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RESUMO

A hipertensdo renovascular é caracterizada pelo aumento da atividade simpdatica renal,
Angiotensina Il e pela disfuncdo endotelial. O objetivo deste estudo foi o de determinar o
papel da atividade do nervo simpatico renal (ANSR) na mediagdo dos efeitos anti-
hipertensivos do alisquireno (ALSK) e L-arginina (L-ARG) em um modelo experimental de
hipertens&o renovascular. A hipertensao foi induzida pela implantagdo de um clipe de prata
na artéria renal direita, e em seguida os animais foram divididos em 5 grupos: SHAM
operado; 2-rins, 1-clipe (2R1C); 2R1C tratado com ALSK (2R1C ALSK); 2R1C tratado com
L-ARG (2R1C L-ARG); e 2R1C tratado com associacao de ALSK e L-ARG (2R1C ALSK+L-
ARG). A pressao arterial sistélica (PAS) de ratos 2K1C aumentou de 114,4 + 5,2 para 204 +
12,7 mmHg (p <0,05) e s6 foi reduzida no grupo 2R1C ALSK+L-ARG (138,4 + 4,37 mmHg).
A hipertensdo 2R1C aumentou a ANSR basal (SHAM: 62,4 + 6,39 vs 2R1C: 97,4 + 8,43%).
Os tratamentos com L-ARG ou ALSK+L-ARG diminuiu significativamente a ANSR basal
(2R1C L-ARG: 70,7 £ 2,39; 2R1C ALSK + L-ARG: 69,3 + 4,23%), mas 0 mesmo nao ocorreu
com ALSK (2R1C ALSK: 84,2 + 2,5 %). A excrecao urinaria de agua, Na*, Cl e ureia foram
semelhantes nos grupos 2R1C L-ARG, 2R1C ALSK + L-ARG e SHAM. A combinacao de
ALSK+L-ARG restaurou o fluxo urinario e a taxa de filtragdo glomerular. A expressao de
NNOS no rim nao-clipado foi aumentada significativamente nos ratos 2R1C ALSK+L-ARG.
Em conclusédo, a combinagdo de ALSK e L-ARG normaliza a PAS e previne a disfuncao
renal em ratos com hipertensdo renovascular, um efeito que pode ser parcialmente
atribuido a reducao da ANSR.

Palavras-chave: hipertensdo 2R1C, Alisquireno, L-arginina, fungdo renal, atividade do

nervo simpatico renal.



ABSTRACT

Renovascular hypertension is characterized by increased renal sympathetic activity,
angiotensin I, and by endothelial dysfunction. The purpose of this study was to determine
the role of renal sympathetic nerve activity (RSNA) in mediating the anti-hypertensive effects
of aliskiren (ALSK) and L-arginine (L-ARG) in a rat renovascular hypertension model.
Hypertension was induced by clipping the right renal artery, and the following 5 groups were
divided: Sham operated; 2-kidney, 1-clip (2K1C); 2K1C plus ALSK; 2K1C plus L-ARG; and
2K1C plus ALSK+ L-ARG. The systolic blood pressure (SBP) of 2K1C rats increased from
114.415.2 to 204+£12.7 mmHg, (P< 0.05) and was only reduced by ALSK+L-ARG treatment
(138.4+4.37 mmHg). The 2K1C hypertension increased the baseline RSNA (SHAM:
62.416.39 vs 2K1C: 97.418.43%). L-ARG or ALSK+L-ARG treatment significantly decreased
baseline RSNA (2K1C L-ARG:70.7+2.39; 2K1C ALSK+L-ARG: 69.3%4.23%), but ALSK
treatment alone did not (2K1C ALSK: 84.2+2.5%). Urinary water, Na*, Cl and urea excretion
were similar in the 2K1C L-ARG, 2K1C ALSK+L-ARG and SHAM groups. The combination of
ALSK+L-ARG restored urine flow and increased the glomerular filtration rate. The nNOS
expression in the non clipped kidney was significantly increased in 2K1C ALSK+L-ARG rats.
In conclusion, combined ALSK+L-ARG treatment normalizes SBP and prevents renal
dysfunction in 2K1C hypertensive rats, an effect that can be partially attributed to reduced
RSNA.

Key worlds: 2K1C hypertension, Aliskiren, L-arginine, renal function, renal sympathetic

nerve activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO RENOVASCULAR

A hipertensdo arterial sistémica é uma condigdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e mantidos da pressao arterial. Associa-se,
frequentemente, as alteracées funcionais e/ou estruturais dos 6rgaos-alvo, como,
por exemplo, no coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos; e também as
alteracoes metabdlicas, que aumentam o risco de disfuncdes cardiovasculares fatais
e nao fatais (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010). As principais
consequéncias da hipertensdo sao infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca,
acidente vascular cerebral e a doenca renal cronica terminal, levando a uma reducao
da expectativa e da qualidade de vida dos individuos (Duncan, Schmidt, Giugliani,
2006; Pullalarevu, Akbar, Teehan, 2014). Diante disto, constata-se que a
hipertensdao é um importante problema de salde publica, pois além de apresentar
custos médicos e socioeconémicos elevados, promove cerca de 7,6 milhdes de
mortes no mundo por década (Macmahon, 1995; Williams, 2008; Pimenta & Opairil,
2010). Atualmente, a prevaléncia de hipertensao gira em torno de 29% na populacéo
nos Estados Unidos e 32% no Brasil (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010; Al-

Suraih & Grande, 2014).

Apesar dos esforcos para desvendar os mecanismos envolvidos na
patogénese da hipertensédo arterial, na maioria dos casos, cerca de 95%, nao €
possivel precisar uma condicdo médica ou doencga especifica e conhecida. Fatores

genéticos, ma alimentacédo, sedentarismo e obesidade sdo fatores habitualmente
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envolvidos na hipertensdo. Em contrapartida, a hipertensao arterial secundaria se
caracteriza pela existéncia de um fator desencadeador conhecido, passivel ou nao
de correcado. A incidéncia de hipertensdo secundaria € pouco conhecida. A doenca
renovascular, doenca renal intrinseca, hiperaldosteronismo primario e apnéia
obstrutiva do sono representam as causas mais comuns de hipertensao secundaria

(Pullalarevu, Akbar, Teehan, 2014).

A hipertensdo renovascular é caracterizada pela reducdo da pressao de
perfusdo renal, causada por uma lesdo estenética ou obstrutiva de uma ou ambas
as artérias renais, levando a um aumento da atividade do sistema-renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) prejudicando a excrecdo de sodio e agua
(Ledingham, 1971; Cabral et al., 1997). A causa mais comum da estenose da artéria
renal, provocada por doenca intrinseca da artéria, € a doengca ateromatosa,
respondendo por cerca de 90% dos casos, seguidas pela displasia fiboromuscular.
Sua prevaléncia é estimada em 2% da populagao de hipertensos, entretanto, tem-se
observado uma prevaléncia diferenciada quando se considera a faixa etaria e o perfil
clinico dos pacientes (Praxedes, 2002), sendo que 7% dos pacientes acima de 65
anos de idade apresentam hipertensao renovascular e em pacientes com doenca
arterial coronariana ou doenca aorto-iliaca, sua prevaléncia é tao elevada como 50%
(Al-Suraih & Grande, 2014). Além de ser uma das principais causas de hipertenséao
secundaria, a hipertensdo renovascular € uma importante causa de insuficiéncia
renal, chamada de nefropatia isquémica, sendo inclusive diagnosticada em
pacientes em fase dialitica, principalmente, em pacientes ateroscleréticos mais
idosos, mas também em pacientes jovens portadores de arterite, sendo que a
incidéncia de hipertensdo renovascular como uma causa de doenga renal terminal

aumentou 12,4% ao ano (Praxedes, 2002; Al-Suraih & Grande, 2014).



17

O grau de obstrucao da artéria renal prevé a sobrevivéncia dos pacientes,
sendo que a taxa de sobreviventes em 4 anos para 0s pacientes que apresentam
oclusdo luminal <75% é de 89%, no entanto, nos pacientes com oclusao luminal >
75% é de apenas 57% (Al-Suraih & Grande, 2014). Diante da gravidade deste tipo

de hipertensao, faz-se necessario o conhecimento de um tratamento eficaz.

A hipertensao renovascular possui fisiopatologia intimamente relacionada ao
SRAA, o qual € um mecanismo fisiolégico bem conhecido de controle da pressao
arterial, uma vez que é um importante regulador da homeostase eletrolitica renal
(Navar et al., 1998). Diante disto, é possivel simular experimentalmente este tipo de
hipertensdo em ratos, resultando em um modelo de hipertensdo desenvolvido por
Goldblatt e conhecido como dois rins, um clipe (2R1C), uma vez que este modelo se
assemelha em muitos aspectos a hipertensdo renovascular humana (Navar et al.,

1998).

1.2 HIPERTENSAO DE GOLDBLATT DOIS RINS, UM CLIPE

O modelo experimental 2R1C é um modelo classico de hipertensao
renovascular que foi desenvolvido por Goldblatt e colaboradores em 1934, que
introduziram um clipe de prata na artéria renal de um dos rins de caes, mantendo o
rim contralateral integro. Neste modelo de hipertensdo experimental a estenose
promovida pelo clipe ndo € grave o suficiente para causar isquemia; no entanto, a
reducao da pressao de perfusado renal estimula o aumento da sintese e liberagéo de

renina a partir do rim clipado (Navar et al.,1998).
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Como representado na Figura 1, a cascata de eventos iniciada pelo aumento
da secrecado de renina no rim clipado leva a aumento na circulagdo de angiotensina
I (Ang Il), que por sua vez inibem a produgcédo de renina no rim ndo-clipado. A
reduzida capacidade de sintese de renina é claramente refletida pelos niveis
reduzidos de RNA mensageiro (RNAm) de renina encontrados no rim nao-clipado.
Apesar da deplegao de renina e os niveis reduzidos de seu RNAmM no rim nao-
clipado, o conteudo de Ang Il neste rim também aumenta, porém através de
mecanismos nao dependentes da renina. O aumento de Ang Il circulante, com
consequente aumento da producdo de aldosterona e da atividade do sistema
nervoso simpatico (SNS) contribui para reducdo da capacidade excretora do rim
nao-clipado, o que justifica o fato deste rim ndo ser capaz de restaurar a pressao
arterial (Navar et al.,1998). Além disso, o rim contralateral (ndo estenético) apresenta
aumento na producdo de RNAm para angiotensinogénio e aumento na atividade da

enzima conversora de angiotensina (ECA) intrarenal (Navar et al., 2002).

Mecanismos dependentes do SRAA ativados
pela estenose renal unilateral

I » 4 Renina

4 Angiotensina Il

4 Aldosterona

1 Resistencia periférica

4 Tonus simpatico

Press&o intrarenal 4 1 Presséo arterial
Angiotensina Il

MRNA de Rening

Renina t S
Reabsorgéo de N3 4 A de Renina
Excressé&o urinaria giotensina Il

de Na’

) Rim Estenético Rim nao Estenotico

Figura 1: Efeitos renais da implantagdo do clipe na artéria renal. Modificado de Navar et al., 1998.
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O SRAA tecidual “érgao-especifico” atua de maneira independente do
sistema SRAA plasmatico. Tem-se observado que o SRAA circulante é responsavel
por processos agudos, enquanto a ativagcdo do SRAA tecidual estd envolvida na
resposta de um processo crénico, como um remodelamento estrutural secundario as
alteracoes cardiovasculares (Wang, Zhang, Liu, 2013). O SRAA locais e sistémicos
ativados de maneira exacerbada podem causar efeitos deletérios nos rins e
contribuir para uma perda progressiva da funcao renal (Roscioni, Heerspink, de

Zeeuw, 2013).

