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RESUMO 

A hipertensão arterial sistêmica está relacionada ao risco elevado de desenvolvimento 

de doenças cardiovasculares, pois leva a alterações vasculares e a disfunção 

endotelial. Neste trabalho investigamos os efeitos do tratamento com benazepril e a 

L-arginina, isoladamente e em combinação sobre a Pressão Arterial Sistólica (PAS) e 

reatividade vascular em anéis aórticos. A hipertensão renovascular foi induzida em 

ratos Wistar por redução 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 após foi retirado 

os anéis da aorta torácica onde foi avaliado a vasoconstrição e relaxamento 

dependentes e independentes do endotélio. O grupo L-arg+Ben reduziu a PA e a 

resposta contrátil à fenilefrina e aumentou o relaxamento à acetilcolina. A remoção e 

a incubação do endotélio com o éster metílico da N-nitro-L-arginina (L-NAME) 

aumentaram a resposta à fenilefrina em todos os grupos, mas o efeito foi maior no 

grupo L-arg + Ben. Utilizamos um ensaio de detecção in situ de NO mensurada pela 

sonda DAF-2 fluorescente. A hipertensão 2R1C reduziu a produção de NO in situ, 

quando comparado ao grupo Sham, por outro lado, o grupo L-arg+Ben apresentou 

maior produção de NO. A análise da fluorescência produzida pelo Dihidroetídeo - DHE 

na artéria aorta revelou um aumento da produção de EROs nos animais 2R1C e os 

tratamentos com L-arg, Ben e L-arg+Ben foram efetivos em reduzir seus valores de 

fluorescência normalizados, corrigindo o aumento da produção de EROs nas artérias 

gerado pela hipertensão 2R1C. Em conclusão, L-arg + Ben combinado foi eficaz na 

redução da pressão arterial e na prevenção da disfunção endotelial nos anéis aórticos 

de ratos hipertensos 2R1C. Os mecanismos responsáveis parecem estar 

relacionados à modulação do sistema renina-angiotensina local, que está associado 

à redução do estresse oxidativo endotelial e no aumento da produção de óxido nítrico. 

Palavras-chaves: hipertensão 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 2K1C 

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. INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças Cardiovasculares 

As doenças cardiovasculares (DCVs) tem liderado as estatísticas de 

morbimortalidade do mundo moderno, sendo a principal causa de mortes, 

hospitalizações e atendimentos ambulatoriais, matando mais do que qualquer outra 

doença (GBD, 2017). 

Entre as DCVs, temos o infarto agudo do miocárdio (IAM), o acidente vascular 

encefálico (AVE), insuficiência cardíaca, doença arterial periférica e doença renal 

crônica, que estão associadas a fatores comportamentais, como o uso de tabaco, a 

alimentação não saudável, o consumo de álcool, o sedentarismo, a obesidade, a 

hipertensão arterial sistêmica (HAS), a hipercolesterolemia e o diabetes, e estes, por 

sua vez, moldados por particularidades étnicas e culturais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO, 2020).  

 

Figura 1 Taxa de Mortalidade no Brasil por DVC e distribuição por causas no ano de 2017. HAS: 
Hipertensão Arterial Sistêmica; AVE: Acidente Vascular Encefálico; IAM: Infarto Agudo do Miocardio; 
IRC: Insuficiência Renal Crônica. Fonte:  Diretrizes Brasileiras de Hipertensão, 2020. 

As complicações da HAS (cardíacas, 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 óbitos no Brasil, dos quais 10% 

estavam relacionados a HAS. Vale ressaltar que a HAS mata mais por suas lesões 

nos órgãos-alvos (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO, 2020). 

10%

22%

39%

29%

Taxa de Mortalidade no Brasil por DCVs

HAS

AVE

IAM

IRC



15 
 

1.2 Hipertensão Arterial Sistêmica 

 

A HAS é uma doença crônica não transmissível sendo definida como o 

resultado do descontrole crônico da pressão arterial, que se mantém com valores 

pressóricos ≥140 e/ou 90 mmHg, que alteram de forma complexa as estruturas e 

funções dos órgãos-alvo. Ela é responsável por 45% das mortes por doenças 

cardiovasculares no mundo. Em 2017, 69% dos pacientes norte-americanos que 

tiveram seu primeiro episódio de infarto, tinham HAS. Além da diminuição da 

produtividade laboral e renda familiar, a HAS tem impactos grandiosos nos custos 

médicos e socioeconômicos, devido à alta frequência de internações (GBD, 2017; 

DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO, 2020).  

Por ser uma doença crônica, a HAS levará a lesão dos vasos sanguíneos dos 

órgãos alvos, tais como coração, rins, cérebro, entre outros (BRUNNER & 

SUDDARTH, 2015). 

Com relação aos fatores de risco para a HAS podemos destacar os fatores 

genéticos, ambientais, vasculares, hormonais, renais e neurais. Os principais 

mecanismos envolvidos na HAS são a constrição vascular e a disfunção endotelial. A 

hipertrofia da parede vascular encontrada em indivíduos hipertensos leva ao aumento 

da resistência vascular periférica e consequentemente ao aumento da contratilidade 

da musculatura lisa dos vasos (NOBRE et al., 2013; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE 

HIPERTENSÃO, 2020). 

Apesar de muitos esforços para desvendar os mecanismos relacionados na 

patogênese da HAS eles ainda não são bem compreendidos e, na maioria dos casos, 

não resulta apenas de uma única causa, sendo esta doença classificada de dois tipos: 

hipertensão arterial essencial ou primária e hipertensão secundária. A hipertensão 

essencial, considerada como uma doença complexa e multifatorial, resultante da 

interação entre diversos fatores genéticos e ambientais, sendo responsável por 

acometer cerca de 90 a 95% das pessoas hipertensas e a sua manifestação não pode 

ser atribuída à existência de outra doença precedente (BOLÍVAR, 2013; 

MONTEZANO, 2012). Já a HAS secundária atinge cerca de 10 a 20% dos indivíduos 

hipertensos e está associada a outros distúrbios como, por exemplo, aldosteronismo 

primário, feocromocitoma (um tumor neuroendócrino das glândulas supra-renais ou 
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outros tecidos neuroendócrinos) ou estenose da artéria renal (hipertensão 

renovascular) (PRAXEDES, 2002; KHANGURA et al., 2013; DIRETRIZES 

BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO, 2020). 

1.3 Hipertensão Renovascular 

 

A hipertensão renovascular é uma das principais causas de hipertensão 

secundária e resistente ao tratamento. A sua prevalência é estimada em 2% dos 

hipertensos, mas a sua prevalência pode chegar a 6,8% na população com 65 anos 

ou mais e 5,8% nos casos de hipertensão secundária em adultos jovens 

(HERRMANN, 2018). 

A hipertensão renovascular é uma condição secundária gerada pela estenose 

e/ou oclusão parcial de uma artéria renal ou ambas, podendo estar associada a 

doenças ateroscleróticas. É muito comum o aumento da pressão arterial sanguínea 

em pacientes com doença renal crônica e com hipertensão renovascular, e 

normalmente os pacientes são resistentes a tratamentos farmacológicos 

(KHANGURA et al., 2013). 

O modelo experimental dois rins, um clipe (2R1C) é um modelo clássico de 

hipertensão renovascular que foi desenvolvido por Goldblatt e colaboradores em 

1934. O modelo consiste na obstrução parcial de uma das artérias renais com um 

clipe de prata (GUAN et. al., 1992; GUIMARÃES et. al., 2010). 

Esse modelo é dependente da ativação do sistema renina angiotensina 

aldosterona (SRAA) e apontam três fases para o desenvolvimento da hipertensão. Na 

fase I com a implantação do clipe de prata na artéria renal esquerda ocorrerá a 

estenose renal, levando ao aumento dos níveis pressóricos e da atividade plasmática 

da renina. A renina liberada pelas células justaglomerulares atuará sobre o 

angiotensinogênio, formando a Angiotensina I (Ang I), que após perder 02 

aminoácidos terminais é convertida em Angiotensina II (Ang II) pela ação da enzima 

conversora de angiotensina (ECA).  Já a fase II terá o seu início entre cinco e oito 

semanas ocorrendo a diminuição nas concentrações de renina e aumento da 

sensibilidade a Ang II, que contribui para a retenção de água e sódio, e a pressão 

normalmente para de aumentar e se mantém os níveis hipertensivos. Na fase III os 
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níveis pressóricos permanecem elevados, por meio de mecanismos ainda não 

esclarecidos, sendo que fatores neurogênicos e humorais, disfunção endotelial, 

alteração da atividade barorreflexa e secreção de substâncias pressóricas estão 

relacionadas (DAVIS, 1977; NAVAR et al., 2002; GUIMARÃES, et. al., 2010). 

