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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica esta relacionada ao risco elevado de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares, pois leva a alteracdes vasculares e a disfuncéo
endotelial. Neste trabalho investigamos os efeitos do tratamento com benazepril e a
L-arginina, isoladamente e em combinacéo sobre a Pressao Arterial Sistélica (PAS) e
reatividade vascular em anéis aorticos. A hipertensdo renovascular foi induzida em
ratos Wistar por reducédo do fluxo na artéria renal esquerda com um clipe de prata. Os
animais foram divididos em Sham, 2 Rim, 1 Clipe (2R1C), 2R1C + L-arginina (L-ARG),
2R1C + Benazepril (Ben) e 2R1C + L-arginina + Benazepril (L-arg+Ben), o tratamento
foi por 21 dias. Durante 4 semanas, a PA dos ratos foi monitorada e apos foi retirado
0s anéis da aorta toracica onde foi avaliado a vasoconstricdo e relaxamento
dependentes e independentes do endotélio. O grupo L-arg+Ben reduziu a PA e a
resposta contratil a fenilefrina e aumentou o relaxamento a acetilcolina. A remocéo e
a incubagcdo do endotélio com o éster metilico da N-nitro-L-arginina (L-NAME)
aumentaram a resposta a fenilefrina em todos os grupos, mas o efeito foi maior no
grupo L-arg + Ben. Utilizamos um ensaio de deteccao in situ de NO mensurada pela
sonda DAF-2 fluorescente. A hipertensdo 2R1C reduziu a producdo de NO in situ,
guando comparado ao grupo Sham, por outro lado, o grupo L-arg+Ben apresentou
maior producéo de NO. A analise da fluorescéncia produzida pelo Dihidroetideo - DHE
na artéria aorta revelou um aumento da producdo de EROs nos animais 2R1C e os
tratamentos com L-arg, Ben e L-arg+Ben foram efetivos em reduzir seus valores de
fluorescéncia normalizados, corrigindo o aumento da producédo de EROs nas artérias
gerado pela hipertensdo 2R1C. Em concluséo, L-arg + Ben combinado foi eficaz na
reducado da presséo arterial e na prevencao da disfuncéo endotelial nos anéis adrticos
de ratos hipertensos 2R1C. Os mecanismos responsaveis parecem estar
relacionados a modulacao do sistema renina-angiotensina local, que esta associado

a reducao do estresse oxidativo endotelial e no aumento da producédo de 6xido nitrico.

Palavras-chaves: hipertensdo 2R1C, benazepril, L-arginina, SRAA e estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension is related to a high risk of developing cardiovascular
diseases, as it leads to vascular changes and endothelial dysfunction. In this article we
investigate treatment with benazepril and L-arginine, alone and in combination, on
Systolic Blood Pressure (SBP) and vascular reactivity in aortic rings. Hypertension was
induced in male Wistar rats by severing the left renal artery. The animals were divided
into groups: Sham, 2-kidney 1 clip (2K1C), hypertension, 2K1C + L-arginine (L-ARG),
2K1C + Benazepril (Ben) and 2K1C + L-arginine + Benazepril (L-arg + Ben), the
treatments were for 21 days. For 4 weeks, BP was monitored and endothelium-
dependent and endothelium-independent vasoconstriction and relaxation were
assessed in aortic rings. L-arg + Bem reduced BP and contractile response to
phenylephrine and improved acetylcholine relaxation. Removal and incubation of the
endothelium with N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) increased the response to
phenylephrine in all groups, but the effect was greater in the L-arg + Ben group. We
used an in situ detection assay of NO measured by the DAF-2 fluorescent probe. 2K1C
hypertension reduced in situ NO production when compared to the Sham group.
However, the L-arg + Ben group showed higher NO production. The analysis of the
fluorescence produced by Dihydroethide - DHE in the aorta artery revealed an increase
in the production of ROS in 2K1C animals and that treatments with L-ARG, BEN and
L-ARG+BEN were effective in reducing their normalized fluorescence values,
correcting the increased production of ROS in arteries generated by 2KI1C
hypertension. In conclusion, combined L-arg + Ben was effective in lowering blood
pressure and preventing endothelial dysfunction in the aortic rings of 2K1C
hypertensive rats. The responsible mechanisms seem to be related to the modulation
of the local renin-angiotensin system, which is associated with a reduction in
endothelial oxidative stress and an increase in nitric oxide production.

Key words: 2K1C hypertension, benazepril, L-arginine, RAAS and oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVs) tem liderado as estatisticas de
morbimortalidade do mundo moderno, sendo a principal causa de mortes,
hospitalizacdes e atendimentos ambulatoriais, matando mais do que qualquer outra
doenca (GBD, 2017).

Entre as DCVs, temos o infarto agudo do miocardio (IAM), o acidente vascular
encefalico (AVE), insuficiéncia cardiaca, doenca arterial periférica e doenca renal
cronica, que estdo associadas a fatores comportamentais, como o uso de tabaco, a
alimentacdo ndo saudavel, o consumo de alcool, o sedentarismo, a obesidade, a
hipertensao arterial sistémica (HAS), a hipercolesterolemia e o diabetes, e estes, por
sua vez, moldados por particularidades étnicas e culturais (MINISTERIO DA SAUDE,
2014; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2020).

Taxa de Mortalidade no Brasil por DCVs

IAM
IRC

Figura 1 Taxa de Mortalidade no Brasil por DVC e distribuicdo por causas no ano de 2017. HAS:
Hipertensdo Arterial Sistémica; AVE: Acidente Vascular Encefalico; IAM: Infarto Agudo do Miocardio;
IRC: Insuficiéncia Renal Crbnica. Fonte: Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo, 2020.

As complicacbes da HAS (cardiacas, renais, vasculares e AVE) contribuem
direta ou indiretamente para o elevado percentual de mortes por DCV. Conforme
observado na figura 1, em 2017 ocorreram 1.312.663 0Obitos no Brasil, dos quais 10%
estavam relacionados a HAS. Vale ressaltar que a HAS mata mais por suas lesdes
nos 6rgdos-alvos (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2020).
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1.2 Hipertenséo Arterial Sistémica

A HAS é uma doenca crénica ndo transmissivel sendo definida como o
resultado do descontrole crénico da presséo arterial, que se mantém com valores
pressoricos 2140 e/ou 90 mmHg, que alteram de forma complexa as estruturas e
funcdes dos orgaos-alvo. Ela é responsavel por 45% das mortes por doencas
cardiovasculares no mundo. Em 2017, 69% dos pacientes norte-americanos que
tiveram seu primeiro episédio de infarto, tinham HAS. Além da diminuicdo da
produtividade laboral e renda familiar, a HAS tem impactos grandiosos nos custos
meédicos e socioecondmicos, devido a alta frequéncia de internacbes (GBD, 2017,
DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2020).

Por ser uma doenca crénica, a HAS levara a lesdo dos vasos sanguineos dos
orgdos alvos, tais como coracdo, rins, cérebro, entre outros (BRUNNER &
SUDDARTH, 2015).

Com relacdo aos fatores de risco para a HAS podemos destacar os fatores
genéticos, ambientais, vasculares, hormonais, renais e neurais. Os principais
mecanismos envolvidos na HAS séo a constricdo vascular e a disfuncao endotelial. A
hipertrofia da parede vascular encontrada em individuos hipertensos leva ao aumento
da resisténcia vascular periférica e consequentemente ao aumento da contratilidade
da musculatura lisa dos vasos (NOBRE et al., 2013; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO, 2020).

Apesar de muitos esforcos para desvendar os mecanismos relacionados na
patogénese da HAS eles ainda ndo sdo bem compreendidos e, ha maioria dos casos,
nao resulta apenas de uma Unica causa, sendo esta doenca classificada de dois tipos:
hipertenséo arterial essencial ou primaria e hipertensdo secundaria. A hipertensao
essencial, considerada como uma doenca complexa e multifatorial, resultante da
interacdo entre diversos fatores genéticos e ambientais, sendo responsavel por
acometer cerca de 90 a 95% das pessoas hipertensas e a sua manifestacdo ndo pode
ser atribuida a existéncia de outra doenca precedente (BOLIVAR, 2013;
MONTEZANO, 2012). J4 a HAS secundaria atinge cerca de 10 a 20% dos individuos
hipertensos e esta associada a outros distlrbios como, por exemplo, aldosteronismo

primario, feocromocitoma (um tumor neuroenddcrino das glandulas supra-renais ou
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outros tecidos neuroenddcrinos) ou estenose da artéria renal (hipertenséo
renovascular) (PRAXEDES, 2002; KHANGURA et al., 2013; DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2020).

1.3 Hipertensdo Renovascular

A hipertensdo renovascular € uma das principais causas de hipertensao
secundéria e resistente ao tratamento. A sua prevaléncia é estimada em 2% dos
hipertensos, mas a sua prevaléncia pode chegar a 6,8% na populagcdo com 65 anos
ou mais e 5,8% nos casos de hipertensdo secundaria em adultos jovens
(HERRMANN, 2018).

A hipertensao renovascular € uma condicdo secundéria gerada pela estenose
e/ou oclusdo parcial de uma artéria renal ou ambas, podendo estar associada a
doencas ateroscleréticas. E muito comum o aumento da pressdo arterial sanguinea
em pacientes com doenca renal cronica e com hipertensdo renovascular, e
normalmente o0s pacientes sao resistentes a tratamentos farmacolégicos
(KHANGURA et al., 2013).

O modelo experimental dois rins, um clipe (2R1C) € um modelo classico de
hipertensdo renovascular que foi desenvolvido por Goldblatt e colaboradores em
1934. O modelo consiste na obstrucédo parcial de uma das artérias renais com um
clipe de prata (GUAN et. al., 1992; GUIMARAES et. al., 2010).

Esse modelo é dependente da ativacdo do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) e apontam trés fases para o desenvolvimento da hipertens&o. Na
fase | com a implantacdo do clipe de prata na artéria renal esquerda ocorrera a
estenose renal, levando ao aumento dos niveis pressoricos e da atividade plasmatica
da renina. A renina liberada pelas células justaglomerulares atuara sobre o
angiotensinogénio, formando a Angiotensina | (Ang 1), que apos perder 02
aminoacidos terminais € convertida em Angiotensina Il (Ang Il) pela agdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA). Ja a fase Il tera o seu inicio entre cinco e oito
semanas ocorrendo a diminuicdo nas concentracées de renina e aumento da
sensibilidade a Ang Il, que contribui para a retencédo de agua e sodio, e a presséo

normalmente para de aumentar e se mantém os niveis hipertensivos. Na fase Il os
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niveis pressoricos permanecem elevados, por meio de mecanismos ainda nao
esclarecidos, sendo que fatores neurogénicos e humorais, disfuncéo endotelial,
alteracdo da atividade barorreflexa e secrecdo de substancias pressoricas estdo
relacionadas (DAVIS, 1977; NAVAR et al., 2002; GUIMARAES, et. al., 2010).