Sao reconhecidas trés fases no desenvolvimento e manutencdo da
hipertensdo 2R1C em animais experimentais, apesar de ser impossivel delinear
essas fases na hipertensédo renovascular humana. A elucidacao das diferentes fases
permitiu uma melhor compreensdo dos papéis desempenhados pelos sistemas
envolvidos na génese e manutencao dessa hipertensao, tais como o SRAA, o SNS e
suas interagcbes mutuas (Martinez-Maldonato,1991). O tempo de manutencdo da
hipertensdo e o0s niveis pressoéricos atingidos no modelo 2R1C dependem da

espécie e do grau de estenose da artéria renal (Lerman et al., 2005).

A primeira fase da hipertensdo de Goldblatt dura cerca de 4 semanas apoés a
implantacédo do clipe e € marcada por aumento imediato na pressdo sanguinea
associada com aumento da atividade da renina plasmatica e de angiotensina
(Pradhan & Rossi, 2013). Ja no primeiro dia apds a implantacao do clipe na artéria
renal, observa-se uma pequena elevagao da pressao arterial (Lerman et al., 2005).
Esta fase é mediada principalmente pela ativagcdo do SRAA bem como pela retencéo
de sal e 4gua e expansao de volume, no entanto, ha evidéncias que indicam um

importante papel do SNS (Figura 2).
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A segunda fase da hipertensdao 2R1C ocorre entre a 52 e a 82 semana apdés
a implantagdo do clipe e é marcada pela estabilizacdo ou aumento da pressao
arterial, com retencao de sal, expansao do volume e regulagdo negativa do SRAA.
Embora esta fase n&o tenha sido tdo bem estudada como a fase inicial, existem
evidéncias que apoiam o papel de Ang Il como um mediador importante para
promover a retencao de sal e expansao do volume. Dentre os varios mecanismos
pelos quais a Ang |l exerce sua fungéo, destaca-se o aumento da liberagcdo de
noradrenalina a partir das glandulas supra-renais e terminagdes nervosas. A
estimulagdo do receptor adrenérgico provoca aumento da reabsorcdo de sodio no
tubulo proximal. A Ang Il também pode exercer um efeito local através da

estimulacao do nervo eferente renal, o qual também aumenta a reabsorgao de sédio.

A terceira fase da hipertensdo 2R1C ocorre nove semanas ou mais apos a
clipagem da artéria renal. Esta fase caracteriza-se por uma queda na atividade da
renina plasmatica e nos niveis plasmaticos de Ang Il com elevagao persistente da
pressao arterial. Nesta fase, as concentragbes de Ang Il vascular ou intrarenal
podem desempenhar um importante papel no controle da neurotransmissao

simpatica (Figura2) (Pradhan & Rossi, 2013).

22 Fase 2K1C

(5% a 82 semana):

-1 Pressao Arterial
Retencgéo de sal e agua

Regulacdo Negativa do
SRAA

Figura 2: Representacédo esquematica das fases da hipertensdo 2R1C (Pradhan & Rossi, 2013).
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1.3 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

Cada vez mais, a hiperatividade do SRAA tem sido relacionada a génese de
varias doencas como a hipertensdo arterial, o infarto agudo do miocardio, a
insuficiéncia cardiaca congestiva, as arritmias cardiacas, o diabetes mellitus, a
insuficiéncia renal crénica e o acidente vascular encefalico (Fyhrquist & Saijonma,
2008). A cascata do SRAA se inicia com a producao de angiotensinogénio (Figura 3)
principalmente por via hepatica e renal, apesar de a maioria dos 6rgaos, incluindo o
cérebro, a vasculatura, rins, coragdo e pulmdes, também poderem produzir
angiotensinogénio (Passos-Silva, Verano-Braga, Santos, 2013). Esse peptideo nao
possui atividade intrinseca. Para tal, necessita sofrer duas modificagbes em sua
estrutura: a primeira € a perda de dois aminoacidos, transformando-se num
decapeptideo, a angiotensina | (Ang I), através da acédo da enzima proteolitica renina
(Santos et al., 2005), produzida pelas células justaglomerulares. A secrecdao de
renina é regulada principalmente por quatro interdependentes fatores: (1) um
mecanismo barorreceptor renal na arteriola aferente que detecta alteracbes na
pressao de perfusdo renal; (2) mudancas no transporte de cloreto de sédio (NaCl)
para as células da macula densa do tubulo distal; (3) estimulacdo do nervo
simpatico via receptores (1 adrenérgicos, e (4) feedback negativo por uma acao
direta da Ang Il nas células justaglomerulares (Atlas, 2007). A renina e (pro)renina
se ligam a uma proteina presente no mesangio glomerular e no subendotélio arterial
conhecida como receptor de renina/(pro)renina igualmente, independente das suas
atividades biol6gicas. A (pro)renina, que representa 70% a 90% do total de renina
circulante, e a renina quando ligadas ao receptor induzem um aumento na eficiéncia

catalitica do angiotensinogénio gerando Ang |, exercendo efeitos fisioldgicos que sao
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independentes da Ang |IlI, incluindo a estimulacdo da producdo de colageno e
fibronectina (Robles, Cerezo, Hernandez-Gallego, 2014).

A Ang | é um decapeptideo de pouca acao biologica e através da acao de
varias peptidases, especialmente PEP (prolil-endopeptidase), NEP (endopeptidase
neutral) e TOP (thimet oligopeptidase), pode originar a angiotensina 1-7 (Ang1-7)
que exerce sua acao através da ligacdo com o seu alvo especifico: o receptor
acoplado a proteina G Mas, produzindo diversos efeitos, como vasodilatacao
(podendo ser potencializada por bradicinina), efeito antiarritmogénico, melhora da
funcdo contratil pos-infarto e inibicao da proliferacdo celular (Santos et al., 2005;
Passos-Silva, Verano-Braga, Santos, 2013). Além disso, a Ang | pode sofrer a acao
da enzima conversora de angiotensina tipo 2 (ECA2) para formar angiotensina 1-9
(Ang1-9), a qual é subsequentemente clivado pela NEP ou ECA para formar Ang1-7.
A Ang | também pode originar Ang Il pela acao da quimase, catepsina A ou ECA
(Figura 3). Esta ultima é produzida pelo endotélio pulmonar e demais tecidos (Millatt
et al., 1999), que também metaboliza um nimero de outros peptideos, incluindo os
peptideos vasodilatadores bradicinina e calidina em metabdlitos inativos. Além disso,
a Ang Il pode ser produzida por outras vias independentes da acao da ECA, como
catepsinas e quimases (Tonnesen et al., 1982; Weir et al., 1999). As vias néao
dependentes da ECA sao responsaveis por cerca de 40% da geracao de Ang Il no
rim humano intacto e a quimase é a via geradora de Ang Il dominante no coragao

humano, artérias coronarias, e aorta aterosclerética in vitro (Atlas, 2007).
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Figura 3: Cascata do Sistema Renina-Angiotensina. Extraido e modificado de Santos RAS, 2008.

A Ang Il é o efetor primario de uma variedade de agdes fisiologicas e
fisiopatolégicas induzidas pelo SRAA (Figura 4), sendo um potente agente
vasoconstritor que estimula a atividade simpatica, secrecdo de aldosterona, a sede,
a liberacdo de hormoénio antidiurético e absorcédo intestinal de fluidos, além de
apresentar efeitos pro-fibréticos, proé-inflamatérios e estimular a eritropoiese e a
agregacao plaquetaria (Dzau, Gibbons, Pratt, 1991; Mrug et al., 1997; Freudenthaler
et al., 1999; Cole et al., 2000; Santos et al., 2003; Suzuki et al, 2003; Atlas, 2007).
Vale ressaltar que um dos produtos metabdlicos da Ang Il € novamente a Ang1-7
pela acao principalmente da ECA2, que funciona como um inibidor préprio da Ang Il
pois, como descrito anteriormente, possui efeitos opostos aos seus (Santos et al.,

2003; Passos-Silva, Verano-Braga e Santos, 2013).
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Figura 4: Agbes sistémicas da Angiotensina Il sobre diferentes sistemas. Extraido e modificado de
Navar et al., 1998.

Pelo menos quatro subtipos de receptores da Ang Il foram descritos, dentre
0s quais se destacam os receptores do tipo 1 (AT1) e 2 (AT2) por serem 0s que
apresentam ac¢des mais elucidadas até o momento (Atlas, 2007).

O receptor AT:i medeia acbes sobre o sistema cardiovascular
(vasoconstricdo, aumento da presséo arterial, aumento da contratilidade cardiaca e
vascular, com consequente hipertrofia cardiaca), no sistema renal (reabsorcdo de
sédio e inibicdo da liberacdo de renina), no SNS e no co6rtex da supra-renal
(estimulacéo da sintese de aldosterona). O receptor AT+ também medeia efeitos da
Ang Il sobre o crescimento e proliferacao celular, respostas inflamatérias e estresse
oxidativo (Carey & Siragy, 2003; Ferrario, 2006).

O receptor AT2 é abundante durante a vida fetal no cérebro, rins e outros
tecidos, e 0s seus niveis diminuem acentuadamente no periodo pds-natal. Ha
algumas evidéncias de que, apesar de baixos niveis de expressdo no adulto, o
receptor AT2 pode mediar a vasodilatacado através da liberagdo de 6xido nitrico (NO)

e efeitos antiproliferativos e apoptéticos no musculo liso vascular, além de inibir o
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crescimento e remodelamento cardiaco (Carey & Siragy, 2003; Stanton, 2003). No
rim, tem sido proposto que a ativagcdo de receptores ATz pode influenciar a
reabsorcao de sédio no tubulo proximal e estimular a conversao de prostaglandina
E2 renal a prostaglandina Fzq (Carey & Siragy, 2003; Ferrario, 2006).

A angiotensina Il (Ang lll) € um heptapeptideo presente no sistema nervoso
central (SNC), onde parece desempenhar um papel importante na manutencao
tonica da pressao arterial e na hipertensdo. Ja a angiotensina IV (Ang IV) é um
hexapeptideo formado pela degradacdo enzimatica da Ang lll (Figura 3). Estudos
pré-clinicos sugeriram uma cooperacao de efeitos entre a Ang IV e a Ang Il. Por
exemplo, verifica-se que no cérebro a Ang IV atua no sentido de aumentar a presséao
arterial, porém este efeito hemodinamico requer a presenca tanto da Ang Il quanto
de receptores AT+ (Reudelhuber, 2005).

Como ja mencionado anteriormente, a Ang Il, via receptor AT, também
estimula a produgdo de aldosterona pela zona glomerular, a zona mais externa do
cértex adrenal. A aldosterona € uma das principais substancias responsaveis por
regular o equilibrio de sédio e de potassio e, assim, exercer um papel importante na
regulacdo do volume extracelular, e consequentemente na pressao arterial. Ela
reforca a reabsorcao de sédio e agua nos tubulos distais e ducto coletor e promove
excrecao de potassio e ions hidrogénio (Funder, 2002; Bader, 2010).

Novos peptideos, enzimas e receptores com atividade biolégica foram
relatados como componentes do SRAA. O peptideo angiotensina 1-12 (Ang1-12) foi
identificado em roedores em 2006 como um peptideo composto por 12 aminoacidos.
Entre outros tecidos, ele & expresso no rim e no coragdo, atuando como um
substrato para a formagao de Ang | e Ang I, aparentemente independente da acéao

da renina. No entanto, também pode ser um precursor para Ang1-7. Para formar
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Ang Il e Ang1-7, a Ang1-12 sofre acado principalmente da ECA, mas também
neprilisina e quimase. Adicionalmente, a Ang1-12 demonstrou ser capaz de se ligar
aos receptores AT+, sugerindo que, em algumas condicdes pode apresentar efeitos
independentes do seu papel como um substrato para a formacdo de outros

peptideos da angiotensina (Etelvino, Peluso, Santos, 2014) (Figura 3).