Alguns estudos demonstraram que o aumento da Ang II e da aldosterona, no 

modelo 2R1C, pode levar a modificações vasculares funcionais e estruturais, incluindo 

a disfunção endotelial, hipertrofia e deposição de matriz extracelular. Essas alterações 

são causadas principalmente pela elevação do ânion superóxido (O2
•-) e do up-

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

A Ang II é um peptídeo multifuncional que possui inúmeras ações nos vasos 

sanguíneos, nos sistemas renal e nervoso. Quando o SRAA é ativado de maneira 

exacerbada, como acontece na hipertensão renovascular, isso produz efeitos nocivos 

aos rins, podendo contribuir para uma perda da função renal, devido a constrição das 

arteríolas renais, levando ao aumento na resistência vascular periférica ou renal, 

aumentos da pressão dos capilares glomerulares, quadros de proteinúria e aumento 

do estresse oxidativo, via ativação da Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Fosfato 

NADPH oxidase. No músculo liso vascular, a tirosina quinase Src regula a atividade 

da NADPH oxidase estimulada pela Ang II. Essa ativação leva a disfunção endotelial, 

proliferação de células mesengiais, processos inflamatórios e profibróticos devido a 

fosforilação da Src (ROSCIONI, 2013). 

O tônus do músculo liso vascular é um fator determinante da resistência 

vascular e a sua regulação é realizada pelos fatores derivados do endotélio, pressão 

sanguínea, inervação e por estímulos hormonais (LINCOLN et. al., 2001).  

Alguns estudos vêm demonstrando que o SRAA hiperativo altera 

negativamente a integridade do músculo liso vascular e do endotélio vascular. Estas 

alterações estão relacionadas à redução da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) e 

à produção de radicais livres (SUN, 2010). 

1.4 Endotélio Vascular 

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

controlado através de estímulos químicos e físicos. Conta com uma vasta distribuição, 



18 
 

contribuindo para a realização de diversas funções relacionadas a homeostase 

vascular (Furchgott et. al., 1980). 

Um endotélio vascular saudável é caracterizado pelo equilíbrio de agentes pró 

e antioxidantes, vasodilatadores e vasoconstritores e moléculas pró e anti-

inflamatórias (DONATO et al., 2009). Dentre as substâncias vasoconstritoras estão: a 

Ang II (SKEGGS et al., 1954), o ânion superóxido (RUBANYI; VANHOUTTE, 1986), a 

Endotelina-1 (ET-1) (YANAGISAWA et al., 1988), e produtos derivados do ácido 

araquidônico como Prostaglandinas H2 (PGH2) e F2 (PGF2) e o Tromboxano A2 

(TXA2) (FRÖLICH; FÖRSTERMANN, 1989). 

Na célula muscular lisa vascular (CMLV), para que ocorra a contração é 

necessário um aumento da concentração de Ca2+ citosólico, gerada através do influxo 

deste íon por meio de canais de Ca2+ operados por voltagem (VOCs), por estoque 

(SOC), por receptores (ROCs), ou ativados pelo estiramento (SAC), e também pela 

liberação de Ca2+ de estoques intracelulares (retículo sarcoplasmático) (BLAUSTEIN; 

HAMLYN, 2010; GHOSH et al., 2017; KIM et al., 2008)  

Após a ligação do Ca2+ à Calmodulina será formado o complexo Ca2+- CaM que 

ativa a quinase de cadeia leve de miosina (MLCK), responsável por fosforilar a cadeia 

leve da miosina (MLC20), permitindo que a cabeça da miosina se ligue ao filamento de 

actina e promova a contração (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). Essa contração 

pode ser mediada por acoplamento eletromecânico ou farmacomecânico 

(LAMOUNIER-ZEPTER; BALTAS; MORANO, 2003).  

Como exemplo de acoplamento eletromecânico, temos a contração promovida 

pelo KCl através da despolarização da membrana, onde o aumento da concentração 

de K+ extracelular, promove influxo de Ca2+ para dentro da CMLV através da abertura 

de canais de Ca2+ operados por voltagem tipo L (VOCC). O KCl também age como 

sensibilizador de cálcio na contração do músculo liso (RATZ et al., 2005).  

Um exemplo de acoplamento farmacomecânico é a contração à Fenilefrina. 

Esta se liga ao receptor α1-adrenérgico acoplado a uma proteína G que ativa a 

Fosfolipase C (PLC), que por sua vez estimula a síntese de IP3 e DAG. O IP3 age nos 

receptores IP3R no retículo sarcoplasmático promovendo a liberação de Ca+2 

intracelular. O DAG ativa a proteína quinase C (PKC) que promove a abertura de 
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canais de Ca+2 na membrana, aumenta a sensibilidade das proteínas contráteis ao 

Ca+2 e fosforila a cadeia leve da miosina (MLC20). Além disso, o aumento do Ca+2 

intracelular ativa a quinase de cadeia leve da miosina (MLCK) promovendo contração 

do MLV. Outros exemplos de agonistas contráteis são a norepinefrina, endotelina, 

angiotensina II e a serotonina (BÁRÁNY, 1996; FUKATA et al., 2001). 

As substâncias vasodilatadoras produzidas no endotélio são:  fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), Prostaciclinas e NO, sendo esse o 

principal vasodilatador produzido e um dos mais importantes na regulação do tônus 

vascular (MONCADA et. al, 1991). 

O NO é um radical livre, inorgânico, gasoso, altamente reativo, o que permite 

sua difusão facilmente pelas membranas celulares levando a vasodilatação. Ele 

também está envolvido na regulação do crescimento celular, além de possuir ação 

inibitória sobre a adesão e agregação plaquetária (MONCADA et. al,1991; CANNON, 

1998). 

O NO é produzido nas células endoteliais a partir da ação de alguns agonistas 

como a acetilcolina (ACh), bradicinina, adenosina difosfato (ADP), substância P ou 

pelo efeito de cisalhamento ou shear stress. Esses agonistas vão levar ao aumento 

de Ca+2 intracelular, que por sua vez ativa a enzima óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS), transformando a L-arginina em NO e L-citrulina. Essa reação é dependente 

de oxigênio e alguns cofatores como a NADPH, Flavina Adenina Dinucleotídeo (FAD), 

Flavina Mononucleotídeo (FMN) e Tetrahidrobiopterina (BH4) (SAHRAWAT; 

CHATTERJEE, 2016). 

Após a sua produção, o NO se difunde para o músculo liso vascular onde ativa 

a enzima guanilato ciclase (GC), levando ao acúmulo de monofosfato de guanosina 

cíclico (GMPc) através de sua ação sobre o trifosfato de guanosina (GTP), induzindo 

a diminuição do Ca+2 intracelular nas células do músculo liso vascular e 

consequentemente ao relaxamento (ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). 

Em algumas situações clínicas como a HAS e a aterosclerose, o endotélio 

vascular exibe um estresse oxidativo excessivo e uma diminuição da 

biodisponibilidade do NO, que são características da disfunção 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 promoção de seus agravos (MONTERA, 2007; 

KUROKAWA et al., 2011). 

1.5 Disfunção endotelial e estresse oxidativo na hipertensão 

 

Na HAS ocorre uma alteração no equilíbrio entre a liberação de fatores 

vasodilatadores e vasoconstrictores, levando a disfunção endotelial (BALARINI et. al., 

2013; DIAS et. al., 2014).  

A disfunção endotelial encontrada no modelo 2R1C é provocada 

principalmente pelo aumento no estresse oxidativo causado pelas espécies reativas 

de oxigênio (EROs), relacionado com o aumento da ativação da NADPH oxidase pela 

Ang II, e diminuição da disponibilidade de NO (NOGUEIRA et. al., 2012; DIAS et. al., 

2014). 

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção de 

espécies reativas de oxigênio e a capacidade do organismo de controla-las (FINKEL, 

2000). 

A Ang II induz a formação de EROs no endotélio e no músculo liso. Esse 

processo ocorre via receptor AT1 e a ativação da NADPH oxidase, sendo essa 

principal produtora de EROs em processos patológicos (TOUYZ, 2000).  

A hipertensão renovascular apresenta características específicas durante o 

seu desenvolvimento como lesão endotelial, altos níveis plasmáticos de Ang II, 

taquicardia, hipertrofia cardíaca, estresse oxidativo elevado e atrofia do rim estenótico. 

(VASQUEZ et. al. 2016).  

