ocorre por meio de
moléculas de adesdo endotelial com aumento nos niveis de VCAM (vascular adhesion
molecule) e selectina-E (VAN HEEREBEEK et al., 2008; WESTERMANN et al., 2011). Esse
aumento leva a ativagdo e migracdo subendotelial dos leucécitos circulantes ( WESTERMANN
et al., 2011) e citocinas pré-inflamatérias, também conhecidas por desencadear a producao
endotelial de espécies reativas de oxigénio (ERO), por meio da ativacdo de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidases (GRIENDLING; SORESCU, USHIO-FUKAI, 2000;
TEO; CHAN, LAM, 2016).

Ainda neste contexto, muito se tem documentado que a resposta vasodilatadora do leito
microvascular coronariano a acetilcolina pode estar reduzida na ICFEP, como resultado da
inflamacdo endotelial microvascular coronariana e se correlacionar, em sua maioria, com a
disfuncdo diastdlica do VE (TSCHOPE et al., 2005).

No que tange a disfuncdo endotelial periférica, ha evidéncias de que este pode ser um
fator preditor independente no desfecho de pacientes com ICFEP (AKIYAMA et al., 2012),
sugerindo um envolvimento causal da disfungéo endotelial na ICFEP (LAM; BRUSTSAERT,
2012; WADDINGHAM; PAULUS, 2017).

1.6 Estudos da Hipertensao Arterial em Modelos Animais

E de extrema importincia a utilizagio de modelos animais para a investigagio de
mecanismos fisiopatoldgicos e para testar os efeitos de novas terapias.

Um dos modelos mais populares usados para estudar a genética da hipertensao até o
presente momento € o rato sensivel ao sal (Dahl), descrito por Lewis (1994). Nesse experimento

foram utilizados ratos Sprague-Dawley e a pressdo sanguinea foi registrada apds a ingestdo de
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uma dieta rica em sodio (8% NaCl); porém, ndo foi observada elevagdo na pressdo sanguinea
na maioria dos animais, 0 que permitiu aos autores a interpretacdo da existéncia de fatores
genéticos influenciando esta resposta, sugerindo o papel da heranga genética na hipertensédo
(LEWIS, 1994).

Além deste modelo desenvolvido nos Estados Unidos, existem véarios outros modelos
de ratos geneticamente hipertensos, estudados em outras regides do mundo, incluindo o rato
espontaneamente hipertenso (SHR), que é o modelo mais utilizado atualmente (RAPP, 2000;
FAZAN JUNIOR; DIAS DA SILVA; SALGADO, 2001; ZAPAROLLI; GONTIJO, 2010).

Diante disso, o estudo experimental da HA tem sido crescente, principalmente
utilizando a linhagem de ratos SHR, desenvolvida por Okamoto e Aoki, por meio de reproducao
genética, que resulta em ratos espontaneamente hipertensos (OKAMOTO et al., 1963).

Este modelo experimental de HA € similar, em muitos aspectos, a hipertensao primaria
humana (TRIPPODO & FROHLICH, 1981). Como caracterizagdo os animais desenvolvem
precocemente uma elevacdo da pressao arterial e hipertrofia do ventriculo esquerdo do tipo
concéntrica (TRIPPODO & FROHLICH, 1981; ANVERSA et al., 1984 apud BASSETO,
2015). O crescimento da massa ventricular permite a manutencdo da funcao sistélica normal,
apesar da elevada PA (OKAMOTO; AOKI, 1963; OKAMOTO et al. 1967; TRIPPODO;
FROHLICH, 1981; ANVERSA et al., 1984 apud BASSETO, 2015), o que nos leva a sugerir
que essa linhagem seria eficiente em desenvolver um modelo experimental de insuficiéncia
cardiaca com fracdo de ejecdo preservada.

Por essa razao, faz-se necessario o conhecimento da fisiopatologia da evolucdo da
doenca nestes animais utilizados para o estudo da HA, em especifico o SHR, para estudos
posteriores, bem como aplicagdo na préatica clinica, uma vez que ja se conhece o comportamento
moderado pelo nivel de pressdo considerado como hipertensdo espontanea entre a 7 e a 15°
semanas (PINTO; PAUL; GANTEN, 1998), atingindo um apogeu entre a 20? e 28% semanas.
N&do ha influéncia sexual nesse periodo. Todavia, os fatores ambientais podem acarretar
alteracdes nessa fase e ainda apresentar um aumento da resisténcia periférica total, com débito
cardiaco normal ou diminuido e progressiva hipertrofia ventricular (FAZAN JUNIOR; DIAS
DA SILVA; SALGADO, 2001).

Segundo Zapparoli e colaboradores (2010), o SHR pode ser considerado como um
surpreendente modelo de hipertensdao experimental que auxilia estudos clinicos de hipertenséo
essencial humana. Desta forma, verifica-se a semelhanca entre a hipertensdo humana e a

observada no SHR, da sua predisposicdo genética para hipertensdo, sem etiologia especifica,
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associada ao aumento da resisténcia periférica total, sem expansdo de volume e a similaridade
entre as respostas aos tratamentos farmacoldgicos (ZAPAROLI et al., 2010).

Em relacdo ao desenvolvimento da hipertensdo e das alteracGes da frequéncia cardiaca
em SHR jovens, pesquisadores observaram que a mensuracdo indireta da pressdo arterial
sistolica se mostrou similar entre SHR e ratos Wistar Kyoto (WKY) e que a frequéncia cardiaca
elevada precede a elevacdo da pressdo arterial sistdlica, sugerindo que a taquicardia pré-
hipertensiva provavelmente seja o primeiro passo do desenvolvimento da hipertensdo nos
animais SHR (DICKHOUT,; LEE, 1998).

A hipertensdo do SHR adulto esta associada ao aumento da resisténcia periférica total e
presenca de um débito cardiaco normal, ou diminuido, embora nos animais mais jovens (< 12
semanas) tivesse sido observado débito cardiaco normal ou aumentado (POTTS; MCKEOWN,;
SHOUKAS, 1998).

Com o desenvolvimento da hipertenséo arterial, 0 SHR cursa com uma progressiva
hipertrofia cardiaca. O débito cardiaco permanece nos niveis normais, porém, com o progresso
da hipertensdo, nos estagios finais, a funcdo cardiaca comeca a ser comprometida, e,
consequentemente, o débito cardiaco comeca a reduzir, em funcao do desenvolvimento de uma
insuficiéncia cardiaca (THOMAS; RANKIN, HEAD, 1997).

E sabido que a HA gera danos & funcio endotelial e ao remodelamento vascular (WU et
al., 2017; MANN, 2005; AZEVEDO et al., 2016). No entanto, Bernatova (2014), em sua
revisao, mostra quao controversos sdo os achados referentes a interferéncia do 6xido nitrico e
a disfuncédo endotelial em modelos de animais SHR, pois, esta Gltima pode sofrer influéncia de
fatores como a idade do animal, métodos usados para avaliar a funcéo vascular e tipo de artéria
analisada; desta forma, ndo podendo afirmar que a disfuncéo endotelial precede a HA nesse
modelo animal (BERNATOVA, 2014).

Assim, no melhor do nosso conhecimento, até a presente data, ndo sao encontrados na
literatura estudos que avaliem, nesse modelo de ratos SHR, a presenca de alteracGes da
microcirculacdo miocardica ocorrendo na presenca de inflamacdo, assim como sua possivel
correlagéo com a progressédo da disfuncéo ventricular.

Diante disso, é plausivel considerar que estudos voltados para melhorar o entendimento
dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos no dano miocardico e progressao da disfungéo
cardiaca como alteracdes de perfusdo, disfuncdo ventricular, remodelamento do ventriculo
esquerdo e inflamagédo vascular, podem ser importantes para direcionar terapias que sejam

eficazes para retardar a progressao da cardiopatia associada a HA.
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Dessa forma, por ndo contarmos com estudos que caracterizem as alteracdes de perfuséo
miocardica na hipertrofia ventricular esquerda ou ICFEP, e sua correlagio com o
desenvolvimento da disfuncdo diastolica e graus de remodelamento, julgamos necesséria tal

contribuicéo.