Alguns estudos demonstraram que o aumento da Ang Il e da aldosterona, no
modelo 2R1C, pode levar a modificaces vasculares funcionais e estruturais, incluindo
a disfuncao endotelial, hipertrofia e deposicdo de matriz extracelular. Essas alteracdes
sdo causadas principalmente pela elevacdo do anion superoxido (O,") e do up-

regulation das metaloproteinases de matriz (CERON et. al., 2010).

A Ang Il € um peptideo multifuncional que possui inUmeras a¢des nos vasos
sanguineos, nos sistemas renal e nervoso. Quando o SRAA ¢ ativado de maneira
exacerbada, como acontece na hipertenséo renovascular, isso produz efeitos nocivos
aos rins, podendo contribuir para uma perda da funcéo renal, devido a constricdo das
arteriolas renais, levando ao aumento na resisténcia vascular periférica ou renal,
aumentos da pressao dos capilares glomerulares, quadros de proteinuria e aumento
do estresse oxidativo, via ativacdo da Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
NADPH oxidase. No musculo liso vascular, a tirosina quinase Src regula a atividade
da NADPH oxidase estimulada pela Ang Il. Essa ativacao leva a disfuncéo endotelial,
proliferacdo de células mesengiais, processos inflamatérios e profibréticos devido a
fosforilacdo da Src (ROSCIONI, 2013).

O tbnus do musculo liso vascular é um fator determinante da resisténcia
vascular e a sua regulacédo é realizada pelos fatores derivados do endotélio, presséo

sanguinea, inervacao e por estimulos hormonais (LINCOLN et. al., 2001).

Alguns estudos vém demonstrando que o SRAA hiperativo altera
negativamente a integridade do musculo liso vascular e do endotélio vascular. Estas
alteracOes estao relacionadas a reducéo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e
a producéo de radicais livres (SUN, 2010).

1.4 Endotélio Vascular

O endotélio vascular € um conjunto de células altamente ativas, que pode ser

controlado atraves de estimulos quimicos e fisicos. Conta com uma vasta distribuicéo,
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contribuindo para a realizacdo de diversas funcdes relacionadas a homeostase

vascular (Furchgott et. al., 1980).

Um endotélio vascular saudavel é caracterizado pelo equilibrio de agentes pré
e antioxidantes, vasodilatadores e vasoconstritores e moléculas pré e anti-
inflamatoérias (DONATO et al., 2009). Dentre as substancias vasoconstritoras estao: a
Ang Il (SKEGGS et al., 1954), o anion superoxido (RUBANYI; VANHOUTTE, 1986), a
Endotelina-1 (ET-1) (YANAGISAWA et al.,, 1988), e produtos derivados do acido
araquidonico como Prostaglandinas H2 (PGH2) e Fza (PGF2a) e 0 Tromboxano A2
(TXA2) (FROLICH; FORSTERMANN, 1989).

Na célula muscular lisa vascular (CMLV), para que ocorra a contracao é
necessario um aumento da concentragdo de Ca?* citosoélico, gerada através do influxo
deste ion por meio de canais de Ca?* operados por voltagem (VOCs), por estoque
(SOC), por receptores (ROCs), ou ativados pelo estiramento (SAC), e também pela
liberacdo de Ca?* de estoques intracelulares (reticulo sarcoplasmatico) (BLAUSTEIN;
HAMLYN, 2010; GHOSH et al., 2017; KIM et al., 2008)

Apos a ligacédo do Ca?* a Calmodulina sera formado o complexo Ca?*- CaM que
ativa a quinase de cadeia leve de miosina (MLCK), responsavel por fosforilar a cadeia
leve da miosina (MLC2o), permitindo que a cabecga da miosina se ligue ao filamento de
actina e promova a contracdo (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). Essa contracéo
pode ser mediada por acoplamento eletromecanico ou farmacomecanico
(LAMOUNIER-ZEPTER; BALTAS; MORANO, 2003).

Como exemplo de acoplamento eletromecénico, temos a contracao promovida
pelo KCI através da despolarizacdo da membrana, onde o aumento da concentracao
de K* extracelular, promove influxo de Ca?* para dentro da CMLV através da abertura
de canais de Ca?* operados por voltagem tipo L (VOCC). O KCI também age como

sensibilizador de calcio na contracdo do musculo liso (RATZ et al., 2005).

Um exemplo de acoplamento farmacomecéanico € a contracdo a Fenilefrina.
Esta se liga ao receptor a1-adrenérgico acoplado a uma proteina G que ativa a
Fosfolipase C (PLC), que por sua vez estimula a sintese de IP3 e DAG. O IP3 age nos
receptores IP3R no reticulo sarcoplasmatico promovendo a liberacdo de Ca*?

intracelular. O DAG ativa a proteina quinase C (PKC) que promove a abertura de
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canais de Ca*?> na membrana, aumenta a sensibilidade das proteinas contrateis ao
Ca*? e fosforila a cadeia leve da miosina (MLC20). Além disso, o aumento do Ca*?
intracelular ativa a quinase de cadeia leve da miosina (MLCK) promovendo contragao
do MLV. Outros exemplos de agonistas contrateis sdo a norepinefrina, endotelina,
angiotensina Il e a serotonina (BARANY, 1996; FUKATA et al., 2001).

As substancias vasodilatadoras produzidas no endotélio sao: fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), Prostaciclinas e NO, sendo esse o
principal vasodilatador produzido e um dos mais importantes na regulacdo do ténus
vascular (MONCADA et. al, 1991).

O NO é um radical livre, inorganico, gasoso, altamente reativo, 0 que permite
sua difusdo facilmente pelas membranas celulares levando a vasodilatagdo. Ele
também esta envolvido na regulacdo do crescimento celular, além de possuir acéo
inibitoria sobre a adeséo e agregacao plaquetaria (MONCADA et. al,1991; CANNON,
1998).

O NO é produzido nas células endoteliais a partir da acao de alguns agonistas
como a acetilcolina (ACh), bradicinina, adenosina difosfato (ADP), substancia P ou
pelo efeito de cisalhamento ou shear stress. Esses agonistas vao levar ao aumento
de Ca*? intracelular, que por sua vez ativa a enzima 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), transformando a L-arginina em NO e L-citrulina. Essa reacdo é dependente
de oxigénio e alguns cofatores como a NADPH, Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD),
Flavina Mononucleotideo (FMN) e Tetrahidrobiopterina (BH4) (SAHRAWAT;
CHATTERJEE, 2016).

Apbs a sua producgédo, o NO se difunde para o musculo liso vascular onde ativa
a enzima guanilato ciclase (GC), levando ao acumulo de monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) através de sua acao sobre o trifosfato de guanosina (GTP), induzindo
a diminuicdo do Ca*? intracelular nas células do musculo liso vascular e
consequentemente ao relaxamento (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

Em algumas situacdes clinicas como a HAS e a aterosclerose, o endotélio
vascular exibe um estresse oxidativo excessivo e uma diminuicdo da
biodisponibilidade do NO, que s&o caracteristicas da disfuncdo endotelial. (LEAL et.
al., 2015; BALARINI et. al., 2013; DIAS et. al., 2014).
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O estresse oxidativo vem sendo apontado como um importante componente na
fisiopatologia das DCV, bem como na promocéao de seus agravos (MONTERA, 2007,
KUROKAWA et al., 2011).

1.5 Disfuncgao endotelial e estresse oxidativo na hipertenséo

Na HAS ocorre uma alteracdo no equilibrio entre a liberacdo de fatores
vasodilatadores e vasoconstrictores, levando a disfuncao endotelial (BALARINI et. al.,
2013; DIAS et. al., 2014).

A disfuncdo endotelial encontrada no modelo 2R1C é provocada
principalmente pelo aumento no estresse oxidativo causado pelas espécies reativas
de oxigénio (EROs), relacionado com o aumento da ativacdo da NADPH oxidase pela
Ang 1l, e diminuicdo da disponibilidade de NO (NOGUEIRA et. al., 2012; DIAS et. al.,
2014).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade do organismo de controla-las (FINKEL,
2000).

A Ang Il induz a formacdo de EROs no endotélio e no muasculo liso. Esse
processo ocorre via receptor ATi1 e a ativagcdo da NADPH oxidase, sendo essa
principal produtora de EROs em processos patoldgicos (TOUYZ, 2000).

A hipertensdo renovascular apresenta caracteristicas especificas durante o
seu desenvolvimento como lesdo endotelial, altos niveis plasméticos de Ang II,
taquicardia, hipertrofia cardiaca, estresse oxidativo elevado e atrofia do rim estendtico.
(VASQUEZ et. al. 2016).

1.6 Prostandides derivados da ciclooxigenase

Outro produtor de EROs sao os prostandides derivados da via do acido
araquidonico - ciclooxigenase (COX) através da estimulacdo da NADPH oxidase
(HERNANZ et al., 2014). A ativacdo da COX resulta em produgdo de prostanoides
vasoconstritores e vasodilatadores através do metabolismo do acido araquiddnico e
estes estdo diretamente relacionados a modulac&o vascular, sendo os mais comuns
a prostaglandina (PGE2), o tromboxano (TXA2), que leva ao aumento da expresséo

da NADPH oxidase e a prostaciclina (PGI2) que ao contrario dos anteriores, leva a
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reducao da expressao da NADPH oxidase, reduzindo a producéo de EROs (ALVAREZ
et al., 2005).

A COX se apresenta através de duas isoformas, COX-1 uma isoforma
constitutiva que tem como funcdo a manutencao das funcgdes fisiologicas (SMITH et
al., 1996) e a COX-2 isoforma induzida relacionada principalmente aos processos
inflamatorios (FELETOU, 2010). O O, também contribui para o processo inflamatorio,
participando da expresséo de COX-2, presente na HA (ALVAREZ, et. al., 2008).

1.7 Estratégias Terapéuticas na Hipertensdo Renovascular

Os principais objetivos no tratamento da hipertensao arterial renovascular sdo
a reducdo da morbidade, da mortalidade relacionada a elevacédo da presséao arterial,
protecdo da circulacéo e das fungdes renais. O tratamento pode ser clinico, cirdrgico
ou por meio da implantacdo de proteses endovasculares (stents). Com relacdo ao
tratamento clinico recomenda-se os inibidores da enzima conversora da angiotensina
(IECAS), bloqueadores do receptor AT1 (BRAS), bloqueadores dos canais de célcio e
os betabloqueadores (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2020).

Os IECAs pertencem a uma categoria de farmacos com uso crescente em
diversas doencas, incluindo HAS, insuficiéncia cardiaca, infarto agudo do miocardio,
nefropatia diabética e outras formas de nefropatia (CHEUNG, 2002). Além de
converter Ang | em Ang Il, a ECA também inativa as cininas (GAVRAS & CORCORAN,
1994) com isso os IECAs aumentam os niveis de bradicinina, contribuindo para seu
efeito anti-hipertensivo. Além de reduzir a pressdo arterial, os IECAs promovem
regressdo da hipertrofia ventricular (DAHLOF et al., 1992), diminuem a morbi-
mortalidade associada a insuficiéncia cardiaca, reduzem a mortalidade e melhoram a
funcéo cardiaca pos-infarto (DAHLOF et al., 1992; Pfeffer et al., 1992), melhoram a
disfuncéo endotelial (MANCINI et al., 1996) e reduzem a progressao da nefropatia
diabética e de outras nefropatias (MASCHIO et al., 1996; LEWIS et al., 1993).