 

1.6 Prostanóides derivados da ciclooxigenase  

 

Outro produtor de EROs são os prostanóides derivados da via do ácido 

araquidônico - ciclooxigenase (COX) através da estimulação da NADPH oxidase 

(HERNANZ et al., 2014). A ativação da COX resulta em produção de prostanóides 

vasoconstritores e vasodilatadores através do metabolismo do ácido araquidônico e 

estes estão diretamente relacionados a modulação vascular, sendo os mais comuns 

a prostaglandina (PGE2), o tromboxano (TXA2), que leva ao aumento da expressão 

da NADPH oxidase e a prostaciclina (PGI2) que ao contrário dos anteriores, leva a 
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redução da expressão da NADPH oxidase, reduzindo a produção de EROs (ALVAREZ 

et al., 2005).  

A COX se apresenta através de duas isoformas, COX-1 uma isoforma 

constitutiva que tem como função a manutenção das funções fisiológicas (SMITH et 

al., 1996) e a COX-2 isoforma induzida relacionada principalmente aos processos 

inflamatórios (FÉLÉTOU, 2010). O O2
•- também contribui para o processo inflamatório, 

participando da expressão de COX-2, presente na HA (ALVAREZ, et. al., 2008). 

 

1.7 Estratégias Terapêuticas na Hipertensão Renovascular 

 

Os principais objetivos no tratamento da hipertensão arterial renovascular são 

a redução da morbidade, da mortalidade relacionada a elevação da pressão arterial, 

proteção da circulação e das funções renais. O tratamento pode ser clínico, cirúrgico 

ou por meio da implantação de próteses endovasculares (stents). Com relação ao 

tratamento clínico recomenda-se os inibidores da enzima conversora da angiotensina 

(IECAs), bloqueadores do receptor AT1 (BRAs), bloqueadores dos canais de cálcio e 

os betabloqueadores (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO, 2020). 

Os IECAs pertencem a uma categoria de fármacos com uso crescente em 

diversas doenças, incluindo HAS, insuficiência cardíaca, infarto agudo do miocárdio, 

nefropatia diabética e outras formas de nefropatia (CHEUNG, 2002). Além de 

converter Ang I em Ang II, a ECA também inativa as cininas (GAVRAS & CORCORAN, 

1994) com isso os IECAs aumentam os níveis de bradicinina, contribuindo para seu 

efeito anti-hipertensivo. Além de reduzir a pressão arterial, os IECAs promovem 

regressão da hipertrofia ventricular (DAHLOF et al., 1992), diminuem a morbi-

mortalidade associada à insuficiência cardíaca, reduzem a mortalidade e melhoram a 

função cardíaca pós-infarto (DAHLOF et al., 1992; Pfeffer et al., 1992), melhoram a 

disfunção endotelial (MANCINI et al., 1996) e reduzem a progressão da nefropatia 

diabética e de outras nefropatias (MASCHIO et al., 1996; LEWIS et al., 1993). 

O benazepril é um IECA potente comparado aos outros fármacos de sua 

classe, por aumentar a excreção do sódio e por ser mais lipossolúvel, o que facilita a 

sua penetração nos tecidos e por ter uma ação inibidora da formação de Ang II, com 

picos de concentração 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 deposição de colágeno, consequentemente reduz a hipertrofia ventricular 

esquerda e melhora da função endotelial vascular, pois ao reduzir os níveis de Ang II, 

ele quebra as ações do SRAA e diminui a degradação da bradicinina, que estimula a 

produção de óxido nítrico e prostaglandinas, sendo portanto utilizado em pacientes 

com Insuficiência Cardiarca Congestiva - ICC (SAHOO et al., 2009; BARRIOS E 

ESCOBAR, 2010; HOU et al., 2007; STOMPÓR, 2011; HE et al., 2008). 

Vários estudos, com tratamento de até 8 semanas, demonstraram que 

Benazepril 10 a 80 mg/dia (geralmente 10 a 40 mg) é eficaz na redução da pressão 

arterial em pacientes com hipertensão leve a moderadamente grave e a sua eficácia 

anti-hipertensiva se mantém por até 02 anos de tratamento. (AGABITI, et.al, 1990; 

BELLET, 1990; CONRAD, 1988). Já em ratos com hipertensão renovascular (modelo 

2R1C) e espontaneamente hipertensos (SHR) alguns estudos relataram que a 

administração única ou repetida do Benazepril, com duração 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 aminoácido que pode ser utilizado para controle da pressão 

arterial. Sendo um substrato para a produção de NO tem demonstrado efeitos 

positivos na redução da pressão arterial e aumento da excreção de sódio e água em 

ratos com hipertensão 2R1C, além de melhorar as funções vasomotoras do endotélio, 

aumentando a síntese de NO nos vasos, levando a atividade diminuída da endotelina-

1 e Ang II, modulação das alterações hemodinâmicas nos rins, diminuição do estresse 

oxidativo e melhora da sensibilidade à insulina (GOUVEA, 2003; GOKCE, 2004). 

Estudos anteriores, demostraram que a L-arginina é capaz de produzir vasodilatação 

renal e natriurese, além de aumentar a liberação de nitrito e nitrato, L-citrulina e GMPc 

e aumentar a biodisponibilidade de NO na circulação renal (DENG et al., 1995; 

ACKERMANN et al., 1998). 

Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que animais tratados 

com L-arginina tiveram redução da hipertensão arterial quatorze dias após o 

tratamento. Além do efeito sistêmico sobre a pressão arterial, a L-arginina promoveu 

diurese e natriurese nos animais 2R1C, reverteu a hipertrofia cardíaca, aumentou a 
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massa do rim clipado e reduziu de forma significativa a atividade da ECA no plasma, 

coração e rim clipado (GOUVEA et al. 2002, 2004). 

Nesse contexto, muitos estudos têm relatado as ações de fármacos que atuam 

no SRAA no modelo de hipertensão 2R1C, dentre as estratégias terapêuticas 

encontradas podemos citar o uso isolado de inibidores do SRAA, combinação dos 

inibidores dos SRAA com diuréticos, combinação dos inibidores do SRAA com 

bloqueadores dos canais de Ca2+ e até o duplo bloqueio do SRAA. As medicações 

também estão sendo investigadas quanto à 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 associação da L-arginina e do Benazepril em anéis de aorta de ratos com 

hipertensão renovascular.  
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2. JUSTIFICATIVA 

A HAS  é considerada um importante fator de risco para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares e cerebrovasculares, sendo responsável por grande 

número de mortes e internações. Por isso, além de gerar grandes custos aos cofres 

públicos, ela também provoca redução na qualidade e expectativa de vida da 

população mundial (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO, 2020). 

Diante de vários danos provocados pela hipertensão e de sua alta incidência 

na população ela é vista como um grave problema de saúde pública.  A hipertensão 

renovascular é uma das principais causas de hipertensão secundária e resistente ao 

tratamento. A sua prevalência é estimada em 2% dos hipertensos, mas a sua 

prevalência pode chegar a 6,8% na população com 65 anos ou mais e 5,8% nos casos 

de hipertensão secundária em adultos jovens (HERRMANN, 2018). 

Tendo em vista que a hipertensão renovascular tem como principal mediador o 

SRAA e a ativação desse sistema leva ao aumento da Ang II, responsável pela 

disfunção endotelial, diminuição de NO e aumento do estresse oxidativo, e o 

tratamento farmacológico empregado são os IECAs, nossa hipótese é que o 

tratamento com inibidor da ECA (Benazepril) associado a um precursor do NO (L-

arginina) no modelo de hipertensão 2R1C poderia não só reduzir a pressão arterial 

como também reduzir as lesões nos vasos, promovendo uma resposta vasodilatadora, 

aumento da produção de NO e redução do estresse oxidativo. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito terapêutico da associação da L-arginina e benazepril em anéis de aorta 

de ratos com hipertensão renovascular. 

3.2 Objetivos Específicos 

Avaliar os efeitos do tratamento com L-arginina e Benazepril sobre: 

- A pressão arterial sistólica; 

- Respostas vasoconstritoras dependentes e independentes do endotélio em anéis de 

aorta; 

- Respostas vasodilatadoras dependentes e independentes do endotélio em anéis da 

aorta;   

- Participação das espécies reativas ao oxigênio;  

- Participação dos prostanóides derivados da via da ciclooxigenase-2; 

- Participação óxido nítrico; 

- Deposição de colágeno e hipertrofia no músculo liso vascular. 
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4. MATERIAS E MÉTODOS 

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 Ciências da 

Saúde, Universidade Federal do Espírito Santo - UFES. Os animais foram mantidos 

em gaiolas sob condições controladas de temperatura (23ºC) e ciclo claro-escuro de 

12 horas, tendo livre acesso à água e ração padrão para roedores. 

O manejo dos animais foi realizado de acordo com os princípios éticos estabelecidos 

pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Todos os 

protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 

e Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo (CEUA – UFES 15/2017). 