Outro peptideo recentemente descoberto foi a angiotensina A (Ang A), um
octapeptideo que apresenta a mesma afinidade da Ang Il para receptores ATi,
embora tenha uma afinidade ligeiramente maior para receptores AT2. A Ang A
apresenta alta semelhanca estrutural com a Ang Il e produz efeitos dependentes dos
receptores ATi, tais como vasoconstricdo, no entanto, estes efeitos sdo menos
pronunciados que os provocados pela Ang Il. Ainda devido a semelhancga estrutural
com a Ang I, a Ang A pode ser um substrato para ECA2 e forma alamandina, um
heptapeptideo enddgeno presente tanto em tecidos cardiacos de rato quanto no
plasma humano (Etelvino, Peluso, Santos, 2014). Alamandina também pode ser
produzida diretamente a partir da Ang1-7 e inclusive possui varias acoes
semelhantes com as promovidas pela Ang1-7, incluindo vasodilatacdo, efeitos
antifibréticos, antihipertensivos e centrais através da ligagdo ao receptor acoplado a
proteina G relacionado ao Mas, membro D (MrgD). Este receptor € amplamente
expresso em neurbnios sensoriais nos ganglios da raiz dorsal, mas pode ser
encontrado em outros 6rgaos, como testiculo, bexiga, artérias, utero, cérebro,
cerebelo, globo ocular, medula espinhal, traqueia, timo, coracdo, pulméo, diafragma,
peritdnio, trato gastrintestinal, musculo esquelético, préstata, vesicula seminal, e
tecido adiposo branco e marrom. A Ang1-7 também é um fraco agonista do MrgD,

no entanto, a alamandina ndo atua no receptor Mas (Lautner et al., 2013) (Figura 3).
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Como a hiperatividade do SRAA apresenta intima relagcao com a hipertensao
arterial, pois 0 excesso de producao de Ang Il é responsavel, pelo menos em parte,
pelo estabelecimento e desenvolvimento de hipertensao e lesédo renal (Escobar et
al., 2012), uma das principais ferramentas farmacoldgicas utilizadas clinicamente
para o controle da hipertensdo se baseia na inibicdo deste sistema, através de
bloqueadores dos receptores da Ang Il tipo 1 (BRAT1), uso de inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) e recentemente, inibicdo da liberacdo de renina.
Evidéncias epidemiolégicas mostram que pacientes com hipertensdo cujo SRAA
esta mais ativado apresentam maior risco de sofrer infarto do miocardio (Alderman et
al., 1991; Meade et al., 1993; Alderman, 1995; Laragh, 1995). Por outro lado, o
tratamento de pacientes hipertensos com IECA e com BRAT1, reduz a mortalidade e
a incidéncia de infarto do miocardio (Timmermans & Smith, 1996; Gavras, 1997).

Os IECA compdem uma classe de drogas que apresentam beneficios para
uma variedade de doencas, incluindo hipertensao, insuficiéncia cardiaca, infarto do
miocardio, nefropatia diabética e outras formas de nefropatia (Cheung, 2002). Ao
inibir a ECA, esses medicamentos minimizam a formacao de Ang Il e aumentam os
niveis de bradicinina, promovendo seu efeito antihipertensivo (Gavras & Corcoran,
1994). Além de reduzir a pressao arterial, os IECA promovem regressao da
hipertrofia ventricular (Dahlof et al., 1992), melhoram a disfuncao endotelial (Mancini
et al., 1996), diminuem a morbi-mortalidade associada a insuficiéncia cardiaca
(Consensus, 1987), reduzem a mortalidade e melhoram a funcédo cardiaca poés-
infarto (Pfeffer et al., 1992) e reduzem a progressao da nefropatia diabética (Lewis et
al., 1993). Estes marcantes sucessos dos IECA estimularam a busca por drogas
alternativas para o bloqueio do SRAA, como o desenvolvimento dos BRAT;:,

supondo que estas drogas bloqueariam os efeitos vasoconstritores da Ang |l
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mediados por seu receptor ATi1 de forma mais completa, especifica e duravel
quando comparados aos IECA, uma vez que existem vias para formagéao da Ang |l
ndao dependentes da ECA. Como os BRAT: bloqueiam especificamente os
receptores AT1, pode ocorrer estimulacdo exagerada dos receptores ATz,
promovendo possivelmente um efeito vasodilatador, antiproliferativo e
antiinflamatério (Horiuchi et al., 1999; Robles, Cerezo, Hernandez-Gallego, 2014). O
uso combinado destas duas classes de medicamentos oferece efeitos aditivos na
reducao da pressao arterial, da proteinuria na nefropatia e melhora do prognéstico
na insuficiéncia cardiaca (Stergiou & Skeva, 2004).

Em 2007, a industria farmacéutica Novartis introduziu no mercado um novo
medicamento que atua inibindo o SRAA, o alisquireno. O alisquireno € um inibidor
direto da renina, ativo por via oral, que atua através da ligacao ao sitio ativo da
renina. Este medicamento inibe diretamente a atividade da renina plasmatica, o
passo inicial e limitante no SRAA (Lizakowski, Tylicki, Rutkowski, 2013). O
desenvolvimento de inibidores de renina foi dificil devido a baixa biodisponibilidade
por via oral e custos elevados desses medicamentos (Persson, Rossing, Parving,
2012). Diversos estudos clinicos tém demonstrado que o alisquireno é eficaz na
diminuicdo da pressdo arterial em pacientes com hipertensdo arterial leve a
moderada (Musini et al., 2008; Verdecchia et al., 2010; Zhu et al., 2012; Chen et al.,
2013; Robles, Cerezo, Hernandez-Gallego, 2014) e previne e/ou melhora a
resisténcia a insulina, a disfungao endotelial adrtica e 0 remodelamento vascular em
ratos hipertensos alimentados com frutose (Chou et al., 2013).

O alisquireno é pouco absorvido, com biodisponibilidade oral de 2,5%, e
atinge concentracdes plasmaticas maximas dentro de 1-3 horas apds administracao

oral. As concentracdes plasmaticas no estado estacionario sao alcancadas 5-8 dias
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apods o inicio da administracdo oral. Apés uma dose oral Unica de 300 mg, o
alisquireno apresentou uma meia-vida de eliminagdo de 40 horas em voluntarios
saudaveis. Houve pouco ou nenhum efeito abaixo de 75 mg.dia™’, e nenhum efeito
adicional para reduzir a presséo arterial com doses acima de 300 mg.dia™!. A maioria
dos efeitos sobre o pressao arterial ocorreu apds 2 semanas do inicio do tratamento,
e um efeito maximo foi observado apdés 4 semanas. A excrecdo €& quase
completamente pela via fecal (91,5%), com 77,5% da dose excretada na forma
inalterada. Alisquireno, em contraste com IECA e BRAT+, diminui a atividade da
renina plasmatica em aproximadamente 50-80% e também reduz o0s niveis
plasmaticos de Ang | e Ang Il, mas aumenta fortemente as concentracdes de renina
e (pro)renina (Lizakowski, Tylicki, Rutkowski, 2013; Angeli et al., 2014).

O fato da renina ser a primeira enzima envolvida na cascata enzimatica do
SRAA e ter notavelmente alta especificidade por apenas um substrato, o
angiotensinogénio, era esperado que o alisquireno apresentasse alta eficacia
antihipertensiva com menores efeitos colaterais do que os IECA, pois a ECA tem
muitos substratos peptidicos, incluindo a bradicinina, que quando € acumulada é
responsavel por promover um dos principais efeitos colaterais observados com estes
medicamentos, a tosse (Friedrich & Schmieder, 2013; Angeli et al., 2014). Por outro
lado, o aumento da concentracdao plasmatica de renina que ocorre numa extensao
maior com o uso do alisquireno do que com o uso de IECA ou BRAT1, pode ser um
problema importante, visto que a (pro)renina e renina parecem estimular o receptor
de renina/(pro)renina e induzir fibrose, apoptose e hipertrofia de 6rgaos em animais
experimentais. No entanto, o significado clinico deste achado ainda nao esta claro
(Danser, 2009). Até o momento, os estudos clinicos realizados em pacientes com

hipertensdo que usavam alisquireno demonstraram que este medicamento
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apresentava seguranca e tolerabilidade semelhantes a BRAT+1 sendo que a dor de
cabeca, diarréia, tonturas, fadiga, e dor nas costas sdo os efeitos adversos mais
descritos, porém numa frequéncia similar ao grupo placebo (Robles, Cerezo,
Hernandez-Gallego, 2014).

O alisquireno pode ser utilizado em monoterapia ou associado a outro
bloqueador do SRAA ou um diurético. Como monoterapia, alisquireno demonstrou
ser eficaz em reduzir albumindria e proteindria e demonstra ser uma alternativa util
quando a terapia com um IECA ou BRAT: é ineficaz ou pouco tolerada. Em
associacdao com IECA ou BRAT1, alisquireno pode aumentar o bloqueio sobre o
SRAA e ser utilizado em pacientes com proteindria em que a monoterapia nao é
suficientemente eficaz. No entanto, esta associacdo deve ser cuidadosamente
monitorizada devido ao risco de desenvolvimento de hipercalemia e deterioracdo da
funcéo renal, e deve ser evitado em pacientes com diabetes ou insuficiéncia renal
(Lizakowski, Tylicki, Rutkowski, 2013). Um estudo realizado em pacientes
hipertensos demonstrou que a associacdo do alisquireno com hidroclorotiazida
(diurético tiazidico) apresentou uma maior eficacia na reducao da pressao arterial do
que a monoterapia (Villamil et al., 2007). Este tipo de evidéncia forneceu a base para
que o alisquireno passasse a ser comercializado em doses fixas associado a este

diurético.

1.4 O SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

O cérebro desempenha papel chave na regulacdo da pressao arterial via

mecanismos baroreflexos e por alteracdes crénicas no tbnus simpatico, em particular
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na atividade do nervo simpatico renal (ANSR) (Rossi et al., 2010). As fibras
simpaticas que inervam os rins se originam principalmente do plexo celiaco e suas
subdivisdes, os nervos esplancnicos lombares e o ganglio mesentérico superior
(Pradhan & Rossi, 2013). Os nervos renais estao localizados aproximadamente no
entroncamento da aorta abdominal e artéria renal, entrando no hilo em associacao

com a artéria e a veia renal (Dibona & Rios, 1980).

A descarga do nervo simpatico renal é sincronizada, e consiste em picos de
atividade, sendo que a duracao do pico depende do grau de sincronizacdo do
disparo de fibras nervosas ativas. Ja o intervalo entre os disparos depende do ritmo
central que sao influenciados pela entrada dos reflexos periféricos, como os
barorreflexos cardiacos e arteriais (Dibona, 2000). Os picos sincronizados renais
simpaticos podem ser caracterizados por sua amplitude, duracdo ou frequéncia.
Mudancas na ANSR podem ocorrer devido a alteragdes na amplitude ou na
frequéncia, ou em ambos. A amplitude é influenciada pelo nimero de fibras dos
nervos renais ativadas, enquanto a duracdo do pico é influenciada pelo disparo
sincronizado e dispersao da massa de descarga devido a diferentes velocidades de
condutancia das multiplas fibras do nervo renal. Ja a frequéncia dos picos é reflexo

do ritmo das descargas sincronizadas (Dibona & Jones, 1998; Dibona, 2000).

Os nervos renais apresentam fibras eferentes simpaticas, importantes na
regulacao da fungéo renal, e fibras aferentes que transmitem informacdes sensitivas
dos rins para o SNC. Sinais gerados em receptores sensoriais renais e conduzidos
via nervo aferente renal modificam a atividade nervosa simpatica eferente com
consequéncias para a regulacdo da pressao arterial (Grisk & Rettig, 2004). Em
resposta a multiplas estimulacbes centrais e periféricas, a atividade eferente

simpatica do nervo renal é alterada, transmitindo informacdes via sinapse quimica
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para os vasos, glomérulos e tubulos (Dibona & Kopp, 1992; Dibona & Kopp, 1997).
Tem sido mostrado que existe uma interacdo mutua entre ANSR eferente e aferente,
sendo que o aumento da atividade simpatica aferente diminui a atividade simpatica
eferente, resultando em natriurese (conhecido como reflexo renorenal), que ajuda a
limitar a retencdo de sddio, e dessa forma, regular a pressao arterial (Pradhan &

Rossi, 2013).