1.7 Hipdtese

Diante do exposto, consideramos que as alteracGes estruturais morfoldgicas e funcionais
estdo bem documentadas na literatura, no que tange a hipertrofia ventricular esquerda em ratos
SHR. Dessa forma, buscamos registrar, pela primeira vez, a presenca de defeitos de perfusao
reversiveis in vivo, empregando a técnica de cintilografia de perfusdo miocéardica de alta
resolugdo com Sestamibi-Tc-99m (mini-SPECT). Adicionalmente pretendemos fundamentar
possiveis correlaces entre a isquemia miocardica e dados ecocardiograficos relacionados ao

remodelamento do ventriculo esquerdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a perfusdo miocardica e as alteracdes morfolégicas do ventriculo esquerdo

em um modelo experimental de hipertensdo arterial cronica de ratos SHR.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar as principais alteracbes morfoldgicas no ventriculo esquerdo de animas SHR por
meio do Ecocardiograma;

e Auvaliar a perfusdo miocardica em repouso e estresse por meio da cintilografia miocardica;

o Correlacionar as alteragdes de perfusdo miocéardica com as varidveis morfoldgicas

encontradas no ecocardiograma dos animais SHR.
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3 METODOS

3.1 Animais e Protocolo Experimental

Apds a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (Protocolo: 240/2019 - Anexo 1), iniciou-se 0 protocolo
experimental. Foram utilizados neste estudo ratos de 22 semanas de idade (Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo/SP, Brasil), mantidos em alojamento
climatizado no biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP, com livre acesso a agua e racdo padrao, submetidos a ritmo de 12 horas

de luz/sombra e temperatura controlada (21+3°C).

3.2 Grupos Experimentais

Os grupos experimentais, com o respectivo nimero de animais por grupo, foram:
e Grupo Controle (n = 10): Ratos Wistar Kyoto, normotensos, de 12 semanas de vida; e

e Grupo de Investigacdo (n = 10): Ratos espontaneamente hipertensos - SHR, de 12

semanas de vida.

3.3 Delineamento Geral do Estudo

Os animais foram adquiridos em biotério externo, com idade de 12 semanas. Apds o
periodo de cinco semanas de ambientacdo e para os animais atingirem a idade adulta, com a
hipertensdo arterial instalada, todos os animais foram submetidos a analise da PA pelo método
pletismogréfico de cauda. Em seguida, cada um dos grupos foi submetido aos seguintes exames
de imagem: Doppler-ecocardiograma, para avaliacdo da funcgdo sistolica e remodelamento
ventricular esquerdo; e cintilografia de perfusdo miocardica, com Sestamibi-Tc-99m (mini-
SPECT) em repouso e sob estresse com dobutamina, para caracterizacdo da perfuséo

miocardica.
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Figura 1 - Delineamento geral do estudo.
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Fonte: FARIA, G.S. (2020).

3.4 Pletismografia de Cauda para Avaliagdo da Pressédo Arterial

Todos os grupos foram submetidos a medida da presséo arterial sistélica, empregando-
se a pletismografia de cauda, utilizando o sistema CODA®, Kent Scientific Corporation. Este
é um sistema de registro indireto de PA, em que os animais sdo acondicionados em um tubo
cilindrico de acrilico, aquecidos por meio de uma plataforma com temperatura fixa de 38°C e
ventilados através de ar ambiente para a realizacdo de quinze medidas consecutivas da PA
(figura 2B).

Foi acoplado, na regido proximal da cauda dos animais, um manguito de borracha que
possui a funcéo de insuflar e desinflar automaticamente, em intervalos fixos de 15 segundos.
Proximo ao manguito foi fixado um transdutor de pulso (sensor) que capta os sinais enviados e
registrados em um computador. Inicialmente todos os animais foram submetidos a um periodo
de adaptacdo de cinco semanas para manuseio durante o exame. Nas trés primeiras semanas foi
realizada a simulacgdo da afericdo da PA, inserindo os animais no tubo de acrilico e acoplando
0 manguito e o transdutor de pulso na cauda junto a plataforma de temperatura, simulando sua
realizacdo. Na quarta semana 0s animais passaram pelo procedimento de aquisi¢éo das medidas
durante dois dias, como forma de teste ao experimento, ndo sendo consideradas essas medidas.
Em seguida, na quinta semana, quinze novas medidas foram realizadas e, assim, a PA foi aferida
atraveés do registro de dez medidas, sendo descartadas cinco medidas de forma a aumentar a
confiabilidade dos dados gerados, uma vez que o animal, ao ser introduzido junto ao tubo
cilindrico, pode se mexer durante o procedimento, ou ainda termos interferéncias externas a
serem consideradas (PFEFFER; PFEFFER; FROHLICH, 1971).
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Este procedimento foi realizado, antes de iniciar qualquer protocolo experimental, com
0 objetivo de avaliar os valores de pressdo arterial em todos os animais, além de garantir que o

grupo de investigacdo possuia médias de PA que caracterizam o quadro hipertensivo.

Figura 2 - Pletismdgrafo de cauda usado para avaliacdo da pressdo arterial.
TEF A /

Imagem ilustrativa do equipamento Pletismografo de cauda utilizado para avaliacdo da pressdo arterial; A =
Contendo plataforma aquecida. B = Posicionamento do animal em tubo cilindrico de acrilico, manguito de
borracha e transdutor de pulso. Fonte: FARIA, G.S. (2020).

3.5 Metodos de Imagem in Vivo

3.5.1 Ecocardiograma

Para a aquisicdo das imagens ecocardiograficas foi empregado um sistema de ultrassom,
comercialmente disponivel e dedicado ao estudo de pequenos animais Vevo® 2100,
(VisualSonics Inc, Toronto, Canadd), (figura 3A), com um transdutor linear de 20 MHz de
frequéncia fundamental. As imagens foram adquiridas e processadas por um Unico examinador
habilitado, com experiéncia na realizacdo de ecocardiograma de pequenos animais.

Ap0s a sedacdo por Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg, respectivamente), por injecéo
intramuscular, realizdvamos o teste de pingamento caudal (teste reflexo), para entdo darmos
inicio ao protocolo, com a devida preparagdo do animal, incluindo tricotomia e depilacdo da
regido anterior do torax, por extracdo mecanica e seguido de uso de creme depilatorio comercial
humano. Os animais foram pesados e posicionados em decubito dorsal sobre uma plataforma
inclindvel (VisualSonics Inc, Toronto, Canada), com controle de temperatura, para evitar
hipotermia e monitorizacdo com eletrocardiograma de superficie, mantida durante todo o

periodo do exame (figura 3B e 3C).
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Os animais permaneceram em ventilagdo espontanea. Para a aquisi¢do de imagens foi
realizado o ecocardiograma transtorécico, utilizando-se o transdutor de alta frequéncia. Apds a
aplicacdo do gel aquecido sobre o transdutor, este foi posicionado levemente a esquerda do
esterno, entre a quarta e sexta costelas, tomando-se o cuidado de néo realizar pressdo excessiva,

evitando a indugéo de bradicardia.

Figura 3 - Equipamentos utilizados na aquisi¢do de imagens ecocardiograficas.

Z

A = Imagem ilustrativa do equipamento Vevo utilizado para aquisi¢do das imagens ecocardiograficas; B e C =
Plataforma inclinavel para o posicionamento do animal. Fonte: FARIA, G.S. (2020).

As sequéncias de videos foram adquiridas com pelo menos trés ciclos cardiacos nas
seguintes projecOes: 1- paraesternal eixo longo (figura 4A); e 2- paraesternal eixo curto (figura
4B) em nivel dos masculos papilares. Foram adquiridas imagens estaticas em modo M, guiado
pela imagem bidimensional na janela paraesternal em eixo longo. Elas foram obtidas
perpendicularmente as paredes do ventriculo esquerdo, para a medida da espessura do septo
interventricular e da parede posterior do ventriculo esquerdo, assim como das suas dimensdes
sistolica e diastdlica.

O diametro diastolico do VE foi medido na dimenséo diastdlica ventricular médxima e a
dimensdo sistolica do VE foi obtida durante a maxima movimentacdo anterior da parede
posterior, (figura 4C), seguindo as diretrizes de quantificacGes cavitarias da Sociedade
Americana de Ecocardiografia e da Sociedade Europeia de Imagem Cardiovascular (LANG et
al., 2015).

A massa do VE (MVE) foi calculada de acordo com a férmula recomendada pela
American Society of Echocardiography (ASE — 2005): 0,8 x [1,04 x [(septo interventricular +
dimenséo interna ventricular esquerda + parede posterior)® — dimensdo interna ventricular
esquerda®}] + 0,69 (LANG et al., 2005). O indice de massa foi obtido a partir da divisio da
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MVE pela superficie corporal, calculada pela férmula de Dubois & Dubois (1916). Assim,
conforme estabelecido pela American Society of Echocardiography (LANG et al., 2005),
calculando a espessura relativa (ER) da parede ventricular pela formula 2x espessura da parede
posterior/Diametro diastolico do VE, permite-se a categorizacdo da hipertrofia ventricular em

conceéntrica, se ER for maior que 0,42, e, em excéntrica, se a ER for menor ou igual a 0,42.

4 D=2.761L mm _

DDFVE: DSFVE:
D=7.740 mm | D=4.324 mm
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A = Imagem adquirida na janela paraesternal eixo longo; B = Imagem paraesternal eixo curto em nivel papilar; C
= Imagem em Modo M, ilustrando as medidas do septo interventricular (SIV), didmetro diastdlico final do
ventriculo esquerdo (DDFVE), parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVE) e didmetro sist6lico do ventriculo
esquerdo (DSVE). Fonte: FARIA, G.S. (2020).