4.2 Produção da Hipertensão Renovascular (Hipertensão 2R1C) 

Após anestesia combinada com Ketamina (75mg/kg IP) e Xylazina (10mg/kg IP), foi 

realizada tricotomia, com posterior antissepsia com álcool à 70% na região mediana 

do flanco esquerdo do animal, seguida por uma incisão com exposição do pedúnculo 

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 constrição equivalente 

ao diâmetro interno de 0,2 mm. Após o procedimento, a incisão foi suturada e o animal 

foi acondicionado em gaiolas individuais e mantido no biotério da instituição sob 

observação 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 exposição do pedúnculo renal (C) Separação da artéria renal 
esquerda (D) Inserção do clipe de prata (diâmetro interno de 0,2 mm). (Santuzzi et al., 2014). 

 
4.3 Tratamentos 

Os tratamentos foram realizados por 21 dias iniciando 07 dias após estabilização do 

procedimento cirúrgico 2R1C (conforme Fig. 3). Foi administrado L-arginina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA, L-arginina 10 mg/kg/dia, diluída em água, por gavagem, 0,3 

A 

B 

C 

D 
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ml) e Benazepril (Novartis, Itália, Benazepril 40 mg/kg/dia, diluído em água, por 

gavagem, 0,3 ml). No grupo Associação foi administrado (L-arginina 10 mg/kg/dia, 

diluída em água, por gavagem, 0,3 ml + Benazepril 40 mg/kg/dia, diluído em água, 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.   

 

 

Figura 3 Organograma do Protocolo Experimental 

 

4.4 Medida da Pressão Arterial  

A pressão arterial sistólica (PAS) foi medida de forma indireta através de pletismógrafo 

de cauda (IITC Life Science – 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA). Todos os ratos 

foram submetidos previamente a ambientação, durante três dias, antes da primeira 

mensuração, para adaptarem-se ao pletismógrafo, com o intuito de prevenir 

alterações pressóricas devido ao estresse do animal frente ao procedimento. Durante 

as medidas de pressão os animais eram colocados em um cilindro de acrílico dentro 

de uma estufa a 37ºC por um período de 15 minutos, com o intuito de promover 

dilatação da artéria caudal. A PAS foi mensurada antes da cirurgia (tempo 0), uma 

semana após a cirurgia para confirmar a eficácia do procedimento resultando em 

animais hipertensos (tempo 7) e, ao final do tratamento, 28 dias após a cirurgia (tempo 

28). Foram realizadas três medidas da pressão arterial sistólica de cada animal das 

quais foi obtida a média aritmética. 

4.5 Metodologia Empregada para Obtenção dos Anéis Isolados de Aorta 

Torácica  

- Sham 
- 2R1C 
- L-arg 
- Ben 
- L-arg+Ben 

DIAS 
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Os animais foram anestesiados com Ketamina (50mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) e em 

seguida a aorta torácica descendente foi cuidadosamente removida e imersa 

rapidamente em uma placa de Petri contendo solução de Krebs-Henseleit, composta 

por (em mM): NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; 

NaHCO3 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogênica contendo 5% 

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

Após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta torácica foi dividida em seis 

segmentos cilíndricos de aproximadamente 3 a 4 mm de comprimento (Figura 4). 

Alguns desses anéis tiveram seu endotélio removido mecanicamente através da 

fricção do lúmen com uma haste metálica. 

 

Figura 4 Aorta torácica em uma placa de Petri imersa em solução de Krebs após retirada dos tecidos, 
sendo dividida em segmentos cilíndricos de aproximadamente 4 mm (Angeli, 2009). 

 

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solução de Krebs-

Henseleit aquecida a 36ºC, continuamente aerada com mistura carbogênica, 

mantendo o pH estável em 7,4. Dois fios de aço inoxidável, em forma de triângulos, 

foram passados através do lúmen dos segmentos de forma que ficassem paralelos na 

luz do vaso. Um fio foi fixado à parede do banho e o outro conectado verticalmente a 

um transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer alteração do diâmetro do vaso 

foi captado pelo transdutor de força (TSD 125) conectado a um sistema de aquisição 

de dados (LabChart 8, AD InstrumentsPtyLtd., NSW, AUS) e este a um computador 

(Figura 5). 
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Figura 5 Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade vascular “in vitro”. 
Sistema de aquisição de dados LabChart Systems. 
 
 

Após a montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de repouso de 

1 grama, reajustada quando necessário, durante 45 minutos de estabilização (Figura 

6 A).  

4.5.1 Avaliação da integridade do músculo liso vascular 

Após a estabilização, foi administrado ao banho Cloreto de Potássio (KCl 75 mM) para 

verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular induzida por despolarização. Ao 

atingirem uma variação de um grama de força a partir do valor basal, estes anéis 

foram lavados aproximadamente três vezes com solução de Krebs-Henseleit até 

retornar a tensão de repouso (Figura 6 B, C). Assim, os anéis que não obtiveram tal 

contração foram descartados. Após 30 minutos de estabilização (Figura 6 D), uma 

nova dose de KCl (75 mM) foi adicionada ao banho para a aquisição de uma contração 

máxima do músculo liso vascular, aferida no período de 30 minutos, tempo necessário 

para atingir um platô no registro da contração (Figura 6 E, F). Após este platô, os anéis 

foram novamente lavados três vezes para atingir o valor basal (1.0 grama) e, depois 

de 30 minutos (Figura 6 G, H), esses anéis foram submetidos à avaliação da 

integridade funcional do endotélio. 

4.5.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio  

LabChart Systems 
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A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 

muscarínico Acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 

Fenilefrina (Fe) 10ˉ6 M. Uma vez atingido o platô, uma dose única de ACh (10ˉ5 M) foi 

aplicada (Figura 5 I, J, L).   

 

Figura 6 Registro com curvas representando o teste da viabilidade do músculo liso vascular com KCl e 
avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da viabilidade do músculo liso vascular com 
KCl: A) Período de estabilização inicial (45 min permanecendo na tensão de 0.9 a 1,3 g); B) Adição de 
KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período de 
estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Platô da contração induzida pelo KCl 
(75 mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de estabilização (30 min). 
Avaliação da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contração com fenilefrina (Fe) 10-6M; J) Platô 
da contração induzida pela Fe; L) Adição de acetilcolina (ACh) 10-5M. O tempo foi registrado em 
minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força 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 à fenilefrina  

Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução nutridora do banho 

foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse restabelecida. Depois da 

estabilização foi incubado os fármacos por 30 minutos e em seguida foi realizada a 

curva concentração-resposta à Fenilefrina (10ˉ10 a 10ˉ4M) 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 hipertensão renovascular  
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A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pela Acetilcolina 

(ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-contraídos com Fenilefrina 

10ˉ6 M. Uma vez obtido o platô, foram realizadas as curvas concentração-resposta, 

cumulativas à acetilcolina (1.10ˉ11 a 3.10ˉ4 M). 

4.5.3.3 Influência do tratamento com Benazepril e L-arginina de ratos com hipertensão 

renovascular na via do óxido nítrico  

Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) na resposta contrátil 

à fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor não-seletivo da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 

μM, Sigma, St. Louis, USA). 

4.5.3.4 Influência do tratamento com Benazepril e L-arginina de ratos com hipertensão 

renovascular na avaliação da participação de prostanóides derivados da 

ciclooxigenase  

Com a finalidade de estudar a participação da ciclooxigenase-2 na resposta contrátil 

à fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor não específico da 

cicloxigenases, a Indometacina (10 μM, Sigma, St. Louis, USA).  

4.6 Análises Histológicas  

Os anéis da aorta foram rapidamente removidos e armazenado em recipientes 

contendo solução tamponada de formol (10%). Após passam por processo de 

desidratação em banho de álcool, diafanização em banhos de xilol e inclusão em bloco 

com banhos de parafina. Foram feitos cortes transversais em cada fatia com 

espessura de 4µm e montados em laminas de vidro, sendo coradas com picrosírius 

(Picrosírius Red, F3BA, FLUKA, EUA) ou hematoxilina e eosina (Vetec, Brasil) para 

as análises específicas descritas e seguir. 

4.6.1 Análises do Colágeno e Hipertrofia  

Os anéis de aorta foram cortados em seções transversais de 4 µm de espessura e 

coradas com picrosírius para determinar a área ocupada por colágeno. As fatias 

também foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E) para determinar área de 

secção transversa. A porcentagem de coloração vermelho do Picrosírius indicou o 

valor percentual ocupada por colágeno. As imagens foram obtidas com uma câmera 
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digital (Evolution, Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) acoplado a um microscópio 

óptico (Eclipse 400, Nikon) sob aumento de 400 vezes. Imagens celulares vistos com 

uma câmera de vídeo foram projetadas em um monitor e rastreado. Imagens para a 

quantificação da deposição de colágeno e avaliação da área de secção transversa 

foram processadas com o software Image J (v. 1.43u, National Institutes of Health, 

EUA).  