A hiperatividade do SNS tem sido implicada no desenvolvimento e
manutencdo da hipertensdo essencial e renovascular em humanos (Esler, 1995;
Esler, 2000; Johansson et al., 1999; Burke, Evans, Head, 2010; Hogarth et al., 2007;
Xu et al., 2011). Estudos em modelos animais de hipertensdo mostram um aumento
na ANSR basal, bem como um aumento da concentracdo plasmatica de
noradrenalina em caes com hipertensdo 2R1C e no sangue venoso renal do rim
estendtico de pacientes com hipertensao renovascular (Katholi et al., 1982; Grisk &
Rettig, 2004; Burke & Head, 2009). Essa excessiva atividade nervosa simpatica
desempenha um papel patogénico no desencadeamento e na manutencdo da
hipertensdo renovascular, assim como na progressdo dos danos aos 06rgaos,
especialmente nos rins e coracdo (Katholi et al., 1982; Harrison et al., 2010;

Carlstrom, 2010; Grassi, 2012).

No rim normal, os nervos simpaticos sdo responsaveis por regular a
absorcao tubular de sal e agua diretamente, assim como através da modulacao da
atividade do SRAA. Em particular, as alteragdes na ANSR influenciam horménios,
como a Ang I, que afetam a funcéo renal e a excre¢ao urinaria de agua e sal, sendo
de extrema importancia no controle do fluxo sanguineo renal e na taxa de filtracdo
glomerular (TFG), influenciando o volume extracelular e a pressdo arterial a longo

prazo (DiBona & Kopp, 1997; Salomonsson, Brannstrom, Arendshorst, 2000; Rossi
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et al, 2010). Na hipertensdo renovascular tem sido observado que o0s
quimiorreceptores renais sao ativados por oclusdo da artéria renal, aumentando a
ANSR que, por sua vez, ativam o SRAA (Pradhan & Rossi, 2013). Dessa forma,
assim como a ANSR é capaz de ativar o SRAA e influenciar na liberagao de Ang Il, a
Ang Il circulante pode contribuir para a elevada atividade simpatica na hipertensao
renovascular por sua acao sobre o SNC ou por ativacdo de neurbnios simpaticos
pds-ganglionares devido a supressao do reflexo inibitério renorenal (Ma, Abboud,
Chapleau, 2001; Dendorfer et al., 2002; Kopp, Cicha, Smith, 2003). Os efeitos do
SRAA na atividade simpatica também sao evidentes em pacientes com hipertensao
renovascular, uma vez que a dilatacdo da artéria renal estenética reduz nao sé a

atividade da renina plasmatica, mas também ANSR (Miyajima et al., 1991).

O mecanismo para ativacao dos nervos renais na hipertensao renovascular
€ complexo e pouco esclarecido. Nervos renais aferentes se projetam para nucleos
regulatérios no SNC, como o 6rgao subfornical e tronco cerebral, incluindo o nucleo
do trato solitario e o bulbo ventrolateral rostral (RVLM), onde os sinais sao
integrados e os sinais simpaticos eferentes sao transmitidos para a medula espinhal
através da coluna intermediolateral e neurbnios pré-ganglionares simpaticos do rim

contralateral (Pradhan & Rossi, 2013).

O RVLM ¢é a regidao mais importante na génese e na modulacao da atividade
simpatica eferente (Barman, 1984; Ross et al.,, 1984; Guyenet, 1985). Sua
destruicdo acarreta queda na pressao arterial e interfere nas fungdes reflexas
cardiovasculares, uma vez que seus nheurdnios respondem indiretamente a
estimulacdo dos barorreceptores aorticos e carotideos, e de receptores sensoriais
renais (Ciriello & Calaresu, 1983). O RVLM contem neurbnios pré-motores

simpaticos, enviando proje¢cdes monossinapticas para a coluna intermediolateral
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téraco-lombar, onde se localizam os neurbnios pré-ganglionares simpaticos. Esses
neurdnios pré-ganglionares simpaticos sdo os elementos de saida (via final) para a
geracao do tbnus simpatico para o coracao, vasos de resisténcia e medula adrenal

(Campos et al., 2001).

Diante da importancia da ANSR no controle da presséo arterial, ressalta-se a
denervacao simpatica ou a inibicdo da ativacdo simpatica como uma importante
intervencao terapéutica que visa a reducao da elevada pressao arterial e a correcao
ou retardamento dos processos patoldgicos responsaveis pelas complicacbes da
hipertensdo (McBryde, 2007; Ishimitsu, 2009; Hausberg & Tokmak, 2013; Rodrigues
et al., 2013; Bohm et al., 2014; Hu et al., 2014; Gouvea et al., 2014). Além disso, o
efeito positivo da diminuicdo da ANSR foi associado com uma tendéncia em
aumentar o fluxo sanguineo e melhororar a condutancia vascular no rim clipado de
ratos 2R1C (Burke, Evans, Head 2010), pois 0s nervos renais sdo conhecidos por
produzirem vasoconstricao renal, embora em niveis mais elevados de ANSR do que

0s que sao requeridos para liberar renina (Burke, Evans, Head 2010).

1.5 DISFUNGCAO ENDOTELIAL NA HIPERTENSAO

E bem conhecido que o desequilibrio na producdo dos fatores
vasodilatadores e vasoconstrictores derivados do endotélio promovem alteragdes na
funcdo endotelial e aumentam o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Cannon Ill, 1998; Triggle, 2003). O endotélio vascular € um tecido
capaz de controlar importantes fun¢des nos vasos, incluindo a regulacéo do ténus

vascular, angiogénese, processos proliferativos, prevenir a agregacao plaquetéaria e
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resposta inflamatéria e imune (Féletou & Vanhoutte, 2009). A regulacdo do ténus e
da estrutura de vasos de condutancia e de resisténcia acontece por meio da
liberagdo continua de varios mediadores vasoativos, como o NO, espécies reativas
de oxigénio (EROs), endotelina-1, Ang I, fator hiperpolarizante derivado do
endotélio, prostaciclina e acidos epoxieicosatriendicos (Meyrelles,et al., 2011).
Dentre os componentes vasodilatadores do endotélio, o NO é um dos mais
importantes participantes, sendo um componente fundamental na manutencdo da

homeostase dos vasos (Moncada et al., 1991; Cannon lll, 1998).

O NO é um radical livre inorganico altamente reativo em estado gasoso, o
que o permite se difundir facilmente pelas membranas celulares mediando multiplas
fungdes em nosso organismo. O NO via paracrina ou autdcrina, esta envolvido no
relaxamento do mdusculo liso vascular, diminuicdo da agregacao plaquetaria,
sinalizagdo celular, aprendizado, além de respostas imunoldgicas citotoxicas
(Nathan & Xie, 1994; Loscalzo, 2001). O NO é sintetizado a partir do aminoacido
basico L-arginina, simultaneamente com a L-citrulina (Figura 4). Para isso, €
indispensavel a agdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), a qual é representada
por 3 isoformas: NOS neuronal (nNOS ou tipo |) descrita inicialmente em tecidos
neuronais, NOS induzivel (iNOS ou tipo Il) encontrada em macréfagos e NOS
endotelial (eNOS ou tipo Ill) identificada em células endoteliais. E importante lembrar
que a atividade enzimatica requer também a participagcdo de cofatores como
calmodulina (CaM), tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotidio (FAD),
flavina mononucleotidio (FMN) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), fundamentais para uma correta sintese de NO (Michel & Feron, 1997). As
enzimas NNOS e eNOS sao expressas constitutivamente e sdo dependentes de

Ca*?>-calmodulina (Lowenstein & Snyder, 1992; Kiechele & Malinski, 1993). O
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aumento de Ca*®> em resposta a agonistas vasodilatadores ou tensdo de
cisalhamento desloca o inibidor caveolina da calmodulina, ativando eNOS e nNOS
(Davignon & Ganz, 2004). Apenas a iINOS é expressa de forma induzivel e ndo é

dependente de Ca*?>-calmodulina (Marletta, 1993).

O mecanismo de agao intracelular do NO é comum para as trés isoformas:
inicialmente ocorre a ativagdo da enzima guanilato ciclase sollvel, aumentando
assim a conversdao da guanosina monofosfato (GTP) em guanosina 3,5-
monofosfato ciclica (GMPc). Ap6s a formacdo deste 2° mensageiro, a proteina
quinase G (PKG) é ativada acarretando uma diminuicdo citosélica de Ca*? em
células do musculo liso vascular, induzindo assim a uma resposta celular do NO,
promovendo finalmente a uma agéo vasodilatadora (Moncada et al., 1991., Cannon

IIl., 1998) (Figura 5).

Acetilcolina, Serotonina, Pressao de
Trombina, Bradicinina, cisalhamento

Célula Endotelial

. L-arginina

Figura 5: Via de formagado e mecanismo de agédo do 6xido nitrico (NO). Extraido e modificado de
Davignon & Ganz, 2004.
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O NO é uma molécula com funcao ampla no tecido renal, sendo a mais
importante molécula vasodilatadora no rim (Majid & Navar, 2001). O NO promove
vasodilatacdo na arteriola aferente, aumentando a TFG e inibe a reabsorgcdo de
sédio ao longo do néfron (Juncos et al., 1995; Gabbai & Blantz, 1999; Ortiz & Garvin,
2002). Adicionalmente, o NO regula o transporte i6bnico em varios segmentos do
néfron (Ortiz & Garvin, 2002). Mesmo em condicdées basais, as trés isoformas de
NOS se encontram distribuidas em varios tipos de células renais: a nNOS é
expressa na macula densa, arteriolas aferentes e eferentes, nervos renais,
glomérulo, ducto coletor, alca de Henle ramo descendente e em toda
microvasculatura renal (Bachmann et al.,1994; Kone, 1997; Kone & Baylis, 1997;
Patzak et al., 2004). Bachmann et al. (1994) afirmam que a nNOS ¢é a isoforma mais
abundante no tecido renal e sua presenca na macula densa sugere que o NO possa
modular a secrecao de renina pelo aparato justaglomerular e pelo feedback
tubuloglomerular (Schnackenberg et al., 1997; Millatt et al., 1999). Quanto a iNOS,
esta isoforma no rim também é constitutivamente expressa por células mesangiais
(Ahn et al.,, 1994). A eNOS ¢é encontrada no leito vascular renal e também é

expressa no epitélio tubular (Tojo et al., 2002).

O desenvolvimento da hipertensédo esta bem documentado em animais com
bloqueio crénico da sintese de NO ou animais knockout para o gene NOS, enquanto
que a reversdo da hipertensdo também ¢é verificada em camundongos que
superexpressam o gene NOS (Gava et al., 2008). Convém salientar que existem
outros mecanismos contribuindo para a hipertensao e injuria de érgaos em quadros
de deficiéncia de NO. Neste caso, sugere-se que tanto a Ang Il quanto endotelina
também contribuam para manutencdo da hipertensdo e para lesbes cardio-renais

(Schiffrin et al., 1999).