O benazepril € um IECA potente comparado aos outros farmacos de sua
classe, por aumentar a excre¢céao do sédio e por ser mais lipossoluvel, o que facilita a
sua penetragéo nos tecidos e por ter uma agéo inibidora da formacao de Ang Il, com

picos de concentragdo em 30 minutos. Ele apresenta efeitos cardioprotetores e
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renoprotetores, pois possui a capacidade de reduzir o tamanho do infarto, reduzir a
fibrose e deposicédo de colageno, consequentemente reduz a hipertrofia ventricular
esquerda e melhora da fungc&o endotelial vascular, pois ao reduzir os niveis de Ang Il,
ele quebra as acdes do SRAA e diminui a degradacgéo da bradicinina, que estimula a
producdo de 6xido nitrico e prostaglandinas, sendo portanto utilizado em pacientes
com Insuficiéncia Cardiarca Congestiva - ICC (SAHOO et al.,, 2009; BARRIOS E
ESCOBAR, 2010; HOU et al., 2007; STOMPOR, 2011; HE et al., 2008).

Véarios estudos, com tratamento de até 8 semanas, demonstraram que
Benazepril 10 a 80 mg/dia (geralmente 10 a 40 mg) é eficaz na reducéo da pressao
arterial em pacientes com hipertenséo leve a moderadamente grave e a sua eficacia
anti-hipertensiva se mantém por até 02 anos de tratamento. (AGABITI, et.al, 1990;
BELLET, 1990; CONRAD, 1988). Ja em ratos com hipertenséo renovascular (modelo
2R1C) e espontaneamente hipertensos (SHR) alguns estudos relataram que a
administracdo Unica ou repetida do Benazepril, com duracdo de 4 a 8 semanas, 10 a
40 mg/dia, levou a efeitos anti-hipertensivos (HUANG, 2017; LIU, 2009; TANAKA,
1991).

A L-arginina é um aminoacido que pode ser utilizado para controle da pressao
arterial. Sendo um substrato para a producdo de NO tem demonstrado efeitos
positivos na reducdo da pressao arterial e aumento da excrecdo de sddio e agua em
ratos com hipertensdo 2R1C, além de melhorar as fun¢des vasomotoras do endotélio,
aumentando a sintese de NO nos vasos, levando a atividade diminuida da endotelina-
1 e Ang Il, modulacéo das alteragdes hemodinamicas nos rins, diminui¢cao do estresse
oxidativo e melhora da sensibilidade a insulina (GOUVEA, 2003; GOKCE, 2004).
Estudos anteriores, demostraram que a L-arginina é capaz de produzir vasodilata¢éo
renal e natriurese, além de aumentar a liberagéo de nitrito e nitrato, L-citrulina e GMPc
e aumentar a biodisponibilidade de NO na circulacdo renal (DENG et al., 1995;
ACKERMANN et al., 1998).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que animais tratados
com L-arginina tiveram reducdo da hipertensdo arterial quatorze dias apdés o
tratamento. Além do efeito sistémico sobre a pressao arterial, a L-arginina promoveu

diurese e natriurese nos animais 2R1C, reverteu a hipertrofia cardiaca, aumentou a
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massa do rim clipado e reduziu de forma significativa a atividade da ECA no plasma,
coracdao e rim clipado (GOUVEA et al. 2002, 2004).

Nesse contexto, muitos estudos tém relatado as acdes de farmacos que atuam
no SRAA no modelo de hipertensdo 2R1C, dentre as estratégias terapéuticas
encontradas podemos citar o uso isolado de inibidores do SRAA, combinacdo dos
inibidores dos SRAA com diuréticos, combinacdo dos inibidores do SRAA com
bloqueadores dos canais de Ca?* e até o duplo bloqueio do SRAA. As medicacdes
também estdo sendo investigadas quanto a sua capacidade de aumentar a
disponibilidade de NO e diminuir o estresse oxidativo (HUANG, 2017; AGABITI-
ROSEI, 1990).

Com isso, a proposta do nosso trabalho foi investigar de maneira inédita os
efeitos da associacdo da L-arginina e do Benazepril em anéis de aorta de ratos com

hipertenséo renovascular.
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2. JUSTIFICATIVA

A HAS é considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, sendo responsavel por grande
namero de mortes e internagdes. Por isso, além de gerar grandes custos aos cofres
publicos, ela também provoca reducdo na qualidade e expectativa de vida da
populacdo mundial (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2020).

Diante de varios danos provocados pela hipertensdo e de sua alta incidéncia
na populacéo ela € vista como um grave problema de saude publica. A hipertensao
renovascular é uma das principais causas de hipertensédo secundaria e resistente ao
tratamento. A sua prevaléncia é estimada em 2% dos hipertensos, mas a sua
prevaléncia pode chegar a 6,8% na populagdo com 65 anos ou mais e 5,8% nos casos

de hipertensao secundaria em adultos jovens (HERRMANN, 2018).

Tendo em vista que a hipertensao renovascular tem como principal mediador o
SRAA e a ativacdo desse sistema leva ao aumento da Ang Il, responsavel pela
disfuncdo endotelial, diminuicdo de NO e aumento do estresse oxidativo, e 0
tratamento farmacoldgico empregado sdo os IECAs, nossa hipétese € que o
tratamento com inibidor da ECA (Benazepril) associado a um precursor do NO (L-
arginina) no modelo de hipertensdo 2R1C poderia ndo s6 reduzir a pressao arterial
como também reduzir as lesdes nos vasos, promovendo uma resposta vasodilatadora,

aumento da producao de NO e reducédo do estresse oxidativo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito terapéutico da associagdo da L-arginina e benazepril em anéis de aorta

de ratos com hipertensao renovascular.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento com L-arginina e Benazepril sobre:
- A pressao arterial sistdlica;

- Respostas vasoconstritoras dependentes e independentes do endotélio em anéis de

aorta;

- Respostas vasodilatadoras dependentes e independentes do endotélio em anéis da

aorta;

- Participacao das espécies reativas ao oxigénio;

- Participacao dos prostandides derivados da via da ciclooxigenase-2;
- Participacdo 6xido nitrico;

- Deposicéo de colageno e hipertrofia no masculo liso vascular.
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4. MATERIAS E METODOS
4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados no presente trabalho ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus), pesando 120-150g, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Os animais foram mantidos
em gaiolas sob condi¢des controladas de temperatura (23°C) e ciclo claro-escuro de
12 horas, tendo livre acesso a 4gua e racao padrao para roedores.

O manejo dos animais foi realizado de acordo com os principios éticos estabelecidos
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos 0s
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
e Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA — UFES 15/2017).

4.2 Producao da Hipertensdo Renovascular (Hipertensdo 2R1C)

Apoés anestesia combinada com Ketamina (75mg/kg IP) e Xylazina (10mg/kg IP), foi
realizada tricotomia, com posterior antissepsia com alcool a 70% na regido mediana
do flanco esquerdo do animal, seguida por uma incisdo com exposicao do pedunculo
renal. A artéria renal foi isolada da veia renal e posteriormente colocado um clipe de
prata na artéria renal esquerda pré-calibrado com um grau de constricdo equivalente
ao diametro interno de 0,2 mm. Apds o procedimento, a incisdo foi suturada e o animal
foi acondicionado em gaiolas individuais e mantido no biotério da instituicdo sob

observacédo constante durante 07 dias (Figura 2).
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Figura 2 Procedimento de clipagem da artéria renal. (A) Anestesia com Ketamina e Xylazina
intraperitoneal (B) Laparotomia com exposicdo do pedunculo renal (C) Separacao da artéria renal
esquerda (D) Insercdo do clipe de prata (didmetro interno de 0,2 mm). (Santuzzi et al., 2014).

4.3 Tratamentos
Os tratamentos foram realizados por 21 dias iniciando 07 dias apos estabilizacdo do

procedimento cirdrgico 2R1C (conforme Fig. 3). Foi administrado L-arginina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA, L-arginina 10 mg/kg/dia, diluida em agua, por gavagem, 0,3
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ml) e Benazepril (Novartis, Italia, Benazepril 40 mg/kg/dia, diluido em &agua, por
gavagem, 0,3 ml). No grupo Associacdo foi administrado (L-arginina 10 mg/kg/dia,
diluida em &gua, por gavagem, 0,3 ml + Benazepril 40 mg/kg/dia, diluido em agua, por
gavagem, 0,3 ml). Foram divididos os grupos da seguinte forma: SHAM; 2R1C;
2R1C+LARG; 2R1C+BEN e 2R1C+L-ARG+BEN. As drogas foram administradas por

gavagem.

Clipagem da Snam
Arteria Iniciodo REE Fim do

L-ar
Renal Tratamento B eng Tratamento

L-arg+Ben

DIAS

Figura 3 Organograma do Protocolo Experimental

4.4 Medida da Pressao Arterial

A pressao arterial sistélica (PAS) foi medida de forma indireta através de pletismografo
de cauda (IITC Life Science — 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA). Todos os ratos
foram submetidos previamente a ambientacéo, durante trés dias, antes da primeira
mensuracdo, para adaptarem-se ao pletismégrafo, com o intuito de prevenir
alteracdes pressoéricas devido ao estresse do animal frente ao procedimento. Durante
as medidas de presséo os animais eram colocados em um cilindro de acrilico dentro
de uma estufa a 37°C por um periodo de 15 minutos, com o intuito de promover
dilatacao da artéria caudal. A PAS foi mensurada antes da cirurgia (tempo 0), uma
semana apos a cirurgia para confirmar a eficacia do procedimento resultando em
animais hipertensos (tempo 7) e, ao final do tratamento, 28 dias apés a cirurgia (tempo
28). Foram realizadas trés medidas da pressao arterial sistdlica de cada animal das

quais foi obtida a média aritmética.

4.5 Metodologia Empregada para Obtencdo dos Anéis Isolados de Aorta

Toracica
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Os animais foram anestesiados com Ketamina (50mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) e em
seguida a aorta toracica descendente foi cuidadosamente removida e imersa
rapidamente em uma placa de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit, composta
por (em mM): NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H20 1,2; KH2PO4 1,17,
NaHCOs 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogénica contendo 5%

de CO2 e 95% de O2. Esta solugéo foi mantida com pH 7,4.

ApoOs a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi dividida em seis
segmentos cilindricos de aproximadamente 3 a 4 mm de comprimento (Figura 4).
Alguns desses anéis tiveram seu endotélio removido mecanicamente através da

friccdo do lumen com uma haste metalica.