4.7 Protocolos de Fluorescência 

Os protocolos de fluorescência foram realizados no Laboratório Multiusuário de 

Histologia Molecular e Imunohistoquímcia (LHMI) - CCS/UFES.  

4.7.1 Quantificação “in situ” do ânion superóxido (O2
•-) 

A produção “in situ” de ânion superóxido (O2
•-) foi avaliada pela fluorescência por 

dihidroetídeo (DHE, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), como previamente descrito 

por Nunes, et al., (2014). O anel da aorta foi retirado no momento que os animais 

foram anestesiados para o protocolo da reatividade vascular. O anel da aorta foi 

rapidamente dissecado e imerso em solução de Krebs (8 mM HEPES, 2 mM 

CaCl2.2H2O, 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,45 mM MgCl2.6H2O, 11,1 mM glicose, pH 

7,4) por um período de 2 h. Após, estes anéis foram congelados em ocetato (Tissue-

Tek OCT Compound, Sakura) e mantidos a -80°C até o momento da análise. 

Utilizando-se um criostato (CM 1850, Leica Microsystems, Alemanha), cortes 

transversais dos anéis de aorta (8 µm) foram obtidos e colocados em lâminas 

gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 30 min. Após, as lâminas contendo os 

cortes foram lavadas e incubadas com Krebs por 30 min a 37°C. Decorrido o tempo, 

foi realizada a incubação DHE 2 µM (30 min, 37°C) em câmara úmida e protegidos da 

luz. A fluorescência emitida foi visualizada em microscópio de fluorescência invertido 

(DM 2500, Leica Microsystems, Alemanha) equipado com câmera fotográfica, 

utilizando uma objetiva de fluorescência com aumento de 100X. As configurações de 

análise foram às mesmas em todos os grupos. A média da densidade das 

fluorescências 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 Quantificação “in situ” de óxido nítrico  
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Para a detecção de óxido nítrico “in situ” foi utilizado 4,5-diaminufluoresceína (DAF-2, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), através de método descrito previamente por 

Lobato, et al., (2011). Após dissecção as aortas foram imersas em solução tampão 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 à −80ºC até o momento da realização dos cortes com criostato (Killik ®, 

Easy Path). Os segmentos de aorta foram cortados com 08 μm de espessura e 

transferidas para lâminas gelatinizadas. Os cortes nas lâminas foram incubados com 

tampão fosfato (0,1M) contendo CaCl2 (0,45M) e mantidos em estufa a 37ºC por 30 

min para retirar o meio de inclusão (Tissue-Tek®, Compound, Sakura – OCT), após 

secagem foram incubadas em câmara escura a 37ºC por 30 min com a finalidade de 

avaliar a fluorescência do NO e a inibição da síntese de óxido nítrico. As imagens 

foram coletadas no microscópio de fluorescência invertido Leica DM 2500, usando 

filtro 568 nm e com câmera Leica DFC 310 FX, usando configurações iguais de 

imagem em todos os grupos. A média da densidade das fluorescências 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 Análise Estatística 

A análise dos dados foi realizada através do programa estatístico Graph-Pad Prism 8. 

Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média do número de 

animais utilizados em cada protocolo experimental. 

Para análise estatística das variáveis estudadas, foi efetuada análise de variância 

(ANOVA) 1 e 2 vias, seguida pelo cálculo das diferenças mínimas significativas entre 

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

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

Sistólica (PAS) de ratos com Hipertensão Renovascular 

Em todos os grupos experimentais a PAS foi aferida no tempo 0 (antes de realizar a 

implantação do clipe na artéria renal) e não houve diferença 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 após a cirurgia de implantação 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 ação dos 

fármacos sobre a hipertensão renovascular, onde observamos uma redução 

significativa da PAS nos grupos tratados em comparação 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). 

Já em comparação 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 Análise 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 
após a cirurgia e 28 dias após o procedimento. Os resultados estão expressos como média ± erro 
padrão da média. ANOVA (uma via), * p < 0,05 vs Sham no 7º e 28º dia. # p < 0,05 vs 2R1C no 28º 
dia.  

 

5.2 Reatividade Vascular  

5.2.1 Contração do músculo liso vascular ao Cloreto de Potássio (KCl) 

A exposição dos segmentos arteriais ao KCl (75 mM) promoveu resposta contrátil com 

magnitude semelhante em todos os grupos experimentais. A retirada mecânica do 

endotélio não mudou de forma significante a resposta contrátil ao KCl, e assim como 

nos segmentos com endotélio íntegro a resposta ao KCl nos anéis sem endotélio foi 

semelhante entre os grupos experimentais. 
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Figura 8 Avaliação da função muscular lisa dos segmentos de aorta (Δ Contração ao KCl) com 
endotélio. Valores expressos em média e EPM; p > 0,05, ANOVA (uma via) )/Tukey. 

 

 

Figura 9 Avaliação da função muscular lisa dos segmentos de aorta (Δ Contração ao KCl) 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 à 

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

A incubação com concentrações crescentes de Fenilefrina (agonista α1 adrenérgico), 

promoveu resposta vasoconstritora concentração-dependente nos anéis de aorta de 

animais dos grupos estudados (Figura 10). A avaliação das concentrações entre os 
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diversos grupos demonstrou que o grupo 2R1C apresentou um aumento na 

contratilidade comparado com os demais grupos (Sham, L-arginina, Benazepril e L-

arginina+Benazepril). Ao observar a resposta máxima, 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 à 

fenilefrina foi expressa em porcentagem da contração máxima induzida pelo KCl. 

 

Figura 10 Curvas concentração resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar nos 
grupos 2R1C, tratados L-Arginina, Benazepril e associação de L-arginina + Benazepril. O número de 
animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos 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 máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração - 
resposta à fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratos com hipertensão renovascular dos 
grupos: Sham, 2R1C, tratado com L-arginina, tratado com Benazepril e tratado com L-arginina + 
Benazepril. 
 

Grupo Rmáx (%) pD2 

Sham 81,3 ± 2 -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 111,2 ± 4,3 *& -6,52 ± 0,07 * 

Os símbolos 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 Modulação Endotelial do Tratamento com Benazepril e L-arginina sobre a 

reatividade a Fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratos com hipertensão 

renovascular. 

Para definir se haveria alguma participação do endotélio no aumento da resposta 

contrátil à Fenilefrina, removemos o endotélio e analisamos o comportamento das 

curvas de ambos os grupos. A remoção mecânica do endotélio demonstrou um 

aumento da resposta contrátil à 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 à fenilefrina foi expressa em porcentagem 

da contração máxima induzida pelo KCl. 

 

Figura 11 Efeito da remoção do endotélio (E-) na curva concentração resposta à fenilefrina em anéis 
isolados de aorta de ratos com hipertensão 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 número de animais está demonstrado entre parênteses. 
Os símbolos 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 avaliação da resposta máxima a remoção do endotélio (E-) quando 

comparado ao anel com o endotélio pérvio (E+) apresentou um aumento da Rmáx e 

da sensibilidade nos grupos Sham, L-arginina, Benazepril e L-arginina+Benazepril. 

(Tabela 2). 

A análise da diferença percentual abaixo da curva (% dAUC) mostrou que a 

modulação endotelial na resposta contrátil à fenilefrina em ratos com hipertensão 

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 máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração- resposta 

à fenilefrina em anéis (intactos e desnudos) de aorta de ratos com hipertensão renovascular dos 

diferentes grupos estudados. 

Grupo Rmáx (%) 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 não-pareado. * p < 0,05; Rmáx e pD2: E- vs E+. 
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Figura 12 

Figura 12: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular 
dos grupos: (A) Sham (Sham E+) e após a retirada do endotélio (Sham E-); (B) (2R1C E+) e após a retirada do 
endotélio (2R1C E-); (C) tratado com L-arginina (L-arg E+) e após a retirada do endotélio (L-arg E-); (D) tratado 
com Benazepril (Ben E+) e após a retirada do endotélio (Ben E-); (E) tratado com L-arginina associado a Benazepril 
(L-arg+Ben E+) e após a retirada do endotélio (L-arg+ Ben E-); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva 
em vasos com endotélio intacto e desnudo entre os grupos. O número de animais está demonstrado entre 
parênteses. Os símbolos 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 hipertensão renovascular. 

A avaliação da resposta máxima (Rmáx) foi significativamente menor nos segmentos 

arteriais dos animais do grupo 2R1C comparado aos demais grupos estudados. Já a 

avaliação da sensibilidade (pD2) demonstrou um aumento significativo nos grupos 

tratados (isolado ou associado) quando comparados ao grupo 2R1C (tabela 3). Ao 

avaliarmos a curva concentração resposta a Ach, o relaxamento mediado pelo 

endotélio apresentou uma resposta vasodilatadora nos grupos tratados, entretanto, o 

grupo L-arginina não foi capaz de normalizar a resposta em comparação ao grupo 

SHAM (Figura 13). 