38

Devido a relevancia em reestabelecer a fungcdo endotelial para impedir a
hipertensdo e seus danos aos 6rgaos, varios estudos tém investigado os efeitos do
precursor do NO, L-arginina (L-ARG), em diferentes modelos de hipertensao
(Harrison, 2010; Carlstrom, 2010; Gouvea et al., 2003; Campos et al., 2011), na
intencdo de que a administracdo exdgena de L-ARG pudesse, por meio de um
aumento na producao de NO, restaurar a disfuncdo endotelial e reduzir a pressao
arterial, apresentando resultados na hipertensdo renovascular (Kopp, Jones,
DiBona, 2008). Corroborando esses achados, estudos prévios do nosso laboratério
demonstraram que os animais com hipertensao renovascular que receberam L-ARG
tiveram uma reducao nos niveis hipertensores da ordem de 25 % apés sete dias de
tratamento. Além do efeito sistémico sobre a pressao arterial, a L-ARG promoveu
diurese e natriurese nos hipertensos tratados, reverteu a hipertrofia cardiaca,
aumentou a massa do rim clipado e reduziu significativamente a atividade da ECA
no plasma, coragcdo e rim cuja artéria renal recebeu o clipe (Gouvea et al., 20083;
Gouvea et al., 2004). Dessa forma, evidéncias apontam o tratamento com L-ARG
como promissor ndo somente na reducado da hipertensdo arterial 2R1C, mas,
sobretudo, na protecdo de 6rgaos-alvo. Outro estudo demonstrou que a L-ARG é

capaz de aumentar a producéao de NO na circulagao renal (Ackermann et al., 1998).

Tem sido postulado que os principais fatores no desenvolvimento da
hipertensdo 2R1C sdo um aumento da Ang Il e a disfuncdo endotelial. Sugere-se
que uma deficiente producdo de NO derivado do endotélio resulte em uma
diminui¢do do ténus vasodilatador, permitindo um aumento da resisténcia vascular, e
isso contribui para a elevada pressdao sanguinea (Sigmon & Beierwaltes, 1998).
Além disso, na hipertensao renovascular existe um aumento da produc¢éo de radicais

livres principalmente devido a acdo da Ang Il vascular (Goodfriend et al., 1996).
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Niveis elevados de EROs podem levar ao aumento de resisténcia das artérias, pois
diminuem a biodisponibilidade de NO por peroxidacao de lipideos de membrana,
causando prejuizo no relaxamento e promovendo a proliferacdo de células do
musculo liso (Klima et al., 2013). Em diferentes modelos de hipertensdo animais e
também em humanos hipertensos observaram-se que as EROs sdo mediadores
importantes responsaveis pela disfuncédo endotelial (Martinez-Revelles et al., 2013).
Dessa forma, varios mecanismos poderiam justificar os beneficios do tratamento
com L-ARG na hipertensao renovascular, principalmente o aumento na formacao de
NO no rim, facilitando a reperfusdo renal, cardiaca e promovendo vasodilatacao

sistémica.
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2 JUSTIFICATIVA

Existe uma significativa taxa de morbidade e mortalidade associada a
hipertensdo renovascular, uma condicao que muitas vezes apresenta dificil controle.
No passado, a hipertensao resistente associada com estenose da artéria renal era
tratada com cirurgia de revascularizacao renal. No entanto, isto foi associado com
alta mortalidade e morbidade, com um estudo mostrando uma taxa de mortalidade
de 10%. Isto levou a uma mudanca a favor de intervencées baseadas em cateter
percutaneo ao invés dos cirdrgicos, mas o tratamento da hipertensado renovascular
com a revascularizacao também tem sido decepcionante, com risco substancial de
complicacdes graves, incluindo mortes e amputagbes de membros inferiores
(Pradhan & Rossi, 2013). Em vista desta dificuldade, ha um interesse cada vez
maior em compreender plenamente os mecanismos envolvidos no desenvolvimento
da hipertensdo renovascular a fim de desenvolver terapias mais seguras e

eficientes, como o tratamento farmacolégico.

Sabe-se que o principal mediador da hipertensao renovascular € o SRAA,
com consequente disfuncao endotelial, levando a danos nos principais 6rgaos-alvo
da hipertensdo como o coragao e os rins. No entanto, o papel da ANSR em produzir
e manter elevada a presséao arterial por meio da modulacdo da secrecao de renina e
da reabsorcao tubular renal de so6dio, contribuindo para a progressdo dos danos
teciduais é cada vez mais reconhecido (Pradhan & Rossi, 2013). Portanto,
medicamentos que sejam capazes de bloquear o SRAA, restaurar a disfuncao
endotelial e que ainda sejam capazes de diminuir a ANSR seriam importantes para

reduzir a hipertensdo e suas consequéncias neste modelo experimental. Diante
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disto, escolhemos um medicamento que atua bloqueando o SRAA, o alisquireno
(ALSK), e o aminoacido L-ARG, precursor da sintese do principal vasodilatador
derivado do endotélio, o NO, para avaliar seus efeitos isolados e associados sobre a
pressao arterial, a atividade simpatica renal e funcao renal em ratos com hipertensao
renovascular, o que poderia trazer uma nova proposta no tratamento da hipertensao

renovascular.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Elucidar os efeitos do alisquireno e L-arginina administrados de maneira
isolada ou associada no controle da pressao arterial, da atividade simpatica renal e
da funcado renal, além de avaliar a reversdo e/ou prevencdo das consequéncias

cardiacas e renais desencadeadas pela hipertensao renovascular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) \Verificar o efeito do tratamento isolado e associado com alisquireno e
L-arginina sobre a pressao arterial sistélica de ratos com hipertensao

renovascular;

b) Analisar a atividade simpatica renal basal e a responsividade simpatica
frente as drogas vasoativas fenilefrina e nitroprussiato de sédio em ratos

com hipertensao renovascular tratados com alisquireno e L-arginina;

c) Avaliar o efeito do tratamento isolado e associado do alisquireno e L-
arginina sobre o fluxo sanguineo renal, a taxa de filtracdo glomerular e a
excrecao urinaria de agua, sodio, cloreto e uréia de ratos com hipertensao
renovascular;

d) Analisar a expressao protéica das isoformas neuronal, induzivel e
endotelial da éxido nitrico sintase nos rins clipados e nao-clipados de ratos

com hipertensao renovascular tratados com alisquireno e L-arginina;
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e) Analisar o peso dos ventriculos e dos rins de ratos com hipertensédo

renovascular tratados com alisquireno e L-arginina.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus), machos, pesando entre 150-170 g, cedidos pelo biotério do Programa de
Pés-Graduagao em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES). Todos os animais foram mantidos em gaiolas de polietiieno com agua
filtrada e racao ad libitum sob condicbes de controle de temperatura, luminosidade e

ciclo de 12 horas claro/escuro.

O cuidado e uso desses animais experimentais estavam de acordo com as
diretrizes do NIH, e todos os experimentos foram realizados em conformidade com
as diretrizes para a pesquisa biomédica como declarado pelas Sociedades
Brasileiras de Biologia Experimental e foram aprovados pelo Comité de Etica

Institucional da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES 004/2010).

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.2.1 Tratamento

Os ratos foram divididos de maneira aleatéria em cinco grupos
experimentais (n= 8 por grupo): SHAM (normotensos controle, agua por gavage, 0,3
mL); Dois-rins-um-clipe (2R1C; hipertensos controle, agua por gavage, 0,3 mL);

Dois-rins-um-clipe tratados com alisquireno (Rasilez®; Novartis, Italia) (2R1C ALSK;
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alisquireno 50 mg.kg'.dia" diluido em agua, por gavage, 0,3 mL); Dois-rins-um-clipe
tratados com L-arginina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (2R1C L-ARG; L-arginina 10
mg.kg'.dia™' diluido em &gua, por gavage, 0,3 mL) e Dois-rins-um-clipe tratados com
alisquireno associado a L-arginina (2R1C ALSK+L-ARG; alisquireno 50 mg.kg.dia™

e L-arginina 10 mg.kg'.dia!, diluidos em agua, por gavage, 0,3 mL).

Todos os tratamentos foram iniciados apés sete dias do procedimento
cirargico para producao da hipertensdo 2R1C, com duragéo de vinte e um dias

consecutivos, totalizando 28 dias de hipertenséo renovascular (Figura 6).

ar . - Sham
Ipagem da . -2R1C
Arteria INiciocior Ry NIV Fim do
Renal Tratamento _L-arg Tratamento
- ALSK+L-arg
0 7 28

Figura 6: Organograma do protocolo experimental

4.2.2 Producao da Hipertensao Renovascular 2R1C

A hipertensdo renovascular foi induzida pelo método desenvolvido por
Goldblatt (2R1C). Sob anestesia intraperitoneal com cetamina (80 mg.kg™) e xilazina
(5 mg.kg), foi realizada tricotomia, com posterior assepsia com alcool a 70% na
regidao mediana e do flanco direito do animal. Foi realizada uma incisdo no flanco
direito com exposi¢ao do pedunculo renal. A artéria renal foi isolada da veia renal e
posteriormente colocado um clipe de prata pré-calibrado com um grau de constricao

equivalente ao diametro interno de 0,2 mm na artéria renal direita do animal para
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inducado da hipertensdo renovascular (2R1C). Apds o procedimento, a incisao foi
suturada e o animal foi acondicionado em gaiolas individuais e mantido no biotério
sob observacao constante durante sete dias. Os ratos SHAM foram submetidos ao
mesmo procedimento cirdrgico, com manipulacao da artéria renal direita, porém nao
foi implantado o clipe de prata. O critério de inclusao para a hipertensao, no presente
estudo, foi uma presséao arterial sistolica (PAS) maior que 160 mmHg apds sete dias

da cirurgia.

4.2.3 Analise da medida indireta da pressao arterial sistdlica

A medida indireta da PAS foi realizada por pletismografia de cauda (IITC Life
Science— 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA) em todos os grupos com o0s
animais conscientes, no tempo zero (antes do procedimento cirlrgico para producao
da hipertensao renovascular), apés sete dias do procedimento cirdrgico e apés 21
dias de tratamento (28 dias de pés-operatério). Os ratos foram previamente
adaptados ao pletismografo e sua PAS medida diariamente por pelo menos 5 dias
antes da mensuracgao, e, assim, prevenir alteracoes pressoricas devido ao estressee
do animal frente ao procedimento. A média de trés medidas foi utilizada. Para validar
os valores obtidos por pletismografia, no final do tratamento, os ratos foram

cateterizadas para afericao direta da PAS.



47

4.2.4 Analise da medida direta da pressao arterial sistélica

Inicialmente o animal era colocado em uma cuba de vidro contendo algodao
hidréfilo embebido em halotano 3% (Cristalia, ltapira, SP, Brasil) para a inducao

anestésica por inalacao.

Foi realizada tricotomia com posterior incisdo cutdnea de aproximadamente
icm na linha mediana ventral da regidao inguinal esquerda, proximo a virilha do
animal, com a finalidade de expor a veia e a artéria femoral esquerda, e da regiao
cervical dorsal interescapular do animal para exteriorizagdo dos catéteres. Em
seguida era canulada a artéria e veia femoral, inserindo um cateter de polietileno
PE-10 acoplado previamente a outro cateter PE-50, preenchidos com solugado de
salina-heparina (100:1/Ul) tendo o seu comprimento ajustado de acordo com o
tamanho do animal. Esses cateteres eram exteriorizados no dorso do animal com o
auxilio de um trocater para permitir o registro da PAS nos animais ndo anestesiados
e com livre movimentacdo. Apds 12 horas da implantacdo dos cateteres, foi
realizada a medida direta da PAS dos animais através da conexdo da canula
inserida na artéria femoral a um transdutor de pressao (Viggo-Spectramed, P23XL)
que por sua vez estava conectado a um amplificador (Pressure Processor, Gould 20-

4615) e registrado em um poligrafo (Gould RS 3400) previamente calibrado.