As imagens obtidas foram gravadas para analise “off-line”” dos dados ao final do estudo.
As medidas ecocardiograficas convencionais de geometria e funcdo sistolica do ventriculo
esquerdo foram realizadas em uma estacao de trabalho Vevo® Lab (VisualSonics Inc, Toronto,
Canada).
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A FEVE foi calculada pelo modo bidimensional, a partir da selecdo do melhor video
representativo da projecdo paraesternal longitudinal e com melhor definigdo das bordas do
endocéardio. Em seguida, foi selecionado o quadro com o maior volume diastélico seguido da
marcacao das bordas do endocéardio em diastole (figura 5A). Utilizando o mesmo ciclo cardiaco,
foi escolhido o quadro com o menor volume sistolico e realizada a marcacéo das bordas do
endocardio em sistole (figura 5B).

Figura 5 - Imagem ilustrativa da medida de fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo pelo
método bidimensional.

A = Marcacao das bordas do endocardio em diastole; B = marcagdo das bordas do endocardio em sistole pelo
método Area comprimento. Fonte: FARIA, G.S. (2020).

3.5.2 Cintilografia de Perfusdo Miocardica de Alta Resolu¢do com Sestamibi-Tc-99m (mini-
SPECT)

3.5.2.1 Sistema de Aquisicédo de Imagens Tomograficas

Para a obtencdo das imagens cintilograficas de alta resolucéo pela técnica de SPECT,
foi utilizado um sistema de aquisi¢do de imagens desenvolvido localmente (Mini-SPECT) e
validado para pequenos animais (OLIVEIRA et al., 2013). Sucintamente este sistema consiste
em uma blindagem que permite o encaixe de um colimador de orificio simples (“pinhole”), com
diametro de 1,5 mm e angulo de abertura total de 150° (figura 6A), a uma gama camara de uso
clinico. Esta blindagem é constituida por uma placa de aluminio recoberta por uma manta de
chumbo de 6 mm de espessura, adequada para fétons com energia na faixa de 150 keV.

Para o posicionamento do animal foi desenvolvido um suporte rotacional cilindrico, que

se acopla a um sistema motorizado que permite 0 movimento rotacional do alvo para as
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diferentes posicbes angulares, de acordo com o nimero de projecdes a serem registradas ao
longo dos 360° da aquisi¢do tomogréfica (figura 6B).

Para o registro das imagens, esse sistema foi conectado a uma gama camara de uso
clinico (BrightViewXCT; Philips Medical Systems Inc., Cleveland, OH). A sequéncia de
projeces foi registrada e armazenada em formato DICOM, sincronizada com o protocolo de

aquisicdo dindmico da gama camara.

Figura 6 - Sistema Mini-SPECT e posicionamento do animal.

A = Sistema posicionado em uma das duas cabecas da gama camara clinica Bright View XT; B = animal
posicionado em suporte rotacional. Fonte: FARIA, G.S. (2020).

3.5.2.2 Aquisicao de Imagens de Perfusdo Miocardica em Repouso e Estresse

Para o protocolo de imagens em repouso, 0s animais foram rapidamente anestesiados
com isoflurano a 3% por 1 minuto e uma atividade 555 MBq de Sestamibi-Tc99m foi injetada
na veia sublingual. Em seguida, foi permitido que o animal despertasse. Noventa minutos apos
a injecdo do radiofarmaco, os animais foram anestesiados com uma combinagédo intramuscular
de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg), e posicionados no sistema para a aquisi¢do de
imagens.

Foram adquiridas quarenta projecdes, igualmente espacadas em 360 graus em todos 0s
protocolos de imagens, registradas em uma matriz de 128 x 128 elementos, tendo cada elemento
uma area de 3,4 mm x 3,4 mm. Um fator de magnificacéo de 6,3 vezes foi adotado para todos
0S experimentos, o que corresponde a uma dimensao lateral de elemento do volume do objeto
(ou voxel) de 0,54 mm, alcangando uma resolucéo espacial de 2,4 mm. Uma janela de energia
simétrica de 20% foi centrada no fotopico de energia do Tc99™ (140 keV). O tempo de aquisicdo
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de cada projecdo foi de 30 segundos, totalizando, aproximadamente, 23 minutos de tempo de
aquisicao por animal.

O protocolo de imagens sob estresse aconteceu apds, pelo menos, trés dias de diferenca
do protocolo em repouso. Inicialmente os animais foram anestesiados com uma combinacéo de
Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/Kg) e, apds estarem sedados (teste reflexo), com o auxilio
de um monitor cardiaco de uso clinico, foi observada a frequéncia cardiaca basal dos grupos
controle e SHR durante 1 minuto e, posteriormente, realizada a infusdo do cloridrato de
dobutamina em cateter posicionado na veia caudal. A administracdo do cloridrato de
dobutamina foi realizada em infusdo continua de 25 pg/kg/min, por 1 minuto, com o auxilio de
uma bomba de infusdo, seguida de acompanhamento da frequéncia cardiaca pico com monitor
cardiaco de uso clinico. Ao final da infusdo o Sestamibi Tc99m (55MBq) foi injetado em veia
sublingual, conforme estabelecido no protocolo para as imagens em repouso, contando, ainda,
com monitoramento da frequéncia cardiaca apos a infusdo tanto do cloridrato de dobutamina,

quanto do radiotragador.

3.5.2.3 Processamento de Analise das Imagens

Apds a aquisicdo das projecdes, as imagens foram exportadas em formato DICOM para
um computador pessoal e processadas para a obtencao do modelo tridimensional da distribuicéo
do radiofarmaco no 6rgao alvo (MEJIA et al., 2010), com a utilizacdo de um software de
reconstrucdes interativas de imagens baseado no algoritmo de ordered-subsets expectation
maximization (OSEM). A ferramenta foi implementada em Linguagem C, usando um
compilador freeware Dev-C++ (Bloodshed Software). O freeware AMIDE Medical Image Data
Examiner (LOENING; GAMBHIR, 2003) foi utilizado para a visualizagdo final das
reconstrucoes.

As imagens de Sestamibi-Tc99m em repouso e estresse foram usadas para definir as
regidbes com defeito de perfusdo miocardica. Para essa analise, foi utilizado o software
MunichHeart® (Munique, Alemanha), que permite uma analise completa da distribuicdo de
radiotracadores nas paredes ventricular esquerda, possibilitando uma avaliacdo
semiquantitativa (SPECT) em todos os 17 segmentos do ventriculo esquerdo, tanto no cenario

clinico, quanto no experimental (Figura 7).
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Figura 7 - Divisdo do ventriculo esquerdo em 17 segmentos.
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Fonte: CHALELA et al., (2002).

Em seguida, foi feita a analise da perfusdo miocardica, baseada na construcdo de mapas
polares da distribuicéo relativa do radiofarmaco em relacéo ao pixel de maxima contagem, para
avaliacdo semiquantitativa (planimetria) das areas de defeitos perfusionais detectados em
repouso, estresse e a diferenca entre eles (reversibilidade) (figura 8A, B e C).

Para a anélise da perfusdo miocérdica, o ventriculo esquerdo foi dividido em 17
segmentos, sendo cada um deles classificado segundo a porcentagem de captacdo do
radiofarmaco: normal, contagens entre 80% a 100% (escore 0); defeito perfusional leve,
contagens entre 75% a 79,9% (escore 1); defeito perfusional moderado, contagens entre de 50%
a 74,9% (escore 2); e defeito perfusional grave, contagens <50% (escore 3) de captacdo do
radiofarmaco em repouso e em estresse (HACHAMOVITCH et al., 1996; CHALELA et al.,
2002; KLOCKE et al., 2003).

Em seguida, cada segmento recebeu um escore, segundo a porcentagem de captacao do
radio farmaco nas fases de estresse e repouso. Na fase de estresse foi denominado ESE (escore
somado em estresse) e, na fase de repouso, ESR (escore somado em repouso). A diferenca entre
ESE e ESR mediu o grau de reversibilidade ou hipocaptagdo transitoria, chamada de ESD
(escore somado da diferenca).

Para avaliarmos a distribuicéo topogréafica dos defeitos perfusionais reversiveis ao longo
dos 17 segmentos, o0 numero de segmentos com distarbios de captacdo em repouso e estresse,

foi somado, além de ter sido feita a analise da diferenca entre o estresse e 0 repouso.
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Com o intuito de investigar a gravidade dos defeitos reversiveis em repouso, estresse e
a diferenca entre o estresse pelo repouso, dividimos o escore somado pelo nimero de segmentos

com defeitos, evidenciando suas respectivas severidades.

nolar.

Figura 8 - Mapa

Unknown Unknown

A = Imagem ilustrativa do mapa polar de um animal SHR em estresse; B = Mapa polar do mesmo animal em
repouso; C = Mapa polar resultante da comparacg&o das areas de captacdo do radiotracador entre estresse e repouso,
mostrando as regiGes com limiar de captacdo baixo do mesmo animal SHR. Fonte: FARIA, G.S. (2020).