Tabela 3 Valores de resposta máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina em 

anéis isolados de aortas intactos de ratos com hipertensão renovascular dos grupos: Sham, 2R1C, 

tratado com tratado com L-arginina, tratado com Benazepril e tratado com L-arginina + Benazepril. A 

resposta máxima está expressa como percentual de relaxamento após a pré-contração com fenilefrina. 

Grupo Rmáx (%) 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 97,5 ± 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 concentração-resposta à acetilcolina para a avaliação do relaxamento dependente 
do endotélio em anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular dos grupos 2R1C, tratados L-
Arginina, Benazepril e associação de L-arginina + Benazepril. O número de animais está demonstrado 
entre parênteses. Os símbolos 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 hipertensão renovascular. 

O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito induzido pelo 

Nitroprussiato de sódio (NPS). A avaliação da resposta máxima (Rmáx) e da 

sensibilidade (pD2) não apresentaram diferenças significativas entre os grupos 

estudados (Tabela 4). A análise da curva concentração resposta ao NPS não foi 

diferente nos grupos estudados (Figura 14). 

Tabela 4 Valores da resposta máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) induzidas pelo Nitroprussiato de 

sódio (NPS) em anéis desnudos de aortas de ratos com hipertensão renovascular dos diferentes grupos 

estudados. A resposta máxima está expressa como percentual de relaxamento após a pré-contração 

com fenilefrina. 

Grupo Rmáx (%) pD2 

Sham 97,5 ± 1,35 -7,87 ± 0,25 

2R1C 90,1 ± 2,2 -8,06 ± 0,35 



44 
 

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. 

 

Figura 14 Curvas concentração-resposta ao NPS para a avaliação do relaxamento independente do 
endotélio em anéis de aorta de ratos com hipertensão 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 estão expressos como percentual de 
relaxamento após a pré-contração 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 à fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratos com 

hipertensão renovascular.   

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que os tratamentos com 

Benazepril, L-arginina ou sua associação foram capazes de diminuir a resposta 

constritora à fenilefrina e esta diminuição foi abolida após a lesão endotelial, 

demonstramos também que a associação do L-arginina + Benazepril foi capaz de 

restaurar o relaxamento à acetilcolina. Assim, procuramos avaliar se os diferentes 

tratamentos de escolha alteram os efeitos endoteliais, através do aumento da 

biodisponibilidade de NO, em ratos com hipertensão renovascular. Para isso foi 
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realizada curva contração resposta a fenilefrina na presença de L-NAME (inibidor 

inespecífico da síntese de NO). 

5.2.7 Participação da via do óxido nítrico no tratamento com L-arginina e benazepril 

sobre a resposta contrátil a fenilefrina em aorta torácica de ratos com hipertensão 

renovascular. 

Para analisar o papel do óxido nítrico na resposta vasoconstritora à fenilefrina, os 

segmentos de aorta torácica com endotélio integro foram pré-incubados com L-NAME 

(100μM). A resposta máxima (Rmáx) foi significativamente maior nos segmentos 

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

Tabela 5 Valores de resposta máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis isolados de aortas de ratos com hipertensão renovascular dos diferentes 

grupos estudados, na presença e na ausência de L-NAME. 

Grupo Rmáx (%) 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-

NAME 

145,6 ± 8,32 * -7,63 ± 0,16 * 

Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.* p<0,05; Rmáx e pD2: E+ vs L-NAME. 
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Figura 15 Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E+) e após a incubação com L-NAME (Sham L-NAME); (B) 
2R1C (2R1C E+) e após a incubação com L-NAME (2R1C L-NAME); (C); L-arginina (L-arg E+) e após 
a incubação com L-NAME (L-arg L-NAME); (D) Benazepril (Ben E+) e após a incubação com L-NAME 
(Ben L-NAME); (E) L-arginina + Benazepril (L-arg+Ben E+) e após a incubação com L-NAME (L-
arg+Ben L-NAME); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva entre os grupos estudados. O 
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número de animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos 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 detecção in situ de NO em secções 

transversais de anéis isolados de aorta (08 µm), mensurada pela sonda DAF-2 

fluorescente (figura 16). A hipertensão 2R1C reduziu a produção de NO in situ, quando 

comparado ao grupo SHAM. Os tratamentos foram capazes de aumentar a 

fluorescência nos 3 grupos quando comparados ao grupo 2R1C. 

 

Figura 16. Imagens de microscopia apresentam a fluorescência emitida por 4,5 diaminofluoresceína 
(DAF-2) na artéria aorta dos ratos Sham (A), 2R1C (B), L-ARG (C), BEN (D) e L-ARG+BEN (E). Gráfico 
com valores da fluorescência emitida por diaminofluoresceína (DAF-2) (F). Valores expressos em 
média ± EPM; (n = 4 por grupo). * P < 0,05 em relação ao grupo SHAM; # P < 0,05 em relação ao grupo 
2R1C. 

 

5.2.8 Participação da via da enzima Ciclooxigenase (COX) no tratamento com L-

arginina e Benazepril sobre a resposta contrátil a fenilefrina em aorta torácica de ratos 

com hipertensão renovascular. 

Para avaliar a participação da via da Ciclooxigenase no aumento da resposta contrátil 

à fenilefrina nos grupos estudados, utilizamos um inibidor não seletivo da COX, a 

Indometacina. A resposta máxima foi semelhante em todos os grupos, exceto nos 



48 
 

grupos 2R1C e L-arginina, onde a reatividade vascular foi reduzida na presença desse 

fármaco (Tabela 6 e Figura 17). 

 

Tabela 6 Valores de resposta máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis isolados de aortas de ratos com hipertensão renovascular dos diferentes 

grupos estudados, na presença e na ausência de Indometacina (INDO). 

Grupo Rmáx (%) 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 

INDO 

98,85 ± 4,57 -6,56 ± 0,07 

Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.* p<0,05; Rmáx e pD2: E+ vs INDO. 
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Figura 17 Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E+) e após a incubação com Indometacina (Sham Indo); (B) 
2R1C (2R1C E+) e após a incubação com Indometacina (2R1C Indo); (C) Benazepril (Ben E+) e após 
a incubação com Indometacina (Ben Indo); (D) L-arginina (L-arg E+) e após a incubação com 
Indometacina (L-arg Indo); (E) L-arginina + Benazepril (L-arg+Ben E+) e após a incubação com 
Indometacina (L-arg+Ben Indo); Os símbolos 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 deposição de 

colágeno e espessamento da parede da artéria aorta torácica 

Ao analisar as lâminas histológicas, podemos observar alterações estruturais 

promovidas pelo modelo 2R1C, que levaram ao aumento da espessura da parede do 

vaso. Os tratamentos com Benazepril, L-arginina e a associação com Benazepril 

foram capazes de reduzir essas alterações (figura 18). 

A medida do conteúdo de colágeno pela coloração com picrosirius mostrou um 

aumento da deposição de colágeno promovida pelo modelo 2R1C quando comparado 

ao grupo Sham. Os tratamentos com Benazepril, L-arginina e a associação com 

Benazepril foram capazes em reduzir o conteúdo de colágeno (Figura 19). 

 

Figura 18 Imagens histológicas representativas de seções arteriais microscópicas 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. Quantificação da espessura do 
vaso (F). Valores expressos em média ± EPM; (n = 8 por grupo). *P < 0,05 em relação ao grupo SHAM; 
#P < 0,05 em relação ao grupo 2R1C. 
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Figura 19 Imagens histológicas representativas de seções arteriais microscópicas 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. Quantificação do conteúdo de colágeno 
(F). Valores expressos em média ± EPM; (n = 8 por grupo). *P < 0,05 em relação ao grupo SHAM; #P 
< 0,05 em relação ao grupo 2R1C. 