4.2.5 Analise da funcao renal e estimativa da massa dos rins e ventriculos

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas nas ultimas 24 horas do
protocolo experimental para coleta da urina a fim de monitorizar o equilibrio
eletrolitico, o fluxo urinario e a taxa de filtracao glomerular (TFG). As concentragdes

urindrias de sdédio (Na*), potassio (K*), cloreto (Cl), ureia e creatinina foram
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realizadas usando um fotémetro de chama (Instrumental Laboratories, modelo 943).
A TFG foi determinada pela depuracao da creatinina conforme descrito por Gracelli
et al. (2013) e calculado como (V x Ucr)/Pcr, onde é V é o fluxo urinario (mL.min"),
Ucr é a concentragdo de creatinina na urina (mg.mL"), e Pcr é a concentragéo

plasmatica de creatinina (mg.mL™).

No final do experimento, os animais foram decapitados, e uma amostra de
sangue foi retirada para medir a creatinina plasmatica. Os rins e os ventriculos foram
removidos, desencapsulados e pesados, e foram determinadas as proporcdes do
peso do ventriculo esquerdo (VE), do ventriculo direito (VD) e dos rins clipado (RC) e
nao-cliapado (RNC) em funcao do peso corporal final do animal (peso VE, VD ou

rim/peso corporal final).

4.2.6 Registro da atividade do nervo simpatico renal

Inicialmente o animal era colocado em uma cuba de vidro contendo algodao
hidréfilo embebido em halotano para a indugdo anestésica por inalagdo. Esses
animais eram entdo fixados em decubito dorsal a uma mesa cirurgica e mantidos
sob anestesia por inalagdo para que fosse possivel a canulacao da veia femoral, e
posteriormente, era administrado o anestésico geral uretana, (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) lentamente por via intravenosa (i.v.) até atingir a dose de 1,2 g.kg™.
Esse anestésico promove apenas uma pequena depressdo dos reflexos
cardiovasculares e respiratorios do animal, mantendo um plano anestésico estavel

por um longo periodo (Maggi & Meli, 1986).

Pequenas doses suplementares de uretana eram administradas durante a

realizacdo do experimento, sempre que necessario, a fim de manter o nivel
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anestésico ideal. O plano anestésico, por sua vez, foi avaliado por meio de reflexos

da coérnea e o reflexo de retirada.

Apos atingir um plano anestésico satisfatério, o animal foi colocado em
decubito lateral direito para uma incisado retro-peritoneal no flanco esquerdo. Para
isso, foi feita uma abertura abaixo da costela e acima da crista iliaca superior, na
regiao lombar. As membranas foram retiradas, assim como a fascia téraco-lombar
até que fossem alcancados os musculos espinhais, que por sua vez foram
desprendidos da coluna lombar, afastando-os ate que fossem visualizados os
orgaos retroperitoneais, em particular o rim esquerdo. Este, entdo, foi afastado das
demais estruturas com auxilio de um afastador cirdrgico, expondo o nervo renal,
localizado aproximadamente no entroncamento da artéria aorta abdominal e artéria

renal.

O nervo foi dissecado sob amplificacdo de 16 a 32X (microscopio cirargico
Zeiss), e colocado sobre um eletrodo de prata. Adicionava-se 6leo mineral (Nujol)
para evitar o ressecamento e movimentacdo do nervo. Os potenciais de acao
extracelulares foram registrados em um amplificador (NL 104, Neurolog, Digitimer).
Os sinais amplificados foram filtrados (NL 126), conectados a um amplificador de
audio (NL 120) e a atividade elétrica do nervo observada no osciloscépio (Tektronix
2205). Os dados foram digitalizados (Acgknowledge for Windows; Biopac Inc.) e

armazenados no disco rigido de um computador.

Apés a estabilizagdo hemodinadmica do animal, registrava-se a ANSR basal.
Para avaliar a capacidade de resposta simpatica a drogas vasoativas, fenilefrina
(FE, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA, 8 mg.kg™, i.v.) foi injetada em cada animal para

obter uma taquicardia reflexa e inibicdo da atividade simpatica tipicas. Apés injecéao



50

de FE, aguardava-se 30 minutos e aplicava-se nitroprussiato de sédio (NPS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA, 25 ug.kg™, i.v.). Da mesma forma, o NPS desencadeou uma
bradicardia reflexa e simpatoexcitacdo. Depois de administrar FE ou NPS, a
atividade do nervo renal foi registrada como a diferenca (A) em relacdo ao valor
basal (apresentado imediatamente antes da injecao das drogas). A ANSR basal foi
calculada como uma percentagem do maximo de ANSR (ANSR antes do NPS/ANSR

maxima apos NPS) x 100% (Liu et al., 1999).

Também foi registrada a pressao arterial média (PAM) dos animais
anestesiados através da conexdo da cénula inserida na artéria femoral a um
transdutor de pressao (Viggo-Spectramed, P23XL) que por sua vez estava
conectado a um amplificador (Pressure Processor, Gould 20-4615) e registrado em
um poligrafo (Gould RS 3400) previamente calibrado. Através da canulagdo da
artéria femoral também foi possivel registrar a frequéncia cardiaca (FC) por meio de
um frequencimetro (Biotach, Gould 13-64615), previamente calibrado, a partir da

onda de pulso da presséao arterial.

Durante todo o experimento, a temperatura retal foi mantida entre 37-37.50C

com uma manta de aquecimento controlada por termostato (Harvard).

4.2.7 Expressao protéica da nNOS, iNOS e eNOS

4.2.7.1 Preparacao dos rins e quantificacao de proteinas

As amostras foram preparadas utilizando os rins clipado e nao-clipado de
todos os grupos estudados. Os rins foram coletados no final do protocolo

experimental, lavados com solucdo de TBS gelada e mantidos a -80°C até o
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momento da homogeneizagdo, que foi realizada em 6000 uyL de tampdo de
homogeneizacao (10mM Tris — HCI pH 7,4, 1mM NaVQOs, 1% SDS, 0,5mM DTT, 5
mM EDTA, 1mM PMSF), ao qual se adicionou 1:100 de coquetel de inibidor de
proteases. A homogeneizacao foi realizada com auxilio de um homogeneizador,
sendo seguida de centrifugacdo a 3500 rpm, a 4°C por 30 minutos. Os

sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados a -80°C.

A quantificacdo do conteudo de proteina total nos rins foi realizada
utilizando-se o método de Lowry (Lowry, 1951). Preparou-se o reagente A (48:1:1 —
carbonato de s6dio 3% com 0,1 M de NaOH, tartarato de sddio/potassio 4% e sulfato
de cobre 2%, respectivamente) e o reagente B (reagente de Folin-fenol Ciocalteu —
1:3 em agua). A solugao padrao foi obtida a partir de diluicdes de albumina bovina
(BSA) em agua destilada com concentracao estoque final de 1mg/mL. Essa solugao
foi diluida para a obtencao da curva padrao, em que as diluicbes continham de 10 a
100 pg de proteina. Aliquotas dos sobrenadantes dos homogenatos dos rins foram
diluidas 10 vezes e desta diluicdo foram retirados 25uL para realizacdo do método
de Lowry, a fim de evitar extrapolacdo dos pontos ‘padrdo’ e perda de linearidade.
Todos os tubos de ensaio foram completados com agua para um volume final de
250 uL, sendo posteriormente adicionados 2,5 mL da solugao A. Apdés 10 minutos,
se adicionou 0,25 mL da solucdo B. A absorbancia foi medida a 660 nm apés 10
minutos. Todas as dosagens foram feitas em duplicata e realizadas as médias entre

as mesmas.

Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 50 ug
de proteina, sendo este volume balanceado com tampao de homogeneizacao para
um volume final igual para todas as amostras. Apos balancear todas as amostras, foi

acrescentado o mesmo volume de solugdo de Laemmli (0,5 mM de uréia, 0,17 mM
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de SDS, 39 uM de ditiodiol, 0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%). As amostras

depois de preparadas eram aquecidas a 95°C durante 5 minutos.

4.2.7.2 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 7,5% para
iINOS e 10% para eNOS e nNOS (1,5 M Tris-SDS (0,1%) pH 8,6, bis/acrilamida 30%,
APS 10% e Temed). A eletroforese foi conduzida com o tampéao de corrida (25 mM
de tris base pH 8,3, 192 mM de g¢licina e 0,1% de SDS), a 80 volts por

aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPac™ HC, BioRad, Singapura).

4.2.7.3 Transferéncia das proteinas

As proteinas das amostras foram transferidas para uma membrana de PVDF
utilizando um sistema de transferéncia semi-dry (Biorad, Trans-Blot SD), com
tampéo de transferéncia constituido de 25 mM de tris base pH 8,0, 192 mM de
glicina, 10% SDS e 20% (v/v) de metanol, por 55 minutos a 10 volts. Para isso, foi
montado um “sanduiche” composto por papel Whatman, membrana de PVDF
previamente ativada, gel e papel Whatman (Figura 7). Para ativar a membrana de
PVDF foi necessario mergulha-las em metanol puro por 5 minutos (em mesa
agitadora), e em seguida no tampao de transferéncia gelado por 10 minutos. A
membrana, apds a transferéncia, era congelada a -20°C para posterior incubacao

dos anticorpos.
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Figura 7: Esquema representativo do método de tranferéncia das proteinas.

4.2.7.4 Incubacao dos anticorpos

Apos a transferéncia, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30
horas em uma solugao constituida de leite em pd Molico desnatado (5%) em tampao
TBS-tween (10 mM de tris base pH 7,4, 100 mM de NaCl e 0,1% de tween 20) a
temperatura ambiente sob agitacdo leve, para evitar ligacdes inespecificas com
reativos nao imunolégicos. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-
tween 0,1%, sob agitacdo leve em temperatura ambiente por 5 minutos, 6 vezes, e
entao incubadas com anticorpos primarios por 4 horas a temperatura ambiente, sob
agitacao, diluidos em TBS-T e 5% de BSA. As seguintes diluicoes dos anticorpos
primarios foram utilizadas: eNOS (1:2500, BD Transduction Laboratories, Lexington,

UK), iINOS (1:2500, BD Transduction Laboratories, Lexington, UK), nNOS (1:250,



54

Santa Cruz Biotechnology, Inc) e para B-actina (1:1500, Santa Cruz Biotechnology,
Inc). Apos este periodo, as membranas foram lavadas em tampao TBS-tween 0,1%,
sob agitacao leve em temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo secundario
(lgG, anti-mouse conjugado para fosfatase alcalina - 1:3000, Abcam Inc. e IgG, anti-
Rabbit conjugado para fosfatase alcalina — 1:7000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
diluido em TBS-T + Leite 5% (Molico Desnatado) por 1:30 hora, a temperatura
ambiente, sob agitacdo suave, seguida de lavagem com tampao TBS-tween 0,1%

por 5 minutos, 6 vezes, e posteriormente com tampéao TBS por 10 minutos, 3 vezes.

4.2.7.5 Revelacao

As membranas foram incubadas até o surgimento das bandas (de 10 a 30
minutos) com a solucdo de revelacado NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate nitroblue tetrazolium (NBT)/5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) —
Invitrogen) para deteccdo da ligacdo proteina-anticorpo. Posteriormente, as
membranas tiveram suas imagens digitalizadas e tratadas utilizando o programa
Imaged (dominio publico). Em cada ensaio experimental fez-se a normalizacdo em
relacdo ao controle (B-actina), com vista a diminuir os possiveis erros associados as
variagcdes nas concentragdes das proteinas. Os resultados foram expressos em

unidades arbitrarias.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

As alteracdes da funcéao renal, da ANSR e da expressao das proteinas foram
analisadas por ANOVA uma via para comparacdo de medidas repetidas, seguida
pelo teste post hoc de Tukey. Para a expressdao de proteinas, os dados foram
expressos como a razao entre as densidades de imunotransferéncia correspondente
a proteina de interesse e B-actina. Os valores foram expressos como Média + EPM.
Para todas as andlises, as diferencas foram consideradas significativas quando P

<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A

PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA DE RATOS COM HIPERTENSAO 2R1C

No inicio do estudo (dia 0), antes da cirurgia para implantacao do clipe na
artéria renal, os valores de PAS foram semelhantes em todos 0s grupos
experimentais, mas foram aumentados uma semana apds a colocacao do clipe (dia
7) de maneira semelhante em todos os ratos 2R1C em comparagdao com ratos
SHAM. Apés 21 dias de tratamento (dia 28), o grupo 2R1C ALSK+L-ARG diminuiu a
PAS 29,8% em comparagdao com ratos nao tratados 2R1C, apresentando valores
semelhantes ao grupo SHAM. O tratamento com ALSK tambem foi capaz de induzir
uma diminuicao de 7,07% (15,4 mmHg) na PAS, em comparacao com ratos 2R1C.
Uma reducao de 11,09% (21,9 mmHg) na PAS foi observada no grupo 2R1C L-
ARG, em comparacdo com ratos 2R1C. Este resultado demonstra que a

monoterapia foi menos eficaz do que a combinacao das drogas (Tabela 1).