3.6 Métodos Estatisticos

Os resultados das varidveis continuas estdo apresentados como média + desvio padrao
da média e as variaveis nominais expressas como frequéncia absoluta (n) e relativa (%).

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para determinar se as variaveis apresentavam
distribuicdo normal. Para as comparacgdes das médias das variaveis obtidas no ecocardiograma,
e na andlise da perfusdo miocérdica, foi utilizado o Teste t de Student ndo pareado, assumindo
gue as variaveis sao paramétricas apos o teste de normalidade.

O teste de Qui Quadrado foi empregado para avaliar a heterogeneidade da distribuicao
dos defeitos isquémicos apresentados na analise topografica segmentar entre 0s grupos
experimentais.

Para as andlises de correlacdes, foi utilizado o teste de Pearson, uma vez que as variaveis
apresentaram distribui¢do normal.

Estabeleceu-se como nivel de significancia um valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da Amostra

Durante o protocolo ndo houve 6bito em nenhum dos grupos experimentais. Do mesmo
modo, nenhum animal foi excluido do estudo.

Os valores de peso corporal dos animais em gramas (g) ndo variaram entre 0S grupos
WKY (326,4 + 25,76g) e SHR (335,4 + 21,219), p > 0,05.

A confirmagdo dos niveis pressoricos elevados no grupo SHR foi realizada por meio da
verificacdo da PA sistolica, pelo método pletismografico de cauda, utilizando o sistema
CODA®, Kent Scientific Corporation. A média da pressao sistdlica dos animais SHR (160,0
20,09 mmHg) foi significativamente maior quando comparada aos animais WKY (109,63 +
20,53 mmHg), p = 0,0001.

4.2 Ecocardiograma

As variaveis ecocardiograficas estudadas estdo apresentadas na tabela 1.

Foram observados valores de FEVE preservada em ambos os grupos, sem diferenca
significativa entre eles.

No entanto, foram observados sinais de remodelamento do ventriculo esquerdo,
representado pelo aumento da espessura do septo interventricular tanto em sistole (p = 0,0002),
quanto em diastole (p = 0,003) nos animais SHR, associado com menores valores do diametro

sistélico final do VE nos animais SHR (p = 0,03), em comparacédo ao grupo controle.

4.3 Cintilografia de Perfusdo Miocardica

4.3.1 Distribuicéo Topografica dos Defeitos de Perfusao

De acordo com a divisdo ventricular em 17 segmentos, como apresentado na figura 7,
(CHALELA et al., 2002), documentamos a reducdo da captacdo do radiofarmaco em alguns
segmentos ventriculares em repouso e estresse, em ambos 0s grupos estudados (Grafico 1A e
1B).
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Foram também observados defeitos perfusionais reversiveis (isquemia miocérdica)

difusos em ambos 0s grupos experimentais, com predominéncia significativa no grupo SHR

(Grafico 1C).

Tabela 1 - Resultados das avaliagfes da pressdo arterial sistolica, peso e ecocardiogréaficas

nos grupos estudados.

Variaveis Grupo Controle Grupo SHR p
(n=10) (n=10)

PAS (mmHg) 109,63 + 20,53 160,0 + 20,09 0,0001*
Peso (g) 326,4 + 25,76 3354 +21,.21 0,4
FC (bpm) 187,06 + 19,64 232,92 + 18,82 0,0001*
FEVE (%) 62,48 + 2,85 62,29 £ 5,14 0,9
FS (%) 18,23 + 3,30 18,75+ 5,39 0,7
DDFVE (mm) 7,91 +0,58 7,57 0,47 0,1
DSFVE (mm) 5,09 + 0,45 4,57 +0,55 0,03*
PPVEd (mm) 1,66 + 0,33 1,89 £ 0,24 0,08
PPVEs (mm) 2,/15+0,41 3,07+0,31 0,06
SIvd (mm) 1,69 £ 0,17 1,98 +0,21 0,003*
SIVs (mm) 2,13+0,24 3,18 +0,19 0,0002*
IMVE (g/Kg) 24+03 2,7+0,3 0,1
ER 0,42 +0,10 0,5+0,08 0,051

Valores apresentados como média + desvio padrdo. PAS = pressdo arterial sistolica; FC = frequéncia cardiaca;
FEVE = fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; FS = fragdo de encurtamento; DDFVE = diametro diastdlico
final do ventriculo esquerdo; DSFVE = diametro sistélico final do ventriculo esquerdo; PPVEd = parede posterior
do ventriculo esquerdo em diastole; PPVEs = parede posterior do ventriculo esquerdo em sistole; SIVd = septo
interventricular em diastole; SIVs = septo interventricular em sistole; IMVE = indice de massa do ventriculo
esquerdo; ER = Espessura relativa da parede ventricular.

No GC houve predominancia dos defeitos isquémicos nos segmentos basais (1-6) e
médio ventriculares (7-12), quais sejam: anterior basal, antero septal basal, inferior basal, infero
lateral basal, antero lateral basal, anterior médio, antero septal médio e antero lateral médio.

Para o grupo SHR os seguintes defeitos isquémicos estenderam-se nos segmentos basais

(1-6), médio ventriculares (7-12) e apicais (13-17): anterior basal, antero septal basal, infero
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septal basal, inferior basal, infero lateral basal, &ntero lateral basal, anterior médio, antero septal
médio, infero septal médio, infero lateral médio, antero lateral médio, antero apical, septo apical
e apice.

O numero de segmentos com defeitos isquémicos foi significativamente maior no grupo

SHR (71 segmentos) em compara¢do ao GC (30 segmentos), p=0,01 (Gréfico 1C).

Grafico 1 - Frequéncia dos defeitos de perfusdo por segmento em repouso, estresse e a
diferenca (estresse/repouso).
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A= Comparagdo da frequéncia em que cada segmento do VE apresentou-se com algum grau de defeito de
perfusdo em repouso, entre 0s grupos WKY e SHR; B = Comparacdo da frequéncia em que cada segmento do
VE apresentou-se com algum grau de defeito de perfusdo em estresse, entre os grupos WKY e SHR; C =
Comparacao da frequéncia em que cada segmento do VE apresentou-se com algum grau de isquemia, entre 0s
grupos WKY e SHR.

Para avaliar essa heterogeneidade observada na distribuicdo topografica segmentar dos
defeitos de perfuséo reversiveis dos grupos amostrais, foi realizado o teste Qui Quadrado
(Grafico 2). Entretanto, constatamos que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(p=0,3) quanto & distribui¢cdo do nimero de segmentos isquémicos basais, médio ventriculares

e apicais entre o grupo controle e o grupo SHR.
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Gréfico 2 - Numero de segmentos isquémicos basais, médio
ventriculares e apicais nos grupos controle e SHR.
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4.3.2 Analise Visual Semiquantitativa

As variaveis obtidas nos exames de cintilografia miocardica de perfusdo, dos grupos
controle e SHR, estdo apresentadas na tabela 2.

N&o houve diferenca significativa entre os valores de FC dos grupos controle e SHR,
tanto na avaliagdo basal, como na avaliacdo apés infusdo de dobutamina - FC pico (Tabela 2;
Gréfico 3).

No entanto, foi documentado um aumento significativo da FC basal para a pico (ap6s
infusdo de dobutamina), tanto no grupo controle (de 201,4 + 22,6 bpm para 267,6 + 17,9 bpm;
p = 0,001), como no grupo SHR (de 203,0 + 22,6 bpm para 255,8 + 36,4 bpm; p = 0,001),
conforme Tabela 2; Grafico 3. N&o houve diferenca significativa entre o delta de incremento
da FC, do basal para a pico, entre os grupos estudados (p > 0,05).

Né&o foi observada diferenca significativa no ESR entre os grupos estudados. Por outro
lado, foram observados maiores e significativos valores de ESE nos animais do grupo SHR
(14,3 £ 6,9), quando comparados ao grupo controle (7,4 + 4,9), p=0,01 (tabela 2, grafico 4B).

Do mesmo modo, ao analisarmos os defeitos perfusionais reversiveis (isquemia

miocérdica), por meio do ESD, observamos uma diferenca estatisticamente significativa com
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maiores valores no grupo SHR (8,9 + 5,3), quando comparados com o grupo controle (3,9
3,5), p = 0,02 (Tabela 2; Gréfico 4C).

Tabela 2 - Variaveis obtidas na cintilografia miocardica de perfusdo dos grupos estudados.