Figura 4 Aorta tordcica em uma placa de Petri imersa em solugcéo de Krebs apds retirada dos tecidos,
sendo dividida em segmentos cilindricos de aproximadamente 4 mm (Angeli, 2009).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucdo de Krebs-
Henseleit aquecida a 36°C, continuamente aerada com mistura carbogénica,
mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de ago inoxidavel, em forma de tridngulos,
foram passados através do limen dos segmentos de forma que ficassem paralelos na
luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho e o outro conectado verticalmente a
um transdutor de tenséo isométrica. Assim, qualquer alteracao do diametro do vaso
foi captado pelo transdutor de forga (TSD 125) conectado a um sistema de aquisicédo
de dados (LabChart 8, AD InstrumentsPtyLtd., NSW, AUS) e este a um computador
(Figura 5).
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Figura 5 Preparagao dos anéis isolados de aorta para avaliagdo da reatividade vascular “in vitro”.
Sistema de aquisicdo de dados LabChart Systems.

ApOGs a montagem, os anéis aorticos foram submetidos a uma tensdo de repouso de
1 grama, reajustada quando necessario, durante 45 minutos de estabilizacdo (Figura
6 A).

4.5.1 Avaliacéo da integridade do musculo liso vascular

Apés a estabilizacéo, foi administrado ao banho Cloreto de Potassio (KCI 75 mM) para
verificar a atividade contratil do musculo liso vascular induzida por despolarizacdo. Ao
atingirem uma variacdo de um grama de forca a partir do valor basal, estes anéis
foram lavados aproximadamente trés vezes com solugcdo de Krebs-Henseleit até
retornar a tenséo de repouso (Figura 6 B, C). Assim, 0s anéis que nao obtiveram tal
contracdo foram descartados. Apds 30 minutos de estabilizacdo (Figura 6 D), uma
nova dose de KCI (75 mM) foi adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contragao
maxima do musculo liso vascular, aferida no periodo de 30 minutos, tempo necessario
para atingir um platé no registro da contracao (Figura 6 E, F). Ap0s este platd, os anéis
foram novamente lavados trés vezes para atingir o valor basal (1.0 grama) e, depois
de 30 minutos (Figura 6 G, H), esses anéis foram submetidos a avaliacdo da

integridade funcional do endotélio.

4.5.2 Avaliacao da integridade funcional do endotélio
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A funcédo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico Acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos com
Fenilefrina (Fe) 107 M. Uma vez atingido o platd, uma dose Unica de ACh (107 M) foi
aplicada (Figura 51, J, L).

»

1.00000

minutes

Figura 6 Registro com curvas representando o teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCl e
avaliacéo da integridade funcional do endotélio. Avaliacao da viabilidade do musculo liso vascular com
KCI: A) Periodo de estabilizacao inicial (45 min permanecendo na tensdo de 0.9 a 1,3 g); B) Adicéo de
KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solu¢cdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de
estabilizacéo (30 min); E) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; F) Platd da contracdo induzida pelo KClI
(75 mM); G) Lavagem dos anéis com solugcédo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizagdo (30 min).
Avaliacédo da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contracdo com fenilefrina (Fe) 10-6M; J) Platd
da contragdo induzida pela Fe; L) Adicdo de acetilcolina (ACh) 10-5M. O tempo foi registrado em
minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a forca em gramas (g), eixo vertical.

4.5.3 Protocolos Experimentais

4.5.3.1 Efeitos dos tratamentos com Benazepril e L-arginina sobre a resposta

vasoconstritora a fenilefrina

Apos a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, a solugéo nutridora do banho
foi trocada trés vezes para que a tensdo basal fosse restabelecida. Depois da
estabilizacdo foi incubado os farmacos por 30 minutos e em seguida foi realizada a
curva concentragdo-resposta a Fenilefrina (107° a 10™M) de maneira cumulativa nos

grupos estudados.

4.5.3.2 Efeitos dos tratamentos com Benazepril e L-arginina na resposta de

relaxamento dependente do endotélio de ratos com hipertenséo renovascular
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A funcdo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pela Acetilcolina
(ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-contraidos com Fenilefrina
107® M. Uma vez obtido o platd, foram realizadas as curvas concentragdo-resposta,

cumulativas a acetilcolina (1.107* a 3.10™ M).

4.5.3.3 Influéncia do tratamento com Benazepril e L-arginina de ratos com hipertenséo

renovascular na via do 6xido nitrico

Com a finalidade de estudar a participacéo do 6xido nitrico (NO) na resposta contratil
a fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor ndo-seletivo da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100
MM, Sigma, St. Louis, USA).

4.5.3.4 Influéncia do tratamento com Benazepril e L-arginina de ratos com hipertenséo
renovascular na avaliagdo da participacdo de prostandides derivados da

ciclooxigenase

Com a finalidade de estudar a participacao da ciclooxigenase-2 na resposta contratil
a fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor ndo especifico da

cicloxigenases, a Indometacina (10 uM, Sigma, St. Louis, USA).
4.6 Analises Histoldgicas

Os anéis da aorta foram rapidamente removidos e armazenado em recipientes
contendo solucdo tamponada de formol (10%). Apds passam por processo de
desidratacdo em banho de alcool, diafanizacdo em banhos de xilol e inclusédo em bloco
com banhos de parafina. Foram feitos cortes transversais em cada fatia com
espessura de 4um e montados em laminas de vidro, sendo coradas com picrosirius
(Picrosirius Red, F3BA, FLUKA, EUA) ou hematoxilina e eosina (Vetec, Brasil) para

as analises especificas descritas e seguir.
4.6.1 Analises do Colageno e Hipertrofia

Os aneéis de aorta foram cortados em secdes transversais de 4 um de espessura e
coradas com picrosirius para determinar a area ocupada por colageno. As fatias
também foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E) para determinar area de
seccado transversa. A porcentagem de coloracdo vermelho do Picrosirius indicou o

valor percentual ocupada por colageno. As imagens foram obtidas com uma camera
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digital (Evolution, Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) acoplado a um microscopio
optico (Eclipse 400, Nikon) sob aumento de 400 vezes. Imagens celulares vistos com
uma camera de video foram projetadas em um monitor e rastreado. Imagens para a
quantificacdo da deposicao de coldgeno e avaliacdo da area de seccao transversa
foram processadas com o software Image J (v. 1.43u, National Institutes of Health,
EUA).

4.7 Protocolos de Fluorescéncia

Os protocolos de fluorescéncia foram realizados no Laboratério Multiusuario de
Histologia Molecular e Imunohistoquimcia (LHMI) - CCS/UFES.

4.7.1 Quantificagédo “in situ” do &nion superdéxido (O,™)

A producao “n situ” de anion superoxido (O,) foi avaliada pela fluorescéncia por
dihidroetideo (DHE, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), como previamente descrito
por Nunes, et al., (2014). O anel da aorta foi retirado no momento que 0s animais
foram anestesiados para o protocolo da reatividade vascular. O anel da aorta foi
rapidamente dissecado e imerso em solucdo de Krebs (8 mM HEPES, 2 mM
CaCl2.2H20, 130 mM NacCl, 5 mM KCI, 2,45 mM MgCl..6H20, 11,1 mM glicose, pH
7,4) por um periodo de 2 h. Apéds, estes anéis foram congelados em ocetato (Tissue-
Tek OCT Compound, Sakura) e mantidos a -80°C até o momento da analise.
Utilizando-se um criostato (CM 1850, Leica Microsystems, Alemanha), cortes
transversais dos anéis de aorta (8 um) foram obtidos e colocados em laminas
gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 30 min. Apds, as laminas contendo os
cortes foram lavadas e incubadas com Krebs por 30 min a 37°C. Decorrido o tempo,
foi realizada a incubacdo DHE 2 puM (30 min, 37°C) em camara umida e protegidos da
luz. A fluorescéncia emitida foi visualizada em microscopio de fluorescéncia invertido
(DM 2500, Leica Microsystems, Alemanha) equipado com céamera fotogréfica,
utilizando uma objetiva de fluorescéncia com aumento de 100X. As configuracdes de
analise foram as mesmas em todos o0s grupos. A média da densidade das
fluorescéncias foi calculada a partir de cinco imagens de segmentos de aorta de cada

animal, utilizando o software ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

4.7.2 Quantificagao “in situ” de 6xido nitrico
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Para a deteccéo de oxido nitrico “in situ” foi utilizado 4,5-diaminufluoresceina (DAF-2,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), através de método descrito previamente por
Lobato, et al., (2011). Apos disseccao as aortas foram imersas em solugcéo tampéo de
Krebs-HEPES com 30% de sacarose durante uma hora e a seguir foram embebidas
em meio de congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek - OCT (Bayer) e
mantidas a —-80°C até o momento da realizacdo dos cortes com criostato (Killik ®,
Easy Path). Os segmentos de aorta foram cortados com 08 ym de espessura e
transferidas para laminas gelatinizadas. Os cortes nas laminas foram incubados com
tampao fosfato (0,1M) contendo CaCl2 (0,45M) e mantidos em estufa a 37°C por 30
min para retirar o meio de inclusdo (Tissue-Tek®, Compound, Sakura — OCT), apés
secagem foram incubadas em camara escura a 37°C por 30 min com a finalidade de
avaliar a fluorescéncia do NO e a inibicdo da sintese de Oxido nitrico. As imagens
foram coletadas no microscépio de fluorescéncia invertido Leica DM 2500, usando
filtro 568 nm e com camera Leica DFC 310 FX, usando configuracdes iguais de
imagem em todos os grupos. A média da densidade das fluorescéncias foi calculada
a partir de cinco imagens de segmentos de aorta de cada animal, utilizando o software
Image J (National Institutes of Health, EUA).

4.8 Andlise Estatistica

A analise dos dados foi realizada através do programa estatistico Graph-Pad Prism 8.
Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média do numero de

animais utilizados em cada protocolo experimental.