No intuito de validar os dados obtidos por pletismografia, ao final do
protocolo experimental, os animais foram cateterizados e foi aferida a pressao
arterial sistélica direta nos ratos acordados. A PAS direta demonstrou valores

semelhantes aos obtidos por pletismografia de cauda no final do tratamento (Tabela

1),
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Tabela 1: Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e
associacdo do alisquireno e L-arginina (ALSK+L-ARG) sobre a pressao arterial

sistolica (PAS, mmHg) em ratos com hipertensao renovascular 2R1C.

SHAM 2R1C 2R1C 2R1C 2R1C
ALSK L-ARG ALSK+L-ARG

PAS dia 0 119,2+2,5 117,6+3,7 115,8+3,5 121,8+2,2 117,2+2,3
PAS dia 7 120,243,6  204,4+12,7° 217,8+10,2° 197,548,9° 197,1446,1
PAS dia28 114,4+5.2 196,846,8° 202,4+17,7 175,649,1 138,414 4%

PAS direta  108,3+52  198,3+13,4°  198,749,1" 167,9+13,5  140,849,7*

Valores expressos como média + EPM; (n = 8 por grupo). PAS aferida nos dias 0, 7 e 28 foram
mensuradas por pletismografia de cauda e a PAS direta por cateterizagao da artéria femoral. *P <0,05
em relagéo ao grupo SHAM; #P <0,05 em relagao ao grupo 2R1C; +P <0,05 em relagdo ao grupo
2R1C ALSK.

5.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE O

PESO DO CORAGAO E DOS RINS

O tratamento com ALSK néo € capaz de impedir a atrofia promovida pela
hipertensdo renovascular no rim clipado em comparacdao com o grupo 2R1C, no
entanto, o tratamento com L-ARG, de maneira isolada ou associada ao ALSK,
demonstrou valores semelhantes ao grupo SHAM (SHAM: 4,1+0,17; 2R1C:
2,3+0,31; 2R1C ALSK: 2,1+0,35; 2R1C L-ARG: 3,4+0,21; 2R1C ALSK+L-ARG:
3,1+0,28 mg.g') (Figura 8A), e, da mesma forma, os rins ndo-clipados dos animais
dos grupos 2R1C e 2R1C ALSK eram mais pesados do que os dos outros grupos
experimentais (SHAM: 4,14+0,17; 2R1C: 6,1+0,5; 2R1C ALSK: 6,11£0,82; 2R1C L-
ARG: 4,3+0,33; 2R1C ALSK+L-ARG: 4,0+0,36 mg.g’") (Figura 8B). Apenas os ratos
2R1C ALSK+L-ARG apresentaram valores semelhantes ao grupo SHAM para o

peso de ambos os rins clipado e ndo-clipado.
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Figura 8: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e associacdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre o peso dos rins clipados (RC) (A) e nao-clipados
(RNC) (B) em ratos 2R1C. ** P <0,01 e * P <0,05 em relagao ao grupo SHAM; #P <0,05 em relacédo
ao grupo 2R1C; + P <0,05 em relacédo ao grupo 2R1C ALSK.

Além disso, a hipertensdo renovascular promoveu hipertrofia do VE nos
grupos 2R1C e 2R1C ALSK, e somente os animais tratados com L-ARG ou a
associacdo ALSK+L-ARG nao apresentaram hipertofia do VE, pois os valores nao
diferiram do grupo SHAM (SHAM: 2,2+0,04; 2R1C: 3,3+0,17; 2R1C ALSK: 2,710,14;
2R1C L-ARG: 2,2+0,14; 2R1C ALSK+L-ARG: 2,4+0,25 mg.g™') (Figura 9A). O peso
do VD nao demonstrou diferencas significantes entre os grupos estudados (SHAM:
0,56+0,03; 2R1C: 0,6+0,04; 2R1C ALSK: 0,62+0,07; 2R1C L-ARG: 0,5510,04; 2R1C

ALSK+L-ARG: 0,66+0,07 mg.g™') (Figura 9B).
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Figura 9: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e associacdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre o peso do ventriculo esquerdo (VE) (A) e do ventriculo
direito (VD) (B) em ratos 2R1C. ** P <0,01 em relacado ao grupo SHAM; ## P <0,01 em relagédo ao

grupo 2R1C.

5.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A

ATIVIDADE DO NERVO SIMPATICO RENAL

A hipertensdo 2R1C aumentou a ANSR basal, calculada como uma
porcentagem do maximo de ANSR, conforme descrito em Materiais e Métodos
(SHAM: 62,416,39 vs 2R1C: 97,418,43 %). O tratamento com ALSK nao foi capaz
de diminuir a ANSR basal (2R1C ALSK: 84,2+2 5 %), no entanto, o tratamento com
L-ARG e a associagdo ALSK+L-ARG reduziu de forma significativa a ANSR basal
(2R1C L-ARG: 70,7+2,39; 2R1C ALSK+L-ARG: 69,3+4,23 %) (Figura 10). Além

disso, as respostas simpaticas a injecao de FE e NPS foram diminuidas nos grupos
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2R1C, 2R1C ALSK e 2R1C L-ARG em comparacao com os ratos SHAM, e apenas o
grupo 2R1C ALSK+L-ARG foi capaz de restaurar a responsividade simpatica para
valores semelhantes ao grupo SHAM (% A FE em SHAM: -57,1+5,40; 2R1C: -
24,7+3,60; 2R1C ALSK: -30,3+2,48; 2R1C L-ARG: -33,9+3,92; 2R1C ALSK+L-ARG:
-55,416,36% € % A NPS em SHAM: 78,1+13,21; 2R1C: 12,6+3,37; 2R1C ALSK:

21,443,67; 2R1C L-ARG: 38,4+3,33; 2R1C ALSK+L-ARG: 49,2+8,79) (Figura 11).

150

*%

-
o
<
*

% ANSR basal
S
_|

[] SHAM H 2R1C [ 2R1C ALSK
2R1C L-ARG [ 2R1C ALSK+L-ARG

Figura 10: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a atividade do nervo simpatico renal (ANSR) basal em
ratos 2K1C. ** P <0,01 e * P <0,05 comparado com SHAM; ## P <0,01 comparado com 2R1C.
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Figura 11: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a atividade do nervo simpatico renal (ANSR) em ratos
2R1C apds injecdo de fenilefrina (FE) e nitroprussiato de sédio (NPS). *™* P <0,01 e * P <0,05
comparado com o grupo SHAM; ## P <0,01 comparado com 2R1C; ++ P <0,01 e + P <0,05
comparado com 2R1C ALSK; 1 P <0,01 comparado com 2R1C L-ARG.

Vale ressaltar que ndo houve diferengca na PAM e na FC entre os grupos
estudados ao administrar as drogas vasoativas FE e NPS, demonstrando que a
dose empregada dessas drogas foi capaz de promover o mesmo nivel de alteracao

nesses parametros (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeitos do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da
associagao do alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a pressao arterial
média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) apés injecao de fenilefrina

(FE) e nitroprussiato de sddio (NPS) em ratos com hipertens&o renovascular 2R1C.

SHAM 2R1C 2R1C 2R1C 2R1C
ALSK L-ARG ALSK+L-ARG
APAM com FE 58+4,8 61+4,2 58+2,8 54+3,4 53+3,3
AFC com FE -40+8,1 -53+7,8 -54+10 -50+11,5 -49+9,7
APAM com NPS  -49+4,9 -70%6,9 -64+6,8 -68+3,6 -65+7,2
AFC com NPS 23+3,7 18+5,1 12+7,3 16+4,0 14+2,9

Valores expressos como média + EPM; (n = 8 por grupo).

5.4 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A

FUNGCAO RENAL

Para avaliar a funcdo renal nos ratos com hipertensdo renovascular, a
concentracdo de ureia plasmatica, o fluxo urinario, a TFG e a excrecéo urinaria de

agua, Nat, K+, CI- e ureia foram medidos.

A ureia plasmatica foi aumentada nos grupos 2R1C e 2R1C ALSK. O
tratamento com L-ARG, isolado ou associado ao ALSK, reduziu esses valores
(SHAM: -52,0+4,07; 2R1C: 84,8+4,23; 2R1C ALSK: 80,8+10,58; 2R1C L-ARG:

50,046,57; 2R1C ALSK+L-ARG: 55,6+4,72 mg.dL") (Figura12).
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Figura 12: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a concentragdo de ureia plasmatica em ratos 2R1C. *
P <0,05 comparado com o grupo SHAM; # P <0,05 comparado com 2R1C; + P <0,05 comparado com
2R1C ALSK.

A excrecao de Na*, Cl e ureia foram diminuidas em ambos os grupos 2R1C
e 2R1C ALSK em comparacao com ratos SHAM enquanto os grupos 2R1C L-ARG e
2R1C ALSK + L-ARG apresentaram valores semelhantes ao grupo SHAM (excrecao
de Na* em SHAM: 148,0+14,1; 2R1C: 48,2+7,9; 2R1C ALSK: 48,5+9,2; 2R1C L-
ARG: 120,648,2; 2R1C ALSK+L-ARG: 129,8+4,5 mEqg/dia; excrecao de CI" em
SHAM: 273,8+27,01; 2R1C: 123,6+21,81; 2R1C ALSK: 133,7+£29,50; 2R1C L-ARG:
241,8412,81; 2R1C ALSK+L-ARG: 279,84+37,57 mEg/dia; excrecdo de ureia em
SHAM: 3408+538,3; 2R1C: 1288+282,1; 2R1C ALSK: 1287+81,1; 2R1C L-ARG:
4399+14,3; 2R1C ALSK+L-ARG: 4234+425,5 mg.dL"). Por outro lado, a excrecdo
de K* foi aumentada apenas em ratos 2R1C, sendo que todos os tratamentos foram
capazes de normalizar esse paramentro (excrecdo de K* em SHAM: 59,946,25;
2R1C: 127,4+12,4; 2R1C ALSK: 54,8+6,33; 2R1C L-ARG: 78,3%12,2; 2R1C

ALSK+L-ARG: 49,4+2,57 mEqg/dia) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a excre¢ao de sodio (Na+*, em A), potassio (K+*, em B),
cloreto (CI, em C) e ureia (D) em ratos 2R1C. ** P <0,01 e * P <0,05 comparado com o grupo SHAM;
## P <0,01 e # P<0,05 comparado com 2R1C; ++ P <0,01 e + P <0,05 comparado com 2R1C ALSK.

A excrecao de 4gua e o fluxo de urina foram significativamente reduzidos em
ambos os grupos 2R1C e 2R1C ALSK em comparagdo com ratos SHAM. A
administracdo de L-ARG ou ALSK+L-ARG aumentou de maneira significativa o fluxo
urinario (Volume de excrecdo em SHAM: 20,0+2,04; 2R1C: 11,1+0,57; 2R1C ALSK:
9,1+1,04; 2R1C L-ARG: 16,743,24; 2R1C ALSK+L-ARG: 14,0+2,23 mL.dia"; Fluxo
urinario em SHAM: 0,014+0,0004; 2R1C: 0,007+0,0002; 2R1C ALSK: 0,006+0,0005;
2R1C L-ARG: 0,01240,002; 2R1C ALSK+L-ARG: 0,011+0,0002 mL.min"") (Figura 14

A e B, respectivamente).