Variaveis Grupo Controle Grupo SHR p
(n=10) (n=10)

FC Basal (bpm) 201,4 £22,6 203,0 £ 22,6 0,8
FC Pico (bpm) 267,6 £17,9 255,8 + 36,4 0,3
ESR 85+49 8,4+4,0 0,9
ESE 74+49 14,3+6,9 0,01*
ESD 39+35 89+53 0,02*
NuUmero de 59+29 55+35 0,8
segmentos com
defeitos Repouso
NUmero de 54+3.3 10,1+ 3,6 0,007*
segmentos com
defeitos Estresse
NUmero de 31+2,6 70+31 0,008*
segmentos com
defeitos Diferenca
GR 12+04 1,3+0,1 0,4
GE 1,0+£0,6 1,3+0,2 0,1
GD 08+0,6 1,2+0,2 0,1

FC pico = frequéncia cardiaca pico; ESR = escore somado em repouso; ESSE = escore somado em estresse; ESD
= escore somado da diferenca entre o estresse e o repouso; GR = gravidade dos defeitos em repouso; GE =
gravidade dos defeitos em estresse; GD = diferenca da gravidade dos defeitos do estresse pelo repouso.
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Grafico 3 - Comparacdo da frequéncia cardiaca basal e pico intragrupos e intergrupos.
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Representa a comparagdo da Frequéncia Cardiaca Basal e Pico intragrupos e entre os grupos Controle e SHR.

Grafico 4 - Comparacdo dos escores somados em repouso, estresse e a diferenca do estresse
pelo repouso, entre 0s grupos estudados.
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A = Comparacdo do escore somado em repouso entre 0s grupos controle e SHR; B = Comparacdo do escore
somado em estresse entre os grupos controle e SHR; C = Representa a diferenca do estresse pelo repouso do escore
somado entre o grupo controle e SHR, teste t pareado.
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Em relacdo ao nimero de segmentos que apresentaram alteracdo na captacdo do
radiofarmaco, nao foi observada diferenca entre os grupos na avaliagdo em repouso. No entanto,
0 grupo SHR apresentou maior nimero de segmentos com defeitos de perfusdo, tanto no
estresse, 10,1 £ 3,6 segmentos vs 5,4 £ 3,3 segmentos dos controles (p = 0,007), como na
avaliacdo da diferenca entre o estresse e o repouso, 7,0 £ 3,1 segmentos vs 3,1 + 2,6 segmentos

dos controles (p = 0,008), gréafico 5.

Grafico 5 - Comparacdo do numero de segmentos com defeitos de perfusdo em repouso,
estresse e a diferenca do estresse pelo repouso entre 0s grupos estudados.
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A = Comparacao do nimero de segmentos com defeitos de perfusdo em repouso, entre os grupos controle e SHR;
B = Comparacdo do ndmero de segmentos com defeitos de perfusdo em estresse entre 0s grupos controle e SHR;
C = Comparagdo da diferenca do estresse pelo repouso do ndmero de segmentos com defeitos reversiveis entre 0s
grupos controle e SHR.

A gravidade dos defeitos de perfusdo foi calculada dividindo a soma dos escores pelo
namero de segmentos com defeito em repouso, estresse e diferenca estresse/repouso.
Né&o foi documentada diferenca estatisticamente significativa na gravidade dos defeitos

de perfuséo entre os grupos controle e SHR (Grafico 6).
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Gréfico 6 - Apresentacao da gravidade média dos defeitos reversiveis em repouso, estresse e a
diferenca do estresse pelo repouso entre 0s grupos.
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A = Comparagéo da gravidade dos defeitos em repouso, entre os grupos controle e SHR; B = Comparagédo da
gravidade dos defeitos em estresse, entre 0s grupos controle e SHR; C = Comparacéo da diferenca do estresse pelo
repouso da gravidade dos defeitos entre o grupo controle e SHR.

4.3.3 Imagem llustrativa do Estudo de Perfuséo

A figura 9 mostra exemplos ilustrativos de imagens de estudos de perfusdo miocardica
em repouso e estresse de um animal do grupo controle (Figura 9A) e um animal do grupo SHR
(Figura 9B).

O animal do grupo controle (Figura 9A) ndo apresenta defeitos perfusionais reversiveis
em nenhum segmento do VE, ao compararmos as imagens de estresse e repouso.

No animal do grupo SHR (Figura 9B), foram observados defeitos perfusionais
reversiveis moderados nos segmentos anterior basal, septo anterior basal, inferior basal, postero
lateral basal, antero lateral basal, anterior médio, septo anterior médio e antero apical, bem
como defeitos perfusionais reversiveis leves nos segmentos septo inferior médio, antero lateral

médio, septo apical e apice.
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Figura 9 - Imagem ilustrativa do estudo de perfusdo miocérdica nos grupos controle e SHR.
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A = Animal controle; B = Animal SHR. S&o mostrados cortes representativos das imagens tomogréficas (SPECT)
obtidas da cavidade ventricular esquerda (basal, médico cavitéario e apical) e eixos longos vertical e horizontal,
com 0 mapa polar resultante mostrado na extremidade direita da figura.

4.4 Estudo de Correlacéo

N&o foi observada correlacao significativa entre o escore somado da diferenca e o indice

de massa do ventriculo esquerdo, tanto no grupo controle, como no SHR (p < 0,05), grafico 7.
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Gréfico 7 - Correlagdo entre o escore somado da diferenca e o indice de massa do ventriculo
esquerdo nos grupos controle e SHR.
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A = Correlacéo entre o escore somado da diferenca e indice de massa do ventriculo esquerdo no grupo controle;
B = Correlacéo entre o escore somado da diferenca e o indice de massa do ventriculo esquerdo do grupo SHR.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar as alteracfes cardiacas em um modelo experimental
de hipertensdo arterial cronica, em ratos SHR com 22 semanas de idade, com o objetivo de
caracterizar a perfusdo miocéardica e sua relagdo com o remodelamento ventricular.

Dentre os principais achados do presente estudo, a presenca de defeitos de perfuséo
miocardica reversiveis difusos, de leve a moderado intensidade, em ratos SHR, avaliados pela
cintilografia miocardica de perfusdo em repouso e sob estresse, foi 0 achado mais relevante,
uma vez que, no melhor do nosso conhecimento, ndo existem estudos na literatura, até o
presente momento, que tenham descrito essas alteracbes, com obtencdo de imagens
cintilogréaficas de perfuséo.

Pudemos, também, documentar que nesta fase inicial da evolucdo da doenca, 0s animais
SHR apresentam discreto remodelamento ventricular, com hipertrofia do tipo concéntrica, por
apresentarem alteracdes significativas no didmetro sistolico final do ventriculo esquerdo e na
espessura do septo interventricular em sistole e diastole, ainda que com FEVE preservada.

Esses achados sugerem que os defeitos de perfusdo miocardica precedem o
remodelamento ventricular, na evolugdo da cardiopatia hipertensiva cronica, sendo um
importante alvo terapéutico nas fases iniciais da doenca.

Por fim, ndo encontramos correlacdo entre os defeitos perfusionais reversiveis e o indice

de massa do ventriculo esquerdo.

5.1 Modelo Experimental

E relevante destacar que ratos SHR tém sido utilizados ha mais de 30 anos como modelo
de hipertensdo arterial que muito se assemelha com as alteracdes presentes na hipertensdo em
humanos, estabelecido para permitir e ampliar o conhecimento das alteracfes induzidas pela
hipertensdo e seus mecanismos de sinalizacdo (TAKATA; KATO, 1996) e para testar novos
medicamentos anti-hipertensivos (KASACKA et al., 2016).

Habitualmente os pesquisadores recorrem ao uso do SHR, que possuem, dentro de cada
coldnia, uma disposic¢do poligénica uniforme e fatores excitatorios que produzem alteraces
uniformes nos efeitos indiretos e diretos no sistema cardiovascular, sendo essa auséncia de
variacdo interindividual uma das principais vantagens desse modelo (LINDPAINTHER,
KREUTZ, GANTEN, 1992).
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Outra vantagem é que o modelo animal segue a mesma progressdo da hipertensdo
humana, no que diz respeito as suas fases, durando em média algumas semanas para o0
surgimento de suas alteragdes (FOLKOW, 1993) e ainda inclui a predisposicdo genética para
hipertensdo sem etiologia especifica, 0 aumento da resisténcia periférica total sem expansao de
volume e igual resposta a tratamentos com drogas (TRIPPODO; YAMOTO; FROHLICH,
1981; UNDENFREIND & SPECTOR, 1972).

Além disso, o tempo de vida normal do SHR é considerado curto, variando entre 2,5 a
3 anos, tornando relativamente facil seguir sua evolucdo fisiopatoldgica (FOLKOW,;
SVANBORG, 1993).

No entanto, o SHR difere da hipertensdo humana por desenvolver de maneira
reprodutivel a hipertensdo na idade adulta jovem, e ndo na meia-idade, como nos humanos e,
por apresentarem um estado pré-hipertensivo, eles ttm um potencial importante para serem
usados em estudos que buscam avaliar a causa e o desenvolvimento da hipertenséo, mostrando
também possibilidades de estudos de género em hipertensdo; porém, apenas alguns estudos
consideraram diferencas de género nas respostas de SHR (KAUSER; RUBANYI, 1995;
NIGRO, et al. 1997). No presente estudo foram utilizados ratos SHR com 22 semanas de vida,
considerados ja na fase adulta, no entanto ainda apresentando curto periodo de exposi¢do aos
efeitos danosos dos altos niveis de pressdo, permitindo, dessa forma, documentarmos as
alteracOes cardiacas iniciais da doenga.