Para andlise estatistica das variaveis estudadas, foi efetuada analise de variancia
(ANOVA) 1 e 2 vias, seguida pelo calculo das diferencas minimas significativas entre

as médias, pelo teste Tukey. O nivel de significancia estabelecido foi p. <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do Tratamento com Benazepril e L-Arginina sobre a Presséo Arterial

Sistolica (PAS) de ratos com Hipertensdo Renovascular

Em todos os grupos experimentais a PAS foi aferida no tempo O (antes de realizar a
implantac&o do clipe na artéria renal) e ndo houve diferenca entre os grupos (Sham
119,5+£1,7 mmHg, n=7; 2R1C 121,4+1,3 mmHg, n=7; Benazepril 118,2+1,5 mmHg,
n=8; L-arginina 120,2+1,6 mmHg, n=8; L-arginina+Benazepril 120+1,7 mmHg, n=8;
p>0,05). No sétimo dias ap0és a cirurgia de implantacdo do clipe a PAS dos grupos
2R1C, Benazepril, L-arginina, e L-arginina+Benazepril apresentaram um aumento
significativo quando comparado ao grupo Sham (2R1C 173,9+5,4 mmHg, n=7;
Benazepril 169,7+9,6 mmHg, n=8; L-arginina 170,6+4,5 mmHg, n=8; L-
arginina+Benazepril 170,9+6,7 mmHg, n=8 vs Sham 119,3+0,9 mmHg, n=7 p<0,05).
Ao final do tratamento, a PAS foi novamente aferida para determinar a acdo dos
farmacos sobre a hipertensdo renovascular, onde observamos uma reducdo
significativa da PAS nos grupos tratados em comparacdo com o grupo 2R1C
(Benazepril 135,5+4,8 mmHg, n=8; L-arginina 149+2,78 mmHg, n=8; L-
arginina+Benazepril 124,9+3,76 mmHg, n=8 vs 2R1C 178,7+3,7 mmHg, n=7, p<0,05).
Ja em comparacdo com o grupo Sham, somente o grupo L-arginina+Benazepril foi
capaz de reduzir a PAS (Sham 116,3+3,57 mmHg, n=7 vs L-arginina+Benazepril

124,9+3,76 mmHg, n=8, p>0,05), conforme demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 Analise dos valores da PAS (mmHg) medidas por meio da pletismografia de cauda em ratos
dos grupos Sham, L-arginina+Benazepril, Benazepril, L-arginina e 2R1C, antes da cirurgia (0), 7 dias
apos a cirurgia e 28 dias apds o procedimento. Os resultados estdo expressos como média + erro
padrdo da média. ANOVA (uma via), * p < 0,05 vs Sham no 7° e 28° dia. # p < 0,05 vs 2R1C no 28°
dia.

5.2 Reatividade Vascular
5.2.1 Contracdo do musculo liso vascular ao Cloreto de Potassio (KCI)

A exposicao dos segmentos arteriais ao KCI (75 mM) promoveu resposta contratil com
magnitude semelhante em todos 0s grupos experimentais. A retirada mecéanica do
endotélio ndo mudou de forma significante a resposta contrétil ao KCI, e assim como
nos segmentos com endotélio integro a resposta ao KCI nos anéis sem endotélio foi

semelhante entre 0s grupos experimentais.
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Figura 8 Avaliagdo da fungdo muscular lisa dos segmentos de aorta (A Contragdo ao KCI) com
endotélio. Valores expressos em média e EPM; p > 0,05, ANOVA (uma via) )/Tukey.
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Figura 9 Avaliagdo da funcdo muscular lisa dos segmentos de aorta (A Contragdo ao KCI) sem
endotélio. Valores expressos em média e EPM; p > 0,05, ANOVA (uma via)/Tukey.

5.2.2 Efeitos do tratamento com Benazepril e L-arginina sobre a reatividade a

fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratos com hipertenséo renovascular.

A incubag&o com concentracgdes crescentes de Fenilefrina (agonista a1 adrenérgico),
promoveu resposta vasoconstritora concentracao-dependente nos aneéis de aorta de

animais dos grupos estudados (Figura 10). A avaliacdo das concentracdes entre 0s
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diversos grupos demonstrou que o0 grupo 2R1C apresentou um aumento na
contratilidade comparado com os demais grupos (Sham, L-arginina, Benazepril e L-
arginina+Benazepril). Ao observar a resposta maxima, podemos verificar que foi
menor nos segmentos arteriais dos animais dos grupos L-arginina, Benazepril e L-
arginina+Benazepril quando comparados ao grupo 2R1C (Tabela 01). A resposta a

fenilefrina foi expressa em porcentagem da contracdo maxima induzida pelo KCI.
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Figura 10 Curvas concentracao resposta a fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar nos
grupos 2R1C, tratados L-Arginina, Benazepril e associa¢do de L-arginina + Benazepril. O nimero de
animais estd demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM; ANOVA (duas
vias)/Tukey. * p < 0,05 vs Sham; # p < 0,05 vs L-arginina+Benazepril; + p < 0,05 vs Benazepril; & p <
0,05 vs L-arginina.

Tabela 1 Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) das curvas concentragédo -
resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratos com hipertenséo renovascular dos

grupos: Sham, 2R1C, tratado com L-arginina, tratado com Benazepril e tratado com L-arginina +
Benazepril.

Grupo Rmax (%) pD-

Sham 81,32 -7,27 £ 0,07

2R1C 185,8 £ 16 *#+& -6,06 £ 0,2 *
L-arginina 81,3+5,2 -6,84 + 0,04

Benazepril 80,5+9,7 + -6,63 = 0,06
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L-arginina+Benazepril 1112+ 4,3 *& -6,52 £ 0,07 *

Os simbolos representam média + EPM; ANOVA (uma via)/Tukey. * p < 0,05 vs Sham; # p < 0,05 vs L-
arginina+Benazepril; + p < 0,05 vs Benazepril; & p < 0,05 vs L-arginina.

5.2.3 Modulacdo Endotelial do Tratamento com Benazepril e L-arginina sobre a

reatividade a Fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratos com hipertensao
renovascular.

Para definir se haveria alguma participacdo do endotélio no aumento da resposta
contratil a Fenilefrina, removemos o endotélio e analisamos o comportamento das
curvas de ambos os grupos. A remocdo mecanica do endotélio demonstrou um
aumento da resposta contratil a Fenilefrina em todos os grupos estudados (Figura 11),
no entanto observamos que os grupos BEN e L-arg apresentaram resposta reduzida
e equivalente ao grupo Sham. A resposta a fenilefrina foi expressa em porcentagem
da contracdo méaxima induzida pelo KCI.
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Figura 11 Efeito da remocao do endotélio (E-) na curva concentracéo resposta a fenilefrina em anéis
isolados de aorta de ratos com hipertensdo renovascular dos grupos Sham (Sham E-), dois rins um
clipe (2R1C E-), tratado com L-arginina (L-arg E-), tratado com Benazepril (Benazepril E-) e tratado
com L-arginina+Benazepril (L-arg+Ben E-). O nimero de animais esta demonstrado entre parénteses.
Os simbolos representam média £+ EPM; ANOVA (duas vias)/ Tukey. * p < 0,05 vs Sham; # p < 0,05 vs
L-arginina+Benazepril; + p < 0,05 vs Benazepril; & p < 0,05 vs L-arginina.
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Adicionalmente, a avaliacdo da resposta maxima a remocao do endotélio (E-) quando
comparado ao anel com o endotélio pérvio (E+) apresentou um aumento da Rmax e
da sensibilidade nos grupos Sham, L-arginina, Benazepril e L-arginina+Benazepril.
(Tabela 2).

A andlise da diferenga percentual abaixo da curva (% dAUC) mostrou que a
modulacdo endotelial na resposta contratil a fenilefrina em ratos com hipertensao
renovascular tratados com L-arginina e Benazepril é significantemente maior no grupo
tratado com L-arginina+Benazepril quando comparado aos grupos 2R1C (%dAUC —
L-arg+Ben: 96,8 + 28,3 vs 2R1C: 31,3 = 11,5) (Figura 12 F).

Tabela 2 Valores de resposta maxima (Rméax) e sensibilidade (pD2) das curvas concentracdo- resposta
a fenilefrina em anéis (intactos e desnudos) de aorta de ratos com hipertensdo renovascular dos

diferentes grupos estudados.

Grupo Rmax (%) pD2

Sham E+ 81,28+ 1,96 -7,27 £ 0,07

Sham E- 116,3+ 8,40 * -7,85+0,07 *

2R1C E+ 185,8 £ 16,02 -6,06 + 0,21

2R1C E- 194,7 +11,10 -6,22 + 0,15

L-arginina E+ 81,33+5,20 -6,84 £ 0,04
L-arginina E- 125,3+4,39* -7,30+0,11 *

Benazepril E+ 80,50 + 9,7 -6,63 £ 0,06
Benazepril E- 121,1+3,03* -7,12+0,12 *

L-arginina+Benazepril E+ 111,2 + 4,33 -6,52 + 0,07
L-arginina+Benazepril E- 163,4+7,45* -7,02+0,12*

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado. * p < 0,05; Rmax e pD2: E- vs E+.
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Figura 12: Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensé@o renovascular
dos grupos: (A) Sham (Sham E+) e apés a retirada do endotélio (Sham E-); (B) (2R1C E+) e ap6s a retirada do
endotélio (2R1C E-); (C) tratado com L-arginina (L-arg E+) e apés a retirada do endotélio (L-arg E-); (D) tratado
com Benazepril (Ben E+) e ap6s a retirada do endotélio (Ben E-); (E) tratado com L-arginina associado a Benazepril
(L-arg+Ben E+) e apos a retirada do endotélio (L-arg+ Ben E-); (F) Diferenca percentual da area abaixo da curva
em vasos com endotélio intacto e desnudo entre os grupos. O numero de animais estd demonstrado entre
parénteses. Os simbolos representam média + EPM; ANOVA (uma e duas vias)/Tukey. *p<0,05 Sham E+ vs Sham
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E-; #p<0,05 2R1C E+ vs 2R1C E-; + L-arg E+ vs L-arg E-; % Ben E+ vs Ben E-;  L-arg+Ben E+ vs L-Arg+Ben E-

5.2.4 Efeito do tratamento com L-arginina e benazepril sobre o relaxamento

dependente do endotélio de aorta de ratos com hipertensao renovascular.

A avaliacdo da resposta maxima (Rméx) foi significativamente menor nos segmentos
arteriais dos animais do grupo 2R1C comparado aos demais grupos estudados. J4 a
avaliacdo da sensibilidade (pD2) demonstrou um aumento significativo nos grupos
tratados (isolado ou associado) quando comparados ao grupo 2R1C (tabela 3). Ao
avaliarmos a curva concentragdo resposta a Ach, o relaxamento mediado pelo
endotélio apresentou uma resposta vasodilatadora nos grupos tratados, entretanto, o
grupo L-arginina nao foi capaz de normalizar a resposta em comparacdo ao grupo
SHAM (Figura 13).

Tabela 3 Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina em
anéis isolados de aortas intactos de ratos com hipertensdo renovascular dos grupos: Sham, 2R1C,
tratado com tratado com L-arginina, tratado com Benazepril e tratado com L-arginina + Benazepril. A

resposta maxima esta expressa como percentual de relaxamento apés a pré-contracdo com fenilefrina.

Grupo Rmax (%) pD2
Sham 97,13+1,36* -7,34+£0,17 *
2R1C 61,25+4,1 -6,59+0,1
L-arginina 89,36 +1,6* -7,58+0,15*
Benazepril 94,4+ 3,46 * -8,18 £ 0,26 * +
L-arginina+Benazepril 975+£3,1* -8,1+0,13*

Valores expressos em média + EPM; ANOVA (uma via)/ Tukey. *p<0,05 vs 2R1C, + p<0,05 vs Sham.
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Figura 13 Curvas concentracdo-resposta a acetilcolina para a avaliagdo do relaxamento dependente
do endotélio em anéis de aorta de ratos com hipertenséo renovascular dos grupos 2R1C, tratados L-
Arginina, Benazepril e associagéo de L-arginina + Benazepril. O nUmero de animais estd demonstrado
entre parénteses. Os simbolos representam média £ EPM; ANOVA (duas vias)/ Tukey. * p < 0,05 vs
Sham; # p < 0,05 vs L-arginina+Benazepril; + p < 0,05 vs Benazepril; & p < 0,05 vs L-arginina.