 

5.4 Quantificação de Ânion Superóxido “In Situ” em aorta torácica de ratos com 

Hipertensão Renovascular 

A análise da fluorescência produzida pelo Dihidroetídeo - DHE na artéria aorta revelou 

um aumento da produção de EROs nos animais 2R1C (Figura 20 B), e que os 

tratamentos com L-ARG, BEN e L-ARG+BEN (20 C, D, E) foram efetivos em reduzir 

os valores de fluorescência quando comparados ao 2R1C. 
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Figura 20 Detecção “in situ” da produção de ânion superóxido em segmentos de aorta. Microfotografias 
de fluorescência representando secções transversais de aorta torácica na presença de DHE dos ratos 
SHAM (A), 2R1C (B), L-ARG (C), BEN (D) e L-ARG+BEN (E). Gráfico de barras demonstrando a análise 
quantitativa (F). Valores expressos em média ± EPM; (n = 8 por grupo). *P < 0,05 em relação ao grupo 
SHAM; #P < 0,05 em relação ao grupo 2R1C. 
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6 DISCUSSÃO 

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 

hipertensão 2R1C. Esse modelo é um modelo clássico de hipertensão renovascular 

que envolve a ativação do SRAA e do sistema nervoso simpático. Apesar da 

hipertensão renovascular ter a sua prevalência estimada em 2% dos hipertensos, ela 

pode chegar a 6,8% na população com 65 anos ou mais e 5,8% nos casos de 

hipertensão secundária em adultos jovens, sendo caracterizada como uma 

hipertensão com elevada mortalidade (HERRMANN, 2018). 

As manifestações clínicas da hipertensão renovascular são heterogêneas e 

evoluem com repercussão hemodinâmica mínima e silenciosas, até progredirem para 

níveis críticos associados a ativação de mecanismos fisiopatológicos hipertensivos 

(ativação do SRAA) e de isquemia renal (PARIKH, 2014). O SRAA tem envolvimento 

importante no início e na manutenção da hipertensão renovascular, através da 

formação final da Ang II (NAVAR et al., 2002).  De forma complementar, estudos 

apontam que o aumento da pressão arterial é mediada por diversos mecanismos, cujo 

traço comum é a disfunção endotelial e o estresse oxidativo, caracterizados pela baixa 

disponibilidade de NO e pelo desequilíbrio entre os fatores de contração e 

relaxamento do endotélio vascular (KANEL, 1993).  

Alguns grupos farmacológicos são utilizados na prática clínica visando 

contrapor-se ao SRAA, como os IECAs e BRAs. Os IECAs pertencem a uma categoria 

de fármacos com uso crescente em diversas doenças cardiovasculares, pois impedem 

a formação de Ang II e reduzem a degradação da bradicinina, contribuindo para seu 

efeito anti-hipertensivo e promovem regressão da hipertrofia ventricular (DAHLOF et 

al., 1992), diminuem a morbi-mortalidade associada à insuficiência cardíaca, reduzem 

a mortalidade e melhoram a função cardíaca pós-infarto (DAHLOF et al., 1992; 

PFEFFER et al., 1992), melhoram a disfunção endotelial (Mancini et al., 1996) e 

reduzem a progressão da nefropatia diabética e de outras nefropatias (MASCHIO et 

al., 1996; LEWIS et al., 1993).  

Diante disso, parece promissor a utilização de um medicamento que atua 

bloqueando o SRAA, o Benazepril, mais a L-arginina, um precursor da síntese do 

principal vasodilatador derivado do endotélio, o NO, para avaliar os seus efeitos 
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isolados e a associação sobre a reatividade vascular da aorta torácica e o 

remodelamento vascular de ratos com hipertensão renovascular, o que poderia propor 

uma nova abordagem terapêutica contra a progressão da doença. Portanto, a 

importância desse estudo reside no fato de avaliar e tornar mais conhecido o efeito do 

tratamento combinado de Benazepril e L-arginina na hipertensão renovascular sobre 

o sistema cardiovascular. 

Através dos resultados encontrados, o presente estudo forneceu três novas 

descobertas importantes para a consideração do uso da associação da L-

arginina+Benazepril na farmacoterapia do tratamento da hipertensão renovascular. O 

primeiro achado foi que a associação da L-arginina e Benazepril reduziu 

significativamente a pressão dos ratos que desenvolveram a hipertensão renovascular 

após 21 dias de tratamento, ficando semelhante ao grupo Sham. O segundo foi uma 

melhora significativa nas respostas vasculares após 21 dias de tratamento, atingindo 

valores semelhantes ao grupo Sham. E o terceiro achado é que a associação 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 não foram capazes de normalizar a PAS de ratos 

com hipertensão renovascular. Já a associação das duas drogas foi capaz de reduzir 

a PAS comparado ao grupo Sham.  

 Um estudo realizado com pacientes com hipertensão essencial demonstrou 

que a monoterapia com Benazepril controlou a pressão arterial. O efeito redutor da 

pressão arterial deve-se principalmente à vasodilatação na circulação renal e é 

observado até 24 h após a administração do fármaco (VALVO,1990). Outro estudo 

realizado com pacientes diabéticos e hipertensos comparou os efeitos do Benazepril 

e Losartana na função endotelial e rigidez vascular e foi observado uma redução maior 

da pressão arterial no grupo Benazepril, sendo sugerido pelos autores que pacientes 

diabéticos e hipertensos em uso de Benazepril apresentam maior redução da PCR 

(proteína C reativa) e uma leve melhora na vasodilatação mediada por fluxo do que 

aqueles em uso de losartana (GISMONDI, 2015). Um outro estudo realizado em ratos 

com hipertensão renovascular (modelo 2R1C), demonstrou a redução significativa da 
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pressão arterial sistólica dos ratos tratados com Benazepril, o que corrobora com os 

nossos resultados. O mecanismo de diminuição da PAS está associado ao efeito do 

Benazepril de reduzir os níveis plasmáticos e teciduais de Ang II, através da inibição 

da ECA, e da redução do estresse oxidativo (HUANG, 2017). Mochel et al. (2015) 

forneceram uma descrição abrangente do efeito do Benazepril na dinâmica do SRAA 

em cães. Foi demonstrado que a concentração plasmática de Ang II diminuiu 

acentuadamente após a administração em bolus de Benazepril, o que levou a redução 

da pressão arterial dos cães.   

Por outro lado, estudos realizados em nosso laboratório confirmam o que foi 

visto em nossos experimentos com relação a redução da PAS no uso isolado da L-

arginina, que foi capaz de reduzir, apesar de não normalizar, a PAS de ratos com 

hipertensão 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 redução dos níveis 

pressóricos, e sobretudo, na proteção de órgãos-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 formação do NO pode ser um 

componente importante na redução da PAS, por facilitar a reperfusão renal e 

promover a vasodilatação sistêmica. 

A L-arginina associada ao Benazepril foi eficiente em normalizar a PAS, esse 

fato aponta como promissor o tratamento com L-arginina em associação a outros anti-

hipertensivos na redução da hipertensão arterial (SANTUZZI et al., 2014; 

TIRADENTES et al., 2015).  

A hipertensão induz alterações vasculares estruturais e funcionais que estão 

relacionadas a complicações cardiovasculares. A remodelação arterial em resposta 

às alterações hemodinâmicas hipertensivas leva a alterações na estrutura vascular 

(ARRIBAS et al., 2006; HUMPHREY, 2008), e este processo envolve a degradação e 

reorganização da matriz extracelular, resultando em uma hipertrofia do vaso, aumento 

do conteúdo de colágeno 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 alterações vasculares funcionais e estruturais da hipertensão (SCHULZ, 

2007; RAFFETTO E KHALIL, 2008; CASTRO et al., 2009). Níveis aumentados das 
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metaloproteinases de matriz foram demonstrados em modelos clínicos e 

experimentais de hipertensão (BOUVET et al., 2005; MARTINEZ et al., 2006; 

CASTRO et al., 2008; FONTANA et al., 2011), e o principal mecanismo está envolvido 

na ativação do SRAA e estresse oxidativo que podem interagir para promover a 

regulação positiva das metaloproteinases de matriz (LUCHTEFELD et al., 2005; 

KANDASAMY et al., 2010).  No modelo de hipertensão experimental 2R1C o SRAA é 

ativado e o aumento dos níveis de Ang II promove hipertrofia vascular e aumento de 

EROs, especialmente através da ativação da NADPH oxidase, a principal fonte de 

ânions superóxido vasculares (Montenegro et al., 2011). 

Em nosso estudo, observamos alterações estruturais e mecânicas na artéria 

aorta de ratos com hipertensão 2R1C, através do aumento da deposição de colágeno, 

que é responsável pela rigidez arterial. Esses achados foram acompanhados pela 

diminuição da deposição de colágeno na parede das artérias após os tratamentos. 

Entretanto sobre a espessura da parede do vaso, os tratamentos com L-arginina, 

Benazepril e sua associação (L-ARG+BEN) foram efetivos em reduzir a hipertrofia 

causada pela hipertensão renovascular.  

Ceron et al. (2012), ao estudarem as alterações vasculares provocadas na 

hipertensão renovascular, através do modelo 2R1C, observou um aumento 

significativo de deposição de colágeno na parede das artérias na fase inicial da 

hipertensão que tendem a aumentar na fase crônica. Outro dado importante 

encontrado, foi que ocorreu um aumento da atividade da ECA, associadas as 

alterações vasculares, indicando uma importante ativação do SRAA. 