Nossos resultados mostraram, ainda, que na fase da evolucdo da doenca na qual 0s
animais foram estudados (22 semanas de vida), 0 modelo € resistente a diferentes estimulos,
como anestésicos e drogas adrenérgicas, uma vez que ndo foi documentado nenhum ébito ao
logo do estudo.

O SHR é um modelo atil qguando se objetiva estudar componentes que reduzem a pressao
sanguinea e que também diminuem a pressdo sanguinea em humanos hipertensos, uma vez que
desenvolvem um quadro hipertensivo considerado estavel e crénico, com a producdo de sinais
previsiveis e controlaveis, evitando intervencfes técnicas dificeis ou com risco de vida
(DOGGRELL; BROW, 1998).

A experiéncia com outras linhagens genéticas hipertensivas de ratos foi limitada em
comparacdo com o SHR, mas essas linhagens podem ser Gteis na determinacdo dos genes
envolvidos tanto na hipertenséo, quanto em fatores de risco associados, como um fibrinogénio
elevado, tendo como exemplos osratos hipertensos da Nova Zelandia (LEDINGHAM;
LAVERTY, 1997), Mildo (BIANCHI; FERRARI, 1995), Praga (HELLER et al., 1993), Lyon
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(SASSARD et al., 1997) e San Juan (CRESPO; ESCOBALES, RODRIGUEZ-SARGENT,
1996).

A escolha desse modelo experimental se deve ao fato de que os SHR séo classicamente
conhecidos por demonstrarem alteracdes funcionais, morfométricas e hemodindmicas
cardiacas, associadas ao prejuizo no balango do tdénus autonémico cardiaco, reducdo da
sensibilidade barorreflexa e aumento da influéncia do componente simpético cardiaco
(OKAMOTO; AOKI, 1963).

Na literatura tem sido descrito que o aparecimento das primeiras alteracfes a nivel
cardiovascular ocorre de forma progressiva tendo como fase inicial da hipertensdo a de pré-
hipertensdo do 3° ao 4° més, na qual o rato SHR apresenta aumento do débito cardiaco com
resisténcia periférica normal (DOGGRELL; BROWN, 1998).

Com a progressdo da doenca para estagios mais estaveis, por volta do 4° ao 6° més de
idade, observa-se a fase ativa da HA que tem como caracteristica o inicio do desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca. Nesta fase observa-se melhora da funcdo contratil, provavelmente como
uma resposta protetora a sobrecarga de pressdo. Posteriormente, por volta do 6° ao 7° més,
observa-se a fase de hipertensdo estabelecida e equilibrada. Nela nota-se que o débito cardiaco
retorna ao normal e a hipertrofia dos vasos sanguineos aumenta a resisténcia periférica total,
progredindo para hipertrofia ventricular esquerda (BOLUYT et al., 1994; BING et al., 1995).
Apos essa fase, em torno do 18° ao 24° més de idade, o inicio da fase de IC pode ser observado
(BING et al., 1995).

Por essa razao, quando avaliamos estudos que utilizam métodos invasivos para a medida
da PA, encontramos valores pressoricos proximos aos encontrados no nosso estudo pela
pletismografia. Na literatura sdo descritos estudos em diferentes janelas temporais. Slama et al.
(2003) fez 0 acompanhamento ecocardiografico de ratos SHR e WKY nas idades de 8, 15, 20,
35 e 80 semanas. Nesse estudo foram avaliados parametros relacionados a funcao e morfologia
cardiaca e também medidas de PA e, na idade de 20 semanas, os animais WKY apresentaram
PAS de 128 + 5 mmHg e o grupo SHR 182 + 8 mmHg, demonstrando um aumento expressivo
da PA nos animais SHR ap06s as 8 semanas, atingindo um platé a partir da 15% semana e,
posteriormente, um novo aumento na 80% semana (SLAMA et al., 2003).

Outro estudo que avaliou a PA média na artéria carodtida de ratos WKY e SHR, de forma
invasiva, através de cateterismo, observou na evolucao temporal de 1, 2, 3 e 5 meses de idade,
que a PA média no primeiro més foi aumentada no grupo SHR, em relagdo ao grupo controle;
porém ndo caracterizando um quadro hipertensivo. No entanto, aos dois meses de idade, o

grupo SHR apresentou PA média elevada (>160 mmHg), enquanto que o WKY permaneceu
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normotenso. Apds 3 e 5 meses, houve elevacdo da PA média no grupo SHR (>170 mmHg),
enquanto que o grupo WKY permaneceu normotenso (LI et al., 2019).

Ainda nesse contexto, tém sido crescentes 0 numero de estudos que utilizam a medida
de pressdo arterial ndo invasiva por serem de menor risco e por permitirem medidas seriadas de
um mesmo animal.

No presente estudo utilizamos a medida da PA pelo método pletismografico de cauda e
encontramos valores de pressdo arterial sistélica tanto no grupo controle (109,63 + 20,53
mmHg), como no grupo SHR (160,0 £ 20,09 mmHg) com 22 semanas de vida, semelhante ao
que outros estudos tém documentado.

Um estudo recente, cujo objetivo era estimar a protecdo gerada por extrato de semente
contra lesbes em ratos diabéticos e hipertensos, avaliou a PA através de método nédo invasivo,
por meio da pletismografia de cauda em ratos WKY e SHR ap0s 15 semanas de idade, observou
no grupo controle uma média de PA de 129,8 £ 5,8 mmHg e no grupo SHR de 204,7 + 5,8
mmHg (CORDEIRO et al., 2017).

Reforcando esses achados, outro estudo, acompanhando a evolugédo da PA pelo método
pletismogréafico de cauda, observou no grupo WKY uma variacéo de PA de <100 a >120mmHg
durante os 6 meses do estudo, enquanto que para o grupo SHR, houve crescimento gradual nos
niveis pressoricos durante todos os meses avaliados, com os valores pico entre 0 5° e 0 6° meses,
variando entre >180 a >190mmHg (ZHANG et al., 2019).

Desta forma, observamos que na literatura existem algumas varia¢es quanto aos niveis
pressoricos encontrados, principalmente influenciados pela idade e metodologia utilizada. No
entanto, em nosso estudo, constatamos maiores valores da PAS dos animais SHR, com valores

semelhantes ao que é descrito em alguns estudos nessa idade.

5.2 Métodos de Imagem

5.2.1 Ecocardiograma

Para a realizacdo desse estudo foram empregadas medidas ndo invasivas da funcéo
sistélica e da estrutura ventricular esquerda, por meio da ecocardiografia transtoracica de alta
resolucéo espacial, empregando-a de forma a contribuir para o entendimento do curso natural
da doenca.

Alguns estudos hemodinamicos em ratos utilizam técnicas invasivas, resultando na

perda do animal e impedindo seu acompanhamento longitudinal. O desenvolvimento de
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técnicas ecocardiograficas ndo invasivas permite a analise anatdbmica da geometria do
ventriculo esquerdo, espessura da parede, massa e volume (LITWIN et al., 1994; LITWIN et
al. 1995) e avaliacdo da funcao sistolica e diastolica e, possibilita, ainda, o estudo dos fluxos
valvares por meio da utilizacéo de técnicas de Doppler. Por ser um procedimento ndo invasivo,
de baixo custo operacional e alta resolucéo espacial, favorece o estudo da funcdo cardiaca no
mesmo animal, proporcionando o acompanhamento de eventos tanto naturais, quanto
patoldgicos (BRILLA et al. 1996; DERUMEAUX et al., 2002; SLAMA et al., 2003,
MATHIAS JUNIOR., 2009).

Dentre os parametros de avaliagdo do ecocardiograma, a FEVE é de fundamental
importancia pois reflete a funcéo cardiaca, podendo predizer prognosticos de acordo com seus
referidos valores, por ser um importante marcador fenotipico, tanto clinico quanto experimental
(FAYSSOIL; TOURNOUX, 2013).

Estudos apontam que animais SHR no inicio da evolugdo da doenga ndo apresentam
alteracOes na fracdo de ejecdo, sugerindo que a reducdo da FEVE € caracteristica de uma fase
mais tardia da hipertensdo (ZHANG et al., 2016; PIRES et al., 2014), indo ao encontro de
nossos achados, uma vez que ndo documentamos diferenca significativa nos valores da FEVE
entre 0s grupos experimentais estudados.

PIRES e colaboradores (2014), avaliaram a FEVE de animais controles e SHR e
documentaram valores superiores aos encontrados por nos (75 + 8% e 75 + 12%,
respectivamente). No entanto, do mesmo modo, nossos resultados ndo evidenciaram diferenca
significativa entre os grupos (PIRES et al., 2014).