5.2.5 Efeito do tratamento com L-arginina e benazepril sobre o relaxamento
independente do endotélio de aorta de ratos com hipertensao renovascular.

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito induzido pelo
Nitroprussiato de sédio (NPS). A avaliacdo da resposta maxima (Rmax) e da
sensibilidade (pD2) ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos
estudados (Tabela 4). A andlise da curva concentracdo resposta ao NPS néao foi

diferente nos grupos estudados (Figura 14).

Tabela 4 Valores da resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) induzidas pelo Nitroprussiato de
sodio (NPS) em anéis desnudos de aortas de ratos com hipertenséo renovascular dos diferentes grupos
estudados. A resposta maxima esta expressa como percentual de relaxamento apés a pré-contragao

com fenilefrina.

Grupo Rmax (%) pD:2

Sham 97,5+ 1,35 -7,87 £0,25

2R1C 90,1+2,2 -8,06 £ 0,35
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L-arginina 96,8 + 1,95 -7,50+£0,2
Benazepril 92,03+1,84 -7,90+0,1
L-arginina+Benazepril 93,2+ 2,45 -8,17+0,2

Valores expressos em média + EPM; ANOVA (uma via)/ Tukey. P>0,05.
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Figura 14 Curvas concentracdo-resposta ao NPS para a avaliacdo do relaxamento independente do
endotélio em anéis de aorta de ratos com hipertensao renovascular dos grupos Sham (Sham E-), dois
rins um clipe (2R1C E-), tratado com Benazepril (Ben E-), tratado com L-arginina (L-arg E-) e tratado
com L-arginina+Benazepril (L-arg+Bem E-). Os valores estdo expressos como percentual de
relaxamento apds a pré-contracao com fenilefrina. ANOVA (duas vias)/ Tukey. p> 0,05.

5.2.6 Efeito dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento com Benazepril e L-

arginina sobre a resposta a fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratos com
hipertenséo renovascular.

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que 0s tratamentos com
Benazepril, L-arginina ou sua associacdo foram capazes de diminuir a resposta
constritora a fenilefrina e esta diminuicdo foi abolida apds a lesdo endotelial,
demonstramos também que a associacdo do L-arginina + Benazepril foi capaz de
restaurar o relaxamento a acetilcolina. Assim, procuramos avaliar se os diferentes
tratamentos de escolha alteram os efeitos endoteliais, através do aumento da

biodisponibilidade de NO, em ratos com hipertensdo renovascular. Para isso foi
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realizada curva contracdo resposta a fenilefrina na presenca de L-NAME (inibidor

inespecifico da sintese de NO).

5.2.7 Participacado da via do 6xido nitrico no tratamento com L-arginina e benazepril
sobre a resposta contrétil a fenilefrina em aorta toracica de ratos com hipertenséo

renovascular.

Para analisar o papel do 6xido nitrico na resposta vasoconstritora a fenilefrina, os
segmentos de aorta toracica com endotélio integro foram pré-incubados com L-NAME
(100uM). A resposta maxima (Rmax) foi significativamente maior nos segmentos

arteriais dos animais estudados, exceto no grupo 2R1C (Tabela 5 e Figura 15).

Tabela 5 Valores de resposta méaxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) das curvas concentracédo-
resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas de ratos com hipertenséo renovascular dos diferentes

grupos estudados, na presenca e na auséncia de L-NAME.

Grupo Rmax (%) pD2

Sham E+ 81,28 + 1,96 -7,27 £ 0,07

Sham L-NAME 117,5+8,16 * -7,87+£0,13*
2R1C E+ 185,8 £ 16 -6,06 + 0,21

2R1C L-NAME 203,4 £ 14,72 -6,45 £ 0,15
L-arginina E+ 81,3+5,2 -6,84 £ 0,04
L-arginina L-NAME 122,1+6,34* -7,50 £ 0,04 *
Benazepril E+ 80,50 £ 9,70 -6,63 £ 0,06
Benazepril L-NAME 122,4 £ 9,22 * -7,76 £ 0,20 *
L-arginina+Benazepril E+ 111,2 + 4,33 -6,52 + 0,07
L-arginina+Benazepril L- 145,6 £ 8,32 * -7,63+0,16 *

NAME

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.* p<0,05; Rmax e pD2: E+ vs L-NAME.
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Figura 15 Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertenséo
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E+) e ap6s a incubagdo com L-NAME (Sham L-NAME); (B)
2R1C (2R1C E+) e ap06s a incubagédo com L-NAME (2R1C L-NAME); (C); L-arginina (L-arg E+) e apés
a incubacédo com L-NAME (L-arg L-NAME); (D) Benazepril (Ben E+) e apés a incubacdo com L-NAME
(Ben L-NAME); (E) L-arginina + Benazepril (L-arg+Ben E+) e ap6s a incubacdo com L-NAME (L-
arg+Ben L-NAME); (F) Diferenga percentual da area abaixo da curva entre os grupos estudados. O
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namero de animais esta demonstrado entre parénteses. Os simbolos representam média + EPM,;
ANOVA (uma e duas vias) seguido de Tukey. * p < 0,05 E+ vs L-NAME; # % dAUC 2R1C vs L-arg+Ben.

Diante desse resultado utilizamos um ensaio de detecc¢éo in situ de NO em seccdes
transversais de anéis isolados de aorta (08 um), mensurada pela sonda DAF-2
fluorescente (figura 16). A hipertensao 2R1C reduziu a producéo de NO in situ, quando
comparado ao grupo SHAM. Os tratamentos foram capazes de aumentar a

fluorescéncia nos 3 grupos quando comparados ao grupo 2R1C.
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Figura 16. Imagens de microscopia apresentam a fluorescéncia emitida por 4,5 diaminofluoresceina
(DAF-2) na artéria aorta dos ratos Sham (A), 2R1C (B), L-ARG (C), BEN (D) e L-ARG+BEN (E). Grafico
com valores da fluorescéncia emitida por diaminofluoresceina (DAF-2) (F). Valores expressos em
média + EPM; (n =4 por grupo). * P < 0,05 em relacéo ao grupo SHAM; # P < 0,05 em relagcdo ao grupo
2R1C.

Intensidade de
Fluorescéncia (U.A.)

5.2.8 Participacdo da via da enzima Ciclooxigenase (COX) no tratamento com L-
arginina e Benazepril sobre a resposta contratil a fenilefrina em aorta toracica de ratos

com hipertensao renovascular.

Para avaliar a participacédo da via da Ciclooxigenase no aumento da resposta contratil
a fenilefrina nos grupos estudados, utilizamos um inibidor n&do seletivo da COX, a

Indometacina. A resposta maxima foi semelhante em todos os grupos, exceto nos
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grupos 2R1C e L-arginina, onde a reatividade vascular foi reduzida na presenca desse

farmaco (Tabela 6 e Figura 17).

Tabela 6 Valores de resposta maxima (Rmax, g) e sensibilidade (pD2) das curvas concentragéo-
resposta a fenilefrina em anéis isolados de aortas de ratos com hipertenséo renovascular dos diferentes

grupos estudados, na presenca e na auséncia de Indometacina (INDO).

Grupo Rmax (%) pD2
Sham E+ 81,28 + 1,96 -7,27 £ 0,07
Sham INDO 81,58 + 5,93 -7,29 £ 0,06
2R1C E+ 185,8 + 16 * -6,06 £ 0,21 *
2R1C INDO 75,36 + 9,69 -6,91 +0,14
L-arginina E+ 81,33+5,2* -6,84 + 0,04
L-arginina INDO 68,94 + 4,98 -7,05 £ 0,02
Benazepril E+ 80,50 + 9,7 -6,63 £ 0,06
Benazepril INDO 77,00 £ 5,24 -6,90 + 0,07
L-arginina+Benazepril E+ 111,2 £ 4,33 -6,52 £ 0,07
L-arginina+Benazepril 98,85 + 4,57 -6,56 £ 0,07

INDO

Valores expressos em média + EPM; Teste t ndo-pareado.* p<0,05; Rmax e pD2: E+ vs INDO.
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Figura 17 Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensédo
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E+) e ap6s a incubacdo com Indometacina (Sham Indo); (B)
2R1C (2R1C E+) e apés a incubagcdo com Indometacina (2R1C Indo); (C) Benazepril (Ben E+) e ap6s
a incubacdo com Indometacina (Ben Indo); (D) L-arginina (L-arg E+) e ap0s a incubacdo com
Indometacina (L-arg Indo); (E) L-arginina + Benazepril (L-arg+Ben E+) e apds a incubagdo com
Indometacina (L-arg+Ben Indo); Os simbolos representam média + EPM; ANOVA (uma e duas vias)

seguido de Tukey.. * p < 0,05 E+ vs Indometacina.
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5.3 Efeitos do Tratamento com L-arginina e Benazepril sobre a deposicdo de
coldgeno e espessamento da parede da artéria aorta toracica

Ao analisar as laminas histologicas, podemos observar alteracbes estruturais
promovidas pelo modelo 2R1C, que levaram ao aumento da espessura da parede do
vaso. Os tratamentos com Benazepril, L-arginina e a associagdo com Benazepril

foram capazes de reduzir essas alteracdes (figura 18).

A medida do contedado de colageno pela coloracdo com picrosirius mostrou um
aumento da deposicédo de colageno promovida pelo modelo 2R1C quando comparado
ao grupo Sham. Os tratamentos com Benazepril, L-arginina e a associacdo com

Benazepril foram capazes em reduzir o conteudo de colageno (Figura 19).
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Figura 18 Imagens histologicas representativas de seg¢fes arteriais microscopicas coradas utilizando
hematoxilina e eosina (HE) (SHAM: A; 2R1C: B; L-ARG: C; BEN: D; LARG+BEN: E) obtidas de artérias
aortas de ratos sham e 2R1C tratados com L-arginina e benazepril. Quantificacdo da espessura do
vaso (F). Valores expressos em média + EPM; (n = 8 por grupo). *P < 0,05 em relagdo ao grupo SHAM;
#P < 0,05 em relacao ao grupo 2R1C.
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Figura 19 Imagens histologicas representativas de secdes arteriais microscopicas coradas utilizando
picrosirius red (PR) (SHAM: A; 2R1C: B; L-ARG: C; BEN: D; LARG+BEN: E) obtidas de artérias aortas
de ratos sham e 2R1C tratados com L-arginina e benazepril. Quantificagdo do contetido de colageno
(F). Valores expressos em média + EPM; (n = 8 por grupo). *P < 0,05 em relacdo ao grupo SHAM; #P
< 0,05 em relagdo ao grupo 2R1C.