Estudos clínicos e experimentais demonstraram que as alterações vasculares 

ocasionadas pela hipertensão podem ser normalizadas pelo tratamento com drogas 

que bloqueiam 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 à redução da pressão arterial, bem como a 

diminuição dos efeitos mediados por Ang II na musculatura vascular lisa, incluindo 

vasoconstrição, crescimento celular e inflamação (SHARIFI et al., 1998; LI et al., 

1997).  

A Fenilefrina promoveu uma resposta vasoconstrictora concentração 

dependente. Os animais do grupo 2R1C apresentaram um aumento da contratilidade 
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em relação aos demais grupos, sugerindo que a hipertensão 2R1C pode desencadear 

alterações na capacidade vasodilatadoras e vasoconstrictoras do endotélio vascular, 

responsáveis pela alteração da aorta torácica. Dados semelhantes foram encontrados 

por Choi (2016), que observou um aumento da resposta à fenilefrina em ratos 2R1C 

comparados a ratos Sham. 

Contudo, no presente estudo, podemos observar que os tratamentos com 

Benazepril, L-arginina ou sua associação, L-arginina+Benazepril, promoveram uma 

diminuição, concentração dependente, da reatividade à fenilefrina em anéis de aorta 

comparados ao grupo 2R1C. Resultado semelhante foi encontrado por Chen (2014), 

que demonstrou uma melhora na disfunção endotelial e redução na pressão 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 diminuição, concentração dependente, da reatividade à fenilefrina em 

anéis de aorta comparado ao grupo 2R1C. 

Ao avaliarmos modulação endotelial através do protocolo de reatividade 

vascular na ausência e na presença do endotélio vascular, podemos verificar que na 

ausência do endotélio a resposta contrátil a fenilefrina foi aumentada em todos os 

grupos estudados. No entanto, a magnitude dessa resposta, avaliada através da área 

abaixo da curva, foi maior no grupo tratado com L-arginina+Benazepril quando 

comparada aos demais grupos. Esses dados associados à diminuição 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 desequilíbrio ocasionado pela hipertensão renovascular. 

Ao analisar os resultados descritos acima, podemos verificar um desequilíbrio 

na função endotelial e a partir disso foi investigado como a hipertensão 2R1C e os 

tratamentos propostos alteravam o relaxamento vascular dependente do endotélio, 

onde foi realizado curvas concentração resposta a acetilcolina, que promove 

relaxamento dependente do endotélio, nos anéis de aorta. 

Nossos achados demonstraram que os grupos Benazepril e associação 

restauraram o relaxamento dependente do endotélio, sugerindo que a vasodilatação 

dependente do endotélio foi preservada nesses grupos. Por outro lado, os demais 

grupos (2R1C e L-arginina) apresentaram um prejuízo curvas concentração resposta 
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a acetilcolina, sugerindo uma alteração na produção de NO estimulada pela 

acetilcolina.  

Ao avaliarmos a resposta máxima, observamos que o grupo L-arginina, assim 

como o grupo Benazepril e a associação, se assemelham ao grupo Sham, 

demonstrando que a monoterapia de L-arginina também é capaz de restaurar o 

relaxamento dependente do endotélio, portanto, sendo capaz de prevenir o prejuízo 

na produção e/ou liberação de NO pela acetilcolina promovida pela hipertensão 

renovascular. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Choi (2016) e Santuzzi et al. 

(2014), que demostraram que a hipertensão renovascular promoveu prejuízo na 

vasodilatação 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 aórtica de ratos com hipertensão 

renovascular. 

Estudos realizados por Gismondi (2015), demonstraram que pacientes 

diabéticos e hipertensos tratados com Benazepril apresentaram uma melhora na 

vasodilatação mediada por fluxo, comparados a pacientes tratados com losartana. 

Além de melhorar a vasodilatação, os pacientes tratados com Benazepril 

apresentaram maior redução na proteína C reativa, um importante biomarcador 

inflamatório. 

A vasodilatação não mediada pelo endotélio foi avaliada em anéis de aorta, 

através do Nitroprussiato de sódio (NPS), visando verificar se a hipertensão 

renovascular e os diferentes tratamentos empregados promovem um prejuízo no 

relaxamento do músculo liso vascular. O NPS promoveu resposta vasodilatadora 

semelhante em todos os grupos experimentais, sugerindo que nem a hipertensão 

2R1C e nem os tratamentos modificaram a capacidade de relaxamento do músculo 

liso vascular. Resultados semelhantes foram encontrados por Santuzzi et al., (2014) 

que também mostraram que não houve diferença 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, não encontrando diferença 

no relaxamento induzido pelo NPS. 
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Diante destes resultados, podemos supor que os tratamentos com Benazepril, 

L-arginina e principalmente a associação dessas drogas influencia a liberação de 

fatores vasodilatadores derivado do endotélio. Os mecanismos pelos quais a 

hipertensão 2R1C altera a reatividade vascular está relacionada a disfunção endotelial 

que é desenvolvida no decorrer da hipertensão 2R1C (ARRUDA et al.,2005). 

Entretanto, a influência do tratamento com as drogas Benazepril e L-arginina na 

hipertensão renovascular precisa ser melhor investigada. Assim, neste estudo, 

desenvolvemos um experimento para avaliar os efeitos do tratamento com Benazepril 

e L-arginina na disfunção endotelial em ratos com hipertensão renovascular.  

Nesse sentido, investigamos algumas vias de agentes vasoativos relacionados 

com o estresse oxidativo, afim de verificar a influência dessas vias no aumento da 

resposta contrátil à Fenilefrina e assim podermos esclarecer a ação vascular desses 

tratamentos em anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular.  

Dentre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio, o NO é o principal 

fator relaxante do endotélio que regula o tônus vascular e modula as respostas 

contráteis 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 músculo liso vascular. Por esse motivo, 

decidimos avaliar a participação do NO, através da curva concentração resposta à 

Fenilefrina na presença de L-NAME, um inibidor inespecífico da síntese do NO.   

Neste estudo, o L-NAME, em anéis de ratos 2R1C tratados com Benazepril, L-

arginina ou a associação de ambos potencializou a resposta vasoconstrictora à 

fenilefrina em todos os grupos analisados, entretanto, essa resposta foi potencializada 

em maior proporção 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 modulação endotelial na resposta contrátil 

a fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO, além de aumentar a sua 

produção e diminuir as produção 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 suplementação oral de L-arginina vem demonstrando 

ser efetiva no aumento substancial dos níveis de NO e do status antioxidante, tanto 
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em ratos como em humanos (GOUVEA et al.,2004; JABŁECKA et al., 2004). Em ratos 

diabéticos e hipertensos tratados com Benazepril os níveis sérios de NO foram 

aumentados, em comparação com ratos não tratados. (CHEN, 2014). 

Huang (2017) ao analisar as aortas de ratos 2R1C tratados com Benazepril, 

observou a redução da produção das EROs, através da diminuição da expressão das 

NOX 1 e NOX 4, que são duas fontes principais de EROs na hipertrofia vascular 

induzida pela Ang II, em comparação ao grupo 2R1C. 

Para avaliar a participação da via da Ciclooxigenase no aumento da resposta 

contrátil à Fenilefrina nos animais com hipertensão renovascular, tratados com L-

arginina, Benazepril e sua associação, utilizamos um inibidor não seletivo da COX, a 

Indometacina. A resposta máxima foi semelhante em todos os grupos, exceto nos 

grupos 2R1C e L-arginina, onde a reatividade vascular foi reduzida na presença desse 

fármaco.  

Ao avaliarmos os modelos experimentais de hipertensão foi notado maior 

expressão da COX-2 e maior participação dos prostanóides contráteis derivados desta 

via na resposta vascular (ALVARÉZ et al., 2005). Sabe-se também que na hipertensão 

há uma colaboração entre as vias que ligam a formação de EROS e prostanóides 

derivados da COX-2 e que, ambos, por sua vez, podem comprometer a função 

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 benefícios estejam relacionados ao aumento da produção de NO e diminuição 

do estresse oxidativo das aortas torácicas dos ratos hipertensos renovaculares.  
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7. CONCLUSÃO 

Os resultados do nosso estudo sugerem que os efeitos vasculares da 

hipertensão 2R1C são dependentes do endotélio, tendo em vista o aumento da 

reatividade vascular em anéis de aorta, prejuízo no relaxamento à acetilcolina e em 

alterações 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 combinação possa ser um novo agente anti-

hipertensivo, especialmente aos pacientes com hipertensão dependente do SRAA e 

com disfunção endotelial. 

Este estudo por sua vez permite ampliar o conhecimento de terapias isoladas 

ou associadas para o controle da PAS e redução dos efeitos colaterais sobre os 

órgãos alvos. 
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