Para avaliacdo da estrutura e geometria ventricular esquerda, por meio de
ecocardiografia, foram observados os resultados referentes as medidas do diametro diastdlico
final do ventriculo esquerdo (DDFVE) e do didmetro sistolico final do ventriculo esquerdo
(DSFVE) (MATHIAS JUNIOR, 2009). Vale ressaltar a importancia do estudo dessas variaveis,
uma vez que a hipertrofia ventricular esquerda é um importante marcador prognostico de
morbimortalidade cardiovascular (VAKILI; OKIN; DEVEREUX, 2001; BREGAGNOLLO et
al., 2007) e para sua quantificacdo sdo necessarias as medidas da espessura do septo
interventricular (SI1V), do DDFVE e da parede posterior do ventriculo esquerdo (PPVE), que
foram obtidas por meio do modo M (EGEMNAZAROQV et al. 2015).

Randriamboavonjy e colaboradores (2016) relataram, ap6s 16 semanas de
acompanhamento, que ratos SHR apresentaram aumento da espessura das paredes anterior e
posterior do ventriculo esquerdo, do SIV e ER da parede ventricular, confirmando o

desenvolvimento da hipertrofia do ventriculo esquerdo neste modelo. O mesmo foi observado
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em ratos mais jovens, de 12 semanas (BRADIC et al., 2019), bem como em ratos SHR de 20
semanas (CHIANG et al., 2018; DEL MAURO et al., 2020).

Em nosso estudo, foram documentados aumento da espessura do SIV em sistole, e em
diastole, e diminuicdo do DSFVE no grupo SHR, em comparacdo ao grupo de normotensos,
conforme esperado, devido ao inicio da fase de hipertrofia do tipo concéntrica no grupo SHR,
documentando, dessa forma, o remodelamento cardiaco induzido pelos elevados niveis
pressoricos dos animais. Além disso, apesar das variaveis IMVE e ER ndo se apresentarem
significativamente diferentes entre os grupos estudados, os valores encontrados revelam
aumento da parede ventricular, atestando a fase inicial de hipertrofia do ventriculo esquerdo,
do tipo concéntrica, induzida pela patologia hipertensiva.

Sabe-se que a hipertrofia cardiaca € um importante processo patologico envolvido no
remodelamento cardiaco, servindo inicialmente como um mecanismo compensatorio para
preservar o débito cardiaco (BROOKS et al., 2010; THAM et al., 2015). O remodelamento
cardiaco pode ser considerado o primeiro passo na sequéncia de respostas adaptativas do
coracao ao estresse, causado por um grande namero de condicGes patoldgicas, nesse caso, COmo
alteracdes de cargas de volume e pressao (WU et al., 2017), podendo este ser regulado por uma
combinacdo de respostas de midcitos e ndo midcitos as vias mecanossensiveis, que podem
exacerbar os gatilhos fisicos da remodelacdo cardiaca, por estarem associadas com alteracdes
crénicas na hemodinamica, formato da camara e mecéanica miocardica (MANN, 2005;
AZEVEDO et al., 2016).

Em estudo avaliando, in vivo, 0 metabolismo cardiaco e funcdo miocardica de ratos SHR
com 15 semanas de idade por ressonancia magnética, observou-se uma hipertrofia do VE com
remodelamento compensatério, em resposta a HA com funcgdo cardiaca preservada, por
apresentar aumento da massa do VE, volume sistdlico e diastdlico final elevados, FC reduzida
e, por conseguinte, DC e FEVE preservados quando comparados aos grupos controles Wistar
kyoto (DODD et al., 2012; PARZY et al., 2003).

Assim sendo, ressaltamos que o coracdo € composto, fundamentalmente, por midcitos,
vasos e matriz intersticial colagena, contribuindo para a forma e fungéo cardiaca. No entanto,
o0 desequilibrio desses compartimentos reflete o processo de remodelagdo miocéardica estando
associado diretamente a disfungéo cardiaca (SPADACCIO, 2015). Na pratica clinica observa-
se a hipertrofia mais frequentemente associada a sobrecarga hemodinamica imposta pela HA,
ou aumento de volume que se deve pelo aumento de sarcdmeros em série, associado ao
deslizamento de feixes de midcitos, caracterizando a hipertrofia excéntrica; porém, na

sobrecarga de pressdo, encontrada no nosso estudo em fase inicial, ha estimulo para sintese de
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sarcomeros em paralelo com o aumento da espessura da parede ventricular, caracterizando a
hipertrofia concéntrica (DEVEREUX, 2000; CIARDULLO et al., 2004).

Este remodelamento do tecido cardiaco € regulado por varios tipos de células, incluindo
cardiomidcitos, fibroblastos, células endoteliais, células do musculo liso perivascular e células
hematopoiéticas no qual as células endoteliais constituem a maioria dos ndo cardiomiocitos no
coragdo e estdo envolvidas em multiplas respostas regulatérias e patoldgicas no miocérdio que,
nesse caso, sao uma resposta a hipertrofia induzida por sobrecarga de presséao, a expressdo das
subunidades de integrinas (proteinas transmembrana que facilitam a transmissao de forcas entre
o interior e exterior dos midcitos cardiacos e formam dimeros com subunidades a ¢ B), al, a5
e Bl aumentam (SPADACCIO, 2015).

Em adicéo, é sabido que o aumento desproporcional da matriz coldgena pode ocasionar
disfuncdo miocardica pela diminuicdo da complacéncia ventricular, bem como pela
modificacdo da geometria cardiaca (JANICKI, 1992). Associado a isso, 0 crescimento ndo
proporcional da densidade de vasos, que ocasiona diminui¢do da reserva coronariana, com
potencial déficit de oxigenacdo e de nutrientes para 0 midcito, pode ser determinante para a
evolucdo da disfuncdo ventricular. Dessa maneira, o colageno intersticial miocardico, associado
ou ndo a isquemia relativa, é o principal evento que promove a disfuncdo miocérdica,
notadamente a disfuncdo diastolica observada na hipertrofia cardiaca (BRILLA;
MATSUBARA, WEBER, 1996; MATSUBARA et al., 1997).

5.2.2 Cintilografia de Perfusdo Miocéardica

5.2.2.1 Estresse Farmacoldgico - Dobutamina

Exames sob estresse sdo comuns na pratica clinica. Dentre eles, inclui-se
ecocardiografia sob estresse, cintilografia de perfusdo miocéardica, ressonancia magnética
cardiaca e tomografia computadorizada do corac¢do, com o intuito de investigar pacientes com
doencas cardiovasculares, podendo ser usados com o proposito de buscar isquemia miocardica,
avaliar doencas valvares, medir a viabilidade miocardica e avaliar a reserva contratil miocardica
(ARMSTRONG et al., 1998).

Dentre 0s agentes que geram o estresse farmacoldgico, o cloridrato de dobutamina é um

agonista do receptor B1 seletivo, aplicado em via intravenosa, que resulta nos principais efeitos
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do aumento do volume sistélico, débito cardiaco, frequéncia cardiaca e PA e, ainda, diminuigéo
na resisténcia periférica total (ARMSTRONG et al., 1998).

Em relacdo ao trabalho cardiaco frente ao estimulo com o cloridrato de dobutamina,
constatamos que a resposta foi semelhante para ambos 0s grupos experimentais, com
incremento expressivo e significativo da FC basal para o pico do estresse (Gréafico 3).

Dessa forma, utilizamos a monitorizagdo da FC para verificar a eficicia do estresse
farmacoldgico gerado no miocérdio, guiando o momento da injecdo do radiofarmaco. E
importante ressaltar que a infusdo da dobutamina nas doses estudadas (25 pg/kg/min) também
provoca o aumento dos niveis de PA e, consequentemente, do duplo produto, tanto de animais
Kyoto, como de SHR. No presente estudo ndo foi possivel aferir a PA durante o estresse
farmacoldgico da dobutamina, para realizacdo da cintilografia de perfusdo miocardica devido a
impossibilidade estrutural do laboratério de medicina nuclear. No entanto, nosso grupo de
pesquisa conduziu um estudo em paralelo, utilizando os mesmos modelos do presente estudo,
com a mesma idade e estimulos e documentamos o aumento significativo do trabalho cardiaco
com o protocolo por nés utilizado.

Estudos prévios tém usado o estresse com dobutamina para avaliacdo ecocardiografica.
Plante e colaboradores (2005) estudaram 15 ratos Wistar kyoto, adultos e saudaveis, quando
dois protocolos de infuséo de dobutamina foram realizados. O primeiro teve a infuséo de
dobutamina via intravenosa a uma taxa constante de 10 pug/Kg/min, até o platé ser atingido na
FC por pelo menos 2 minutos (n=10). O segundo protocolo ocorreu com doses progressivas
crescentes de dobutamina (5, 10 e 20 pg/Kg/min), sendo cada dose infundida por 4 minutos
antes da imagem (n=>5), estando este mais préximo aos protocolos usados na pratica clinica. Os
autores também observaram um aumento constante na FC (de 349 + 12 bpm para 424 + 4 bpm),
apos infusdo e aumento da pressao arterial sistolica a infusdo de dobutamina, depois de apenas
1 minuto no primeiro protocolo e apresentando comportamento semelhante para o segundo
protocolo (PLANTE et al., 2005).