5.4 Quantificacdo de Anion Superéxido “In Situ” em aorta toracica de ratos com

Hipertensdo Renovascular

A andlise da fluorescéncia produzida pelo Dihidroetideo - DHE na artéria aorta revelou
um aumento da producdo de EROs nos animais 2R1C (Figura 20 B), e que 0s
tratamentos com L-ARG, BEN e L-ARG+BEN (20 C, D, E) foram efetivos em reduzir
os valores de fluorescéncia quando comparados ao 2R1C.
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Figura 20 Deteccgao “in situ” da produgao de anion superéxido em segmentos de aorta. Microfotografias
de fluorescéncia representando seccdes transversais de aorta toracica na presenca de DHE dos ratos
SHAM (A), 2R1C (B), L-ARG (C), BEN (D) e L-ARG+BEN (E). Grafico de barras demonstrando a andlise
guantitativa (F). Valores expressos em média + EPM; (n = 8 por grupo). *P < 0,05 em relagdo ao grupo
SHAM; #P < 0,05 em relacdo ao grupo 2R1C.
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6 DISCUSSAO

No nosso estudo investigamos o tratamento com um inibidor da ECA
(Benazepril) associado ou isolado a um precursor do NO (L-arginina) no modelo de
hipertensdo 2R1C. Esse modelo € um modelo classico de hipertensdo renovascular
que envolve a ativacdo do SRAA e do sistema nervoso simpético. Apesar da
hipertensao renovascular ter a sua prevaléncia estimada em 2% dos hipertensos, ela
pode chegar a 6,8% na populacdo com 65 anos ou mais e 5,8% nos casos de
hipertensdo secundaria em adultos jovens, sendo caracterizada como uma
hipertensdo com elevada mortalidade (HERRMANN, 2018).

As manifesta¢cfes clinicas da hipertensdo renovascular sdo heterogéneas e
evoluem com repercussdo hemodindmica minima e silenciosas, até progredirem para
niveis criticos associados a ativagcdo de mecanismos fisiopatoldgicos hipertensivos
(ativacdo do SRAA) e de isquemia renal (PARIKH, 2014). O SRAA tem envolvimento
importante no inicio e na manutencdo da hipertensdo renovascular, através da
formacéo final da Ang Il (NAVAR et al., 2002). De forma complementar, estudos
apontam que o aumento da pressao arterial € mediada por diversos mecanismos, cujo
traco comum € a disfuncao endotelial e o estresse oxidativo, caracterizados pela baixa
disponibilidade de NO e pelo desequilibrio entre os fatores de contracdo e
relaxamento do endotélio vascular (KANEL, 1993).

Alguns grupos farmacolégicos séo utilizados na pratica clinica visando
contrapor-se ao SRAA, como os IECAs e BRAs. Os IECAs pertencem a uma categoria
de farmacos com uso crescente em diversas doencas cardiovasculares, pois impedem
a formacéo de Ang Il e reduzem a degradacédo da bradicinina, contribuindo para seu
efeito anti-hipertensivo e promovem regressao da hipertrofia ventricular (DAHLOF et
al., 1992), diminuem a morbi-mortalidade associada a insuficiéncia cardiaca, reduzem
a mortalidade e melhoram a funcdo cardiaca pés-infarto (DAHLOF et al., 1992,
PFEFFER et al., 1992), melhoram a disfungéo endotelial (Mancini et al., 1996) e
reduzem a progressao da nefropatia diabética e de outras nefropatias (MASCHIO et
al., 1996; LEWIS et al., 1993).

Diante disso, parece promissor a utilizacdo de um medicamento que atua
bloqueando 0 SRAA, o Benazepril, mais a L-arginina, um precursor da sintese do

principal vasodilatador derivado do endotélio, o NO, para avaliar os seus efeitos
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isolados e a associacdo sobre a reatividade vascular da aorta toracica e o
remodelamento vascular de ratos com hipertensdo renovascular, o que poderia propor
uma nova abordagem terapéutica contra a progressdo da doenca. Portanto, a
importéancia desse estudo reside no fato de avaliar e tornar mais conhecido o efeito do
tratamento combinado de Benazepril e L-arginina na hipertenséo renovascular sobre

0 sistema cardiovascular.

Através dos resultados encontrados, o presente estudo forneceu trés novas
descobertas importantes para a consideracdo do uso da associacdo da L-
arginina+Benazepril na farmacoterapia do tratamento da hipertenséo renovascular. O
primeiro achado foi que a associagcdo da L-arginina e Benazepril reduziu
significativamente a presséo dos ratos que desenvolveram a hipertenséo renovascular
apos 21 dias de tratamento, ficando semelhante ao grupo Sham. O segundo foi uma
melhora significativa nas respostas vasculares apés 21 dias de tratamento, atingindo
valores semelhantes ao grupo Sham. E o terceiro achado é que a associa¢éo da L-
arginina e do Benazepril levou a um relaxamento dependente do endotélio semelhante

ao grupo Sham.

Os resultados também mostraram que o tratamento com Benazepril e L-
arginina de forma isolada foram capazes de reduzir significativamente a PAS
comparados ao grupo 2R1C, mas néo foram capazes de normalizar a PAS de ratos
com hipertenséo renovascular. J4 a associacdo das duas drogas foi capaz de reduzir

a PAS comparado ao grupo Sham.

Um estudo realizado com pacientes com hipertensao essencial demonstrou
gue a monoterapia com Benazepril controlou a pressao arterial. O efeito redutor da
pressdo arterial deve-se principalmente a vasodilatacdo na circulacédo renal e é
observado até 24 h apds a administracdo do farmaco (VALVO,1990). Outro estudo
realizado com pacientes diabéticos e hipertensos comparou os efeitos do Benazepril
e Losartana na fung&o endotelial e rigidez vascular e foi observado uma redugéo maior
da presséao arterial no grupo Benazepril, sendo sugerido pelos autores que pacientes
diabéticos e hipertensos em uso de Benazepril apresentam maior reducdo da PCR
(proteina C reativa) e uma leve melhora na vasodilatacdo mediada por fluxo do que
aqueles em uso de losartana (GISMONDI, 2015). Um outro estudo realizado em ratos

com hipertenséo renovascular (modelo 2R1C), demonstrou a reducao significativa da
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pressao arterial sistdlica dos ratos tratados com Benazepril, 0 que corrobora com 0s
nossos resultados. O mecanismo de diminuicdo da PAS esta associado ao efeito do
Benazepril de reduzir os niveis plasmaticos e teciduais de Ang Il, através da inibicdo
da ECA, e da reducao do estresse oxidativo (HUANG, 2017). Mochel et al. (2015)
forneceram uma descricdo abrangente do efeito do Benazepril na dinamica do SRAA
em céaes. Foi demonstrado que a concentracdo plasmatica de Ang Il diminuiu
acentuadamente ap0s a administracao em bolus de Benazepril, 0 que levou a reducao
da pressao arterial dos cées.

Por outro lado, estudos realizados em nosso laboratério confirmam o que foi
Visto em nossos experimentos com relacdo a reducdo da PAS no uso isolado da L-
arginina, que foi capaz de reduzir, apesar de ndo normalizar, a PAS de ratos com
hipertensdo renovascular (GOUVEA et al., 2004; 2008; SANTUZZI et al., 2014;
TIRADENTES et al., 2015; MENGAL et al., 2016), demonstrando dessa forma que o
tratamento com L-arginina apresenta significativo efeito sobre a reducao dos niveis
pressoricos, e sobretudo, na protecao de 6rgaos-alvo, considerando sua capacidade
de aumentar a disponibilidade de NO e diminuir o estresse oxidativo (DENG et al.,
1995; ACKERMANN et al., 1998). O aumento na formacdo do NO pode ser um
componente importante na reducdo da PAS, por facilitar a reperfusdo renal e

promover a vasodilatacdo sistémica.

A L-arginina associada ao Benazepril foi eficiente em normalizar a PAS, esse
fato aponta como promissor o tratamento com L-arginina em associacao a outros anti-
hipertensivos na reducdo da hipertensdo arterial (SANTUZZI et al., 2014,
TIRADENTES et al., 2015).

A hipertenséo induz alteracfes vasculares estruturais e funcionais que estao
relacionadas a complicacfes cardiovasculares. A remodelacdo arterial em resposta
as alteragbes hemodinamicas hipertensivas leva a alteragbes na estrutura vascular
(ARRIBAS et al., 2006; HUMPHREY, 2008), e este processo envolve a degradacao e
reorganizacao da matriz extracelular, resultando em uma hipertrofia do vaso, aumento
do conteudo de colageno e elastina (CASTRO et al., 2008, 2009) e rigidez vascular
(MONTEZANO et al., 2015). A este respeito as metaloproteinases de matriz tem sido
implicada em alteracdes vasculares funcionais e estruturais da hipertensdo (SCHULZ,
2007; RAFFETTO E KHALIL, 2008; CASTRO et al., 2009). Niveis aumentados das
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metaloproteinases de matriz foram demonstrados em modelos clinicos e
experimentais de hipertensdo (BOUVET et al., 2005; MARTINEZ et al., 2006;
CASTRO et al., 2008; FONTANA et al., 2011), e o principal mecanismo esta envolvido
na ativagao do SRAA e estresse oxidativo que podem interagir para promover a
regulacdo positiva das metaloproteinases de matriz (LUCHTEFELD et al.,, 2005;
KANDASAMY et al., 2010). No modelo de hipertensdo experimental 2R1C o SRAA é
ativado e o aumento dos niveis de Ang Il promove hipertrofia vascular e aumento de
EROs, especialmente através da ativacdo da NADPH oxidase, a principal fonte de

anions superoéxido vasculares (Montenegro et al., 2011).

Em nosso estudo, observamos alteracdes estruturais e mecéanicas na artéria
aorta de ratos com hipertensdo 2R1C, através do aumento da deposicéo de colageno,
gue é responsavel pela rigidez arterial. Esses achados foram acompanhados pela
diminuicdo da deposicdo de colageno na parede das artérias ap0s os tratamentos.
Entretanto sobre a espessura da parede do vaso, 0s tratamentos com L-arginina,
Benazepril e sua associacdo (L-ARG+BEN) foram efetivos em reduzir a hipertrofia

causada pela hipertenséo renovascular.

Ceron et al. (2012), ao estudarem as alteragdes vasculares provocadas na
hipertensdo renovascular, através do modelo 2R1C, observou um aumento
significativo de deposicao de colageno na parede das artérias na fase inicial da
hipertensdo que tendem a aumentar na fase crbnica. Outro dado importante
encontrado, foi que ocorreu um aumento da atividade da ECA, associadas as

alteracdes vasculares, indicando uma importante ativacdo do SRAA.

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que as alteracdes vasculares
ocasionadas pela hipertensdo podem ser normalizadas pelo tratamento com drogas
que blogueiam o SRAA (ROSEI et al., 2009; LAURENT, 2019) ou por uso de
antioxidantes ou inibidores de metaloproteinases da matriz vascular (CERON, 2010).
Esses efeitos podem estar relacionados a reducdo da presséo arterial, bem como a
diminuicdo dos efeitos mediados por Ang Il na musculatura vascular lisa, incluindo
vasoconstricdo, crescimento celular e inflamacéo (SHARIFI et al., 1998; LI et al.,
1997).

A Fenilefrina promoveu uma resposta vasoconstrictora concentragéo

dependente. Os animais do grupo 2R1C apresentaram um aumento da contratilidade
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em relacdo aos demais grupos, sugerindo que a hipertensdo 2R1C pode desencadear
alteracdes na capacidade vasodilatadoras e vasoconstrictoras do endotélio vascular,
responsaveis pela alteragcdo da aorta toracica. Dados semelhantes foram encontrados
por Choi (2016), que observou um aumento da resposta a fenilefrina em ratos 2R1C

comparados a ratos Sham.

Contudo, no presente estudo, podemos observar que os tratamentos com
Benazepril, L-arginina ou sua associacao, L-arginina+Benazepril, promoveram uma
diminuicdo, concentracdo dependente, da reatividade a fenilefrina em anéis de aorta
comparados ao grupo 2R1C. Resultado semelhante foi encontrado por Chen (2014),
que demonstrou uma melhora na disfungéo endotelial e redugéo na presséo arterial
em ratos diabéticos hipertensos tratados por 8 semanas com Benazepril. Santuzzi et
al. (2014) demonstrou em seus estudos que ao tratar ratos 2R1C com L-arginina
houve uma diminuicdo, concentracdo dependente, da reatividade a fenilefrina em

anéis de aorta comparado ao grupo 2R1C.

Ao avaliarmos modula¢do endotelial através do protocolo de reatividade
vascular na auséncia e na presenca do endotélio vascular, podemos verificar que na
auséncia do endotélio a resposta contratil a fenilefrina foi aumentada em todos os
grupos estudados. No entanto, a magnitude dessa resposta, avaliada através da area
abaixo da curva, foi maior no grupo tratado com L-arginina+Benazepril quando
comparada aos demais grupos. Esses dados associados a diminuicdo da reatividade
vascular a fenilefrina sugerem que o tratamento de L-arg+Ben foi mais potente em
liberar um fator de relaxamento derivado do endotélio, sendo portanto capaz de

restaurar o desequilibrio ocasionado pela hipertensdo renovascular.

Ao analisar os resultados descritos acima, podemos verificar um desequilibrio
na funcéo endotelial e a partir disso foi investigado como a hipertensdo 2R1C e os
tratamentos propostos alteravam o relaxamento vascular dependente do endotélio,
onde foi realizado curvas concentracdo resposta a acetilcolina, que promove

relaxamento dependente do endotélio, nos anéis de aorta.

Nossos achados demonstraram que 0s grupos Benazepril e associagcao
restauraram o relaxamento dependente do endotélio, sugerindo que a vasodilatacao
dependente do endotélio foi preservada nesses grupos. Por outro lado, os demais

grupos (2R1C e L-arginina) apresentaram um prejuizo curvas concentracao resposta
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a acetilcolina, sugerindo uma alteracdo na producdo de NO estimulada pela

acetilcolina.

Ao avaliarmos a resposta maxima, observamos que o0 grupo L-arginina, assim
como o0 grupo Benazepril e a associacdo, se assemelham ao grupo Sham,
demonstrando que a monoterapia de L-arginina também € capaz de restaurar o
relaxamento dependente do endotélio, portanto, sendo capaz de prevenir o prejuizo
na producdo e/ou liberacdo de NO pela acetilcolina promovida pela hipertensao

renovascular.

Resultados semelhantes foram encontrados por Choi (2016) e Santuzzi et al.
(2014), que demostraram que a hipertensdo renovascular promoveu prejuizo na
vasodilatacao induzida pela acetilcolina. Em estudos realizados por Guo et al. (2000)
eles demostraram que o tratamento por quatro semanas com a L-arginina foi efetivo
em restaurar parcialmente a reatividade aodrtica de ratos com hipertensao

renovascular.

Estudos realizados por Gismondi (2015), demonstraram que pacientes
diabéticos e hipertensos tratados com Benazepril apresentaram uma melhora na
vasodilatacdo mediada por fluxo, comparados a pacientes tratados com losartana.
Além de melhorar a vasodilatacdo, os pacientes tratados com Benazepril
apresentaram maior reducdo na proteina C reativa, um importante biomarcador

inflamatorio.

A vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi avaliada em anéis de aorta,
através do Nitroprussiato de sodio (NPS), visando verificar se a hipertensao
renovascular e os diferentes tratamentos empregados promovem um prejuizo no
relaxamento do musculo liso vascular. O NPS promoveu resposta vasodilatadora
semelhante em todos 0s grupos experimentais, sugerindo que nem a hipertensao
2R1C e nem os tratamentos modificaram a capacidade de relaxamento do musculo
liso vascular. Resultados semelhantes foram encontrados por Santuzzi et al., (2014)
que também mostraram que ndo houve diferenga no relaxamento induzido pelo NPS
nos animais 2R1C e tratados com L-arginina e por Chen (2014), que tratou ratos
diabéticos e hipertensos por 8 semanas com Benazepril, ndo encontrando diferenca

no relaxamento induzido pelo NPS.
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Diante destes resultados, podemos supor que os tratamentos com Benazepril,
L-arginina e principalmente a associacdo dessas drogas influencia a liberacédo de
fatores vasodilatadores derivado do endotélio. Os mecanismos pelos quais a
hipertensdo 2R1C altera a reatividade vascular esta relacionada a disfun¢&o endotelial
que € desenvolvida no decorrer da hipertensdo 2R1C (ARRUDA et al.,2005).
Entretanto, a influéncia do tratamento com as drogas Benazepril e L-arginina na
hipertensdo renovascular precisa ser melhor investigada. Assim, neste estudo,
desenvolvemos um experimento para avaliar os efeitos do tratamento com Benazepril

e L-arginina na disfuncéo endotelial em ratos com hipertensdo renovascular.

Nesse sentido, investigamos algumas vias de agentes vasoativos relacionados
com o estresse oxidativo, afim de verificar a influéncia dessas vias no aumento da
resposta contratil a Fenilefrina e assim podermos esclarecer a acdo vascular desses

tratamentos em anéis de aorta de ratos com hipertenséo renovascular.

Dentre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio, o NO é o principal
fator relaxante do endotélio que regula o ténus vascular e modula as respostas
contrateis vasculares a diferentes agonistas (LI et al., 2014; MONCADA et. al, 1991).
O NO desempenha um importante papel como agente vasodilatador, sendo produzido
no endotélio e depois difundido para o musculo liso vascular. Por esse motivo,
decidimos avaliar a participacdo do NO, através da curva concentracdo resposta a

Fenilefrina na presenca de L-NAME, um inibidor inespecifico da sintese do NO.

Neste estudo, o L-NAME, em anéis de ratos 2R1C tratados com Benazepril, L-
arginina ou a associacdo de ambos potencializou a resposta vasoconstrictora a
fenilefrina em todos os grupos analisados, entretanto, essa resposta foi potencializada
em maior propor¢cdo no grupo L-arg+Ben quando comparado ao grupo 2R1C.
Sugerindo que o tratamento associado (L-arg+Ben) em anéis de aorta além de
diminuir a reatividade vascular, aumenta a modulacédo endotelial na resposta contratil
a fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO, além de aumentar a sua
producdo e diminuir as producdo das EROs. Dessa forma, dentre os tratamentos
estudados, o tratamento com L-arg+Ben mostrou ser efetivo no relaxamento induzido

pela Ach e apresentou um aumento da biodisponibilidade de NO local.

Estudos sugerem que a suplementacéo oral de L-arginina vem demonstrando

ser efetiva no aumento substancial dos niveis de NO e do status antioxidante, tanto
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em ratos como em humanos (GOUVEA et al.,2004; JABLECKA et al., 2004). Em ratos
diabéticos e hipertensos tratados com Benazepril os niveis sérios de NO foram

aumentados, em comparacao com ratos néo tratados. (CHEN, 2014).

Huang (2017) ao analisar as aortas de ratos 2R1C tratados com Benazepril,
observou a reducgéo da producéo das EROs, através da diminuicdo da expressao das
NOX 1 e NOX 4, que sao duas fontes principais de EROs na hipertrofia vascular

induzida pela Ang Il, em comparacao ao grupo 2R1C.

Para avaliar a participacdo da via da Ciclooxigenase no aumento da resposta
contratil a Fenilefrina nos animais com hipertensdo renovascular, tratados com L-
arginina, Benazepril e sua associagéo, utilizamos um inibidor ndo seletivo da COX, a
Indometacina. A resposta maxima foi semelhante em todos 0s grupos, exceto nos
grupos 2R1C e L-arginina, onde a reatividade vascular foi reduzida na presenca desse

farmaco.

Ao avaliarmos os modelos experimentais de hipertensdo foi notado maior
expressdo da COX-2 e maior participacao dos prostanoéides contrateis derivados desta
via na resposta vascular (ALVAREZ et al., 2005). Sabe-se também que na hipertens&o
h&a uma colaboracdo entre as vias que ligam a formacdo de EROS e prostandides
derivados da COX-2 e que, ambos, por sua vez, podem comprometer a funcdo
endotelial (BRIONES; TOUYZ, 2010).

Nossos achados demonstraram que o tratamento com L-arginina+Benazepril
em ratos hipertensos renovasculares foi eficaz para reduzir a PAS, melhorar as
respostas vasculares e aumentar o relaxamento dependente do endotélio. Supomos
que tais beneficios estejam relacionados ao aumento da produgéo de NO e diminuicédo

do estresse oxidativo das aortas toracicas dos ratos hipertensos renovaculares.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do nosso estudo sugerem que os efeitos vasculares da
hipertensdo 2R1C sdo dependentes do endotélio, tendo em vista o aumento da
reatividade vascular em anéis de aorta, prejuizo no relaxamento a acetilcolina e em

alteracdes estruturais na artéria aorta.

Adicionalmente, observamos pela primeira vez que o tratamento com L-arginina
associado ao Benazepril foi efetivo em reduzir a PAS e melhorar a estrutura vascular

e o relaxamento dependente do endotélio.

Portanto, nossos dados revelam os efeitos benéficos da L-arginina associada
ao Benazepril, sugerindo que essa combinacdo possa ser um novo agente anti-
hipertensivo, especialmente aos pacientes com hipertenséo dependente do SRAA e
com disfuncdo endotelial.

Este estudo por sua vez permite ampliar o conhecimento de terapias isoladas
ou associadas para o controle da PAS e reducdo dos efeitos colaterais sobre os

orgaos alvos.
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