Outro estudo buscou caracterizar o uso de dobutamina em ecocardiografia em roedores
para avaliacdo farmacoldgica de seguranca pré-clinica, usando 14 ratos controles com idade
entre 9 a 10 semanas, anestesiados com isoflurano inalatério 3% e cloridrato de dobutamina 25
pg/mL, bem como aplicacédo de veiculo como comparagéo. Os achados demonstraram aumento
significativo da FC, quando comparado ao veiculo (TONTODONAT et al., 2011).
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5.2.2.2 Estudo da Perfusao Miocéardica

O principal foco de investigacdo do nosso estudo foi a caracterizacdo da perfusao
miocardica em animais SHR. Demonstramos, de maneira original, a presenca de areas com
déficit perfusionais difusos nas paredes ventriculares de animais SHR. Para tal, avaliamos as
areas de defeitos de perfusdo de maneira ndo invasiva, empregando a cintilografia miocéardica
de perfusdo com Sestamibi-Tc99m pelo método de SPECT de alta-resolucao (mini-SPECT).

Diante da necessidade de obtencéo de imagens de perfusdo miocardica pelo método
cintilogréfico, com resolucdo espacial em torno de 2 mm, que representa uma resolugdo 10
vezes maior do que a obtida por uma gama-camara convencional de uso clinico, o grupo de
pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP) desenvolveu um sistema
de aquisi¢do de imagens de SPECT de alta resolu¢do baseado em um colimador “pinhole” €
um sistema rotacional de suporte para pequenos animais, que sao adaptados a uma gama camara
de uso clinico (MENJA et al., 2010).

As imagens obtidas de estudos anteriores utilizando este sistema demonstram que 0
método apresentou elevada resolucdo espacial e as imagens de perfusdo miocardica, obtidas em
ratos controles e submetidos a infarto miocardico experimental, apresentaram qualidade
comparavel as imagens obtidas em humanos, permitindo a visualizacdo das paredes e da
cavidade ventricular esquerda. Adicionalmente, foi possivel observar que a medida da extensao
e da topografia dos defeitos perfusionais apresentaram forte correlacdo com as areas de infarto
avaliadas na histopatologia (OLIVEIRA et al., 2013).

Apos busca extensiva da literatura médica cientifica, ndo encontramos, até o momento,
estudos que utilizaram o mesmo sistema de aquisi¢cdo de imagens de alta-resolugdo (mini-
SPECT) em modelo de SHR. Vale ressaltar que do mesmo modo ndo ha estudos que tenham
adquirido imagens cintilograficas de estresse em pequenos animais.

Dessa forma, ao empregarmos essa metodologia, obtivemos a avaliacdo da perfuséo
miocardica em repouso e estresse, apresentando alguns defeitos de perfusdo reversiveis no
modelo SHR, com 22 semanas de idade.

Os achados do presente estudo evidenciam defeitos de perfusdo reversiveis distribuidos,
de forma difusa, ao longo de todo o ventriculo esquerdo, sugerindo que o mecanismo causador
desse déficit perfusional seja um dano na microcirculagdo e ndo em grandes vasos coronarios.

Estudos clinicos com populacgdes de diversas idades com diagnostico de HA apresentam

evidéncias do envolvimento mais prevalente da microcirculacdo coronédria com doenga
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isquémica do coracdo (FEIHL et al., 2006; BRUSH et al., 1988), podendo ainda ser mais
prevalente nas mulheres (ROSENBAUM et al., 2016).

O dano na microcirculacdo pode ocorrer por fatores intrinsecos (disfuncdo endotelial),
ou extrinsecos, uma vez que quando a massa do VE aumenta, resultando na hipertrofia dos
cardiomidcitos, ha um aumento na demanda de oxigénio, sem que ocorra aumento do nimeros
de capilares, promovendo uma incompatibilidade resultante de capilares e midcitos,
caracterizando uma densidade capilar relativamente reduzida; ou seja, na medida em que a
demanda de oxigénio aumenta, a perfuséo € incapaz de compensar essa sobrecarga indicando a
disfung@o microvascular coronariana (BACHE, 1988).

De acordo com nossos resultados, ndo foi possivel evidenciar correlagdes entre a
isquemia e o remodelamento ventricular. Esse achado pode ser decorrente da fase inicial do
remodelamento adaptativo do VE, apresentando uma hipertrofia ventricular ainda discreta.

Estudos clinicos demonstram que a isquemia miocardica microvascular esta presente na
maioria dos casos em que ha manifestacdo da hipertrofia ventricular esquerda, podendo estar
associada com a auséncia ou presenca de DAC, havendo evidéncias quanto a reducdo da reserva
de fluxo coronario, subendocérdica e isquemia microvascular em todos os niveis da HA
(LAINE et al., 1998; DIEZ; FROHLICH, 2010).

Por outro lado, em um estudo clinico realizado com 48 pacientes hospitalizados,
diagnosticados com HA e DAC, submetidos ao estudo de perfusdo miocérdica, 0s
pesquisadores observaram que quanto maior foi o grau de defeito nas imagens de perfuséo
miocardica, maior foi a hipertrofia do VE. Neste estudo os autores encontraram associacdo da
hipertrofia ventricular apenas naqueles pacientes que possuiam defeitos graves no estudo de
perfusdo miocéardica (NAWATHE et al., 2013).

Em nosso estudo, os defeitos perfusionais reversiveis encontrados nos animais
hipertensos foram de leve a moderado. Vale salientar que ndo documentamos nenhum defeito
grave, o que pode justificar o ndo aparecimento das correlacfes esperadas.

E sabido que uma das consequéncias da sobrecarga pressorica na HA é a hipertrofia do
ventriculo esquerdo, acompanhada por alteragdes de perfusdo miocardica, principalmente
devido ao aumento da resisténcia vascular coronariana (FERREIRA FILHO, 2012), podendo,
desta forma, refletir em menor fluxo de nutrientes e oxigénio para o tecido cardiaco, resultando
em menor funcédo cardiaca (CHRYSOUHOOU et al., 2003). Desse modo, podemos levantar a
hipbtese de que um estudo longitudinal que utilize este mesmo modelo experimental, no entanto
avaliando os animais em uma fase mais avancada da doenga, poderia evidenciar maiores

correlagdes entre os defeitos isquémicos e a hipertrofia ventricular.
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Nossos resultados evidenciaram, também, que o grupo SHR apresentou uma extenséo
de defeitos significativamente maior do que o grupo controle, variando em relacdo a gravidade
destes que ficou entre leve e moderado nas paredes ventriculares basais, médio ventriculares e
apicais.

Como ja destacado anteriormente, documentamos, através do ESD, que a presenca dos
defeitos reversiveis no grupo SHR foi significativamente maior quando comparada ao GC. Os
defeitos isquémicos presentes no grupo SHR estenderam-se nos segmentos basais (1-6), médio
ventriculares (7-12) e apicais (13-17), quais sejam: anterior basal, antero septal basal, infero
septal basal, inferior basal, infero lateral basal, &ntero lateral basal, anterior médio, antero septal
médio, infero septal médio, infero lateral médio, antero lateral médio, antero apical, septo apical
e apice.

Como ndo ha estudos prévios de perfusdo miocardica, utilizando técnica de imagens
cintilogréficas, em animais SHR, comparamos, por extrapolacao, outros estudos que utilizaram
a mesma metodologia em outros modelos experimentais; porém, apenas com imagens em
repouso.

Tanaka e colaboradores (2017), documentaram defeitos de perfusdo difuso envolvendo
0s segmentos apical, anterior-basal, septo anterior-basal, septo basal inferior e médio inferior,
em hamsters chagasicos, doenga que também cursa com comprometimento da microcirculagéo
coronaria (TANAKA et al., 2017). Utilizando este mesmo modelo experimental, Oliveira e
colaboradores (2018), evidenciaram defeitos perfusionais difusos, envolvendo 27,7 + 19 % do
ventriculo esquerdo de hamsters chagasicos com 10 meses de infeccdo (OLIVEIRA et al.,
2018).
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo documentaram, pela primeira vez, a presenca de
defeitos perfusionais reversiveis, pelo método cintilografico in vivo, em modelo experimental
de hipertensé&o arterial cronica com ratos SHR.

As imagens ecocardiograficas mostraram um remodelamento ventricular, no grupo SHR
com 22 semanas de vida, associado a funcéo cardiaca preservada, caracterizando a fase inicial
da cardiopatia hipertréfica, secundéria a hipertensao arterial.

Na fase da evolucdo da doenca em que os animais foram estudados, ndo foi possivel
documentar correlacdo significativa entre os defeitos de perfusdo miocardica e o

remodelamento ventricular.
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