A hipertensao renovascular promoveu uma reducao da TFG e o tratamento

com L-ARG de maneira isolada ou associada ao ALSK aumentou esse parametro,
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mas 0 mesmo nao ocorreu com a monoterapia com ALSK, (SHAM: 1,06%0,19;
2R1C: 0,285+0,03; 2R1C ALSK: 0,37+0,04; 2R1C L-ARG: 1,31£0,13; 2R1C ALSK+L-

ARG: 1,09+0,16 mL.min") (Figura 14 C).
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Figura 14: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associa¢do do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre o volume de excregao (A), fluxo urinario (B) e taxa de
filtragdo glomerular (C) em ratos 2R1C. ** P <0,01 e * P <0,05 comparado com o grupo SHAM; ## P
<0,01 e # P<0,05 comparado com 2R1C; ++ P <0,01 e + P <0,05 comparado com 2R1C ALSK.
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5.5 EXPRESSAO DA nNOS, iNOS E eNOS NO RIM CLIPADO E NAO-CLIPADO DE

RATOS COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR

Houve um aumento significativo da expressao de nNOS no rim clipado dos
ratos 2R1C L-ARG em comparacao com ratos SHAM e 2R1C (SHAM: 0,6510,14;
2R1C: 0,6810,07; 2R1C ALSK: 1,08+0,25; 2R1C L-ARG: 1,58+0,23; 2R1C ALSK+L-
ARG: 1,13+0,34 U.A.) (Figura 15 A). No rim nao-clipado, a expressao de nNOS foi
significativamente diminuida em ratos 2R1C em relagdo ao grupo SHAM e
aumentada nos grupos 2R1C L-ARG e 2R1C ALSK+L-ARG em comparagdo com
ratos 2R1C (SHAM: 1,36+0,24; 2R1C: 0,5940,15; 2R1C ALSK: 1,00£0,24; 2R1C L-

ARG: 1,67+0,27; 2R1C ALSK+L-ARG: 1,25+0,12 U.A.) (Figura 15 B).
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Figura 15: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a expressao protéica de nNOS no rim clipado (A) e no
rim nao-clipado (B) de ratos 2R1C. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como uma relagdo
entre a densidade das bandas de nNOS e da B actina. ** P <0,01 comparado com o grupo SHAM; ##
P <0,01 e # P<0,05 comparado com 2R1C; + P <0,05 comparado com 2R1C ALSK.
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A expressao da iNOS no rim clipado foi aumentada nos animais 2R1C
quando comparado com ratos SHAM, mas nao houve diferenca dos demais grupos
em relagdo ao SHAM (SHAM: 0,74+0,12; 2R1C: 1,47+0,30; 2R1C ALSK: 1,17+0,27;
2R1C L-ARG: 1,04+0,18; 2R1C ALSK+L-ARG: 0,88+0,13 U.A.) (Figura 16 A). No rim
nao-clipado, a expressao da iNOS foi aumentada nos ratos 2R1C e 2R1C L-ARG em
comparacdo com todos os outros grupos (SHAM: 0,3810,14; 2R1C: 1,12+0,15;

2R1C ALSK: 0,38+0,06; 2R1C L-ARG: 1,04+0,11; 2R1C ALSK+L-ARG: 0,39+0,06

U.A.) (Figura 16 B).
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Figura 16: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagdo do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a expresséo protéica de iNOS no rim clipado (A) e no
rim néo-clipado (B) de ratos 2R1C. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como uma relagédo
entre a densidade das bandas de iNOS e da B actina. ** P <0,01 comparado com o grupo SHAM; ##
P <0,01 e # P<0,05 comparado com 2R1C; + P <0,05 comparado com 2R1C ALSK.
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A expressao de eNOS no rim clipado foi reduzida em ratos 2R1C em
comparacdo com o grupo SHAM e foi aumentada em ratos 2R1C L-ARG em
comparacdo com 2R1C, 2R1C ALSK e 2R1C ALSK+L-ARG (SHAM: 0,92+0,20;
2R1C: 0,4310,09; 2R1C ALSK: 0,71+0,14; 2R1C L-ARG: 1,29+0,20; 2R1C ALSK+L-
ARG: 0,72+0,07 U.A.) (Figura 17 A). No entanto, ndo houve diferenga significativa na
expressdao de eNOS no rim nao-clipado entre os diferentes grupos (SHAM:
0,87+0,05; 2R1C: 0,90+0,10; 2R1C ALSK: 1,02+0,15; 2R1C L-ARG: 1,11+0,05;

2R1C ALSK+L-ARG: 0,85+0,07 U.A.) (Figura 17 B).
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Figura 17: Efeito do tratamento com alisquireno (ALSK), L-arginina (L-ARG) e da associagao do
alisquireno e L-arginina (ALSK + L-ARG) sobre a expressao protéica de eNOS no rim clipado (A) e no
rim néo-clipado (B) de ratos 2R1C. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como uma relagédo
entre a densidade das bandas de eNOS e da 3 actina. ** P <0,01 comparado com o grupo SHAM; ##
P <0,01 e # P<0,05 comparado com 2R1C; + P <0,05 comparado com 2R1C ALSK.
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6 DISCUSSAO

Nosso presente estudo forneceu trés novas descobertas importantes que
sao relevantes para a consideragdo do uso da associacao de ALSK+L-ARG para a
farmacoterapia do tratamento da hipertensdo renovascular. O primeiro achado foi
uma significativa reducao da pressao arterial apés 21 dias de tratamento, atingindo
valores estatisticamente semelhantes ao grupo SHAM. O segundo achado foi uma
normalizacdo da ANSR e uma maior responsividade simpatica. O terceiro achado foi
restauracdo da funcao renal através da anélise do fluxo renal, TFG e da excrecao

urinaria de agua, Na+*, K*, CI" e ureia.

As abordagens atuais para o tratamento farmacolégico da hipertensao
renovascular sao problematicas (Mancia et al.,, 2007). Recomendacdes européias
incluem antagonistas de canais de célcio e diuréticos com a possivel adicdo de um
bloqueador do SRAA (Mancia et al.,, 2007). Estes ultimos medicamentos, que
incluem IECA, BRAT e inibidores de renina, como o ALSK, parecem ser 0s mais
eficazes no tratamento da hipertensao renovascular, mas ha um risco significativo de
insuficiéncia renal aguda que limita a sua aplicabilidade clinica (Spence, 2002;
Burke, Evans, Head, 2009). Assim, existe uma necessidade de explorar terapias
alternativas, como os farmacos simpatoinibidores. Nesse sentido, nosso trabalho
aponta para uma importante ferramenta farmacologica para o controle da pressao

arterial na hipertensao renovascular.

Durante a fase inicial da hipertensdao 2R1C, a patogénese da doenca tem
sido atribuida a uma combinacdo de elevada Ang Il, volume plasmatico alterado,

alteragbes na fungédo renal e aumento da atividade do nervo renal. Portanto, o
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bloqueio do SRAA promovido pela inibicdo da renina com o uso do ALSK poderia
contribuir para a redugdo da hipertensdo no modelo renovascular estudado. No
entanto, nossos resultados mostraram que a monoterapia com ALSK nao foi capaz
de reduzir a PAS, apesar de estudos em humanos terem demonstrado uma reducao
da presséao arterial de individuos com doenca renal crénica (Chen et al., 2013) e em
pacientes com hipertensao arterial leve a moderada (Musini et al., 2008; Verdecchia
et al., 2010; Zhu et al., 2012; Chen et al., 2013; Robles, Cerezo, Hernandez-Gallego,
2014). Contudo, nao podemos refutar a hipétese de que uma dose mais elevada da
monoterapia com ALSK do que a utilizada neste trabalho ou um tratamento mais
prolongado poderia evocar queda da pressao arterial, como demonstrado no estudo
desenvolvido por Hermanowicz et al. (2013) que utilizou ALSK nas doses de 10, 30
e 100mg.kg'.dia™ por 10 dias em ratos 2R1C e sé obteve reducio da PAS com a
maior dose, e ainda no estudo desenvolvido por Martins-Oliveira et al. (2013) que
utilizou a mesma dose do ALSK (50 mg.kg'.dia") e observou que apés 3 semanas
de tratamento, a PAS nao foi reduzida, porém apds 4 semanas houve uma reducao
significativa da PAS dos ratos 2R1C. Adicionalmente, estudos demonstram que o
efeito hipotensor do ALSK é potencializado quando utilizado em combinacdo com
diuréticos ou outros bloqueadores do SRAA (Yoshitomi, 2013). Por outro lado a
monoterapia com L-ARG é capaz de reduzir a PAS, mas nao normalizar, conforme
observado neste estudo e em estudos anteriores do nosso laboratério (Gouvea et
al., 2003; Gouvea et al., 2004). Corroborando nossos achados, estudos demonstram
que o tratamento com L-ARG é capaz de promover protecdo de orgaos-alvo,
considerando sua capacidade de aumentar a biodisponibilidade de NO e diminuir o
estresse oxidativo endotelial (Deng et al., 1995; Ackermann et al., 1998). Tem sido

demonstrado que o NO contribui para ambas as fases, inicial e crénica da
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hipertensdo 2R1C, uma vez que o seu efeito vasodilatador é capaz de tamponar a
hipertensdo e manter a perfusdo para ambos 0s rins por contrabalancear a
vasoconstricdo independente da Ang Il (Sigmon & Beierwaltes, 1998). Mas o
achado mais relevante foi que a combinacao destas terapias resultou numa reducao
significativa da hipertensdo arterial desenvolvida pelos ratos. Tem sido postulado
que os fatores principais para o desenvolvimento da hipertensdo 2R1C sdo aumento
da Ang Il e disfungdo endotelial, assim o bloqueio de renina associado a
administracdo exégena de L-ARG poderia, via producdo de NO, restaurar a

disfungéo endotelial e reduzir a presséao arterial na hipertensao experimental.

O sistema nervoso simpatico contribui de forma importante para o controle
da pressao arterial sob diferentes condicbes através da modificacdo do débito
cardiaco, resisténcia vascular periférica e fungao renal (Grisk & Rettig, 2004).Tem
sido sugerido que o0 aumento da atividade simpatica periférica presente no modelo
2R1C pode ser devido a alteragdbes no SNC provocada por um aumento na
circulagdo de Ang Il. Um mecanismo através do qual a Ang Il circulante exerce os
seus efeitos centrais € pela ligacdo aos seus receptores em neurbnios
especializados em regides do cérebro que ndo possuem barreira hematoencefalica,
como o0s 6rgaos circunventriculares. Os 6érgédos circunventriculares sédo localizados
em torno dos terceiro e quarto ventriculos e sdo conhecidos por serem cruciais na
mediacdo dos aumentos da pressao arterial. Os neurdnios nestas regides, como no
orgao subfornical, podem enviar o seu sinal para outra regido de controle
cardiovascular, o RVLM, que adicionalmente ativa varias vias neurohumorais (de
Oliveira-Sales et al., 2010). Adicionalmente, o nucleo paraventricular (PVN) é um
componente importante que regula o fluxo simpatico através de projecdes para a

coluna intermediolateral da medula espinhal e do RVLM. Dentro do PVN, a Ang Il
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aumenta a atividade simpatica e pressao arterial em ratos 2R1C. Nao s6 a Ang |l
altera a atividade simpatica e, dessa forma, controla a pressao arterial, mas também
o NO. O NO tem demonstrado ter um efeito simpatoinibitério no PVN, uma vez que a
superexpressao de nNOS no PVN pode ser responsavel pela inibicado da descarga
simpatica (Xu 2011, Zhong 2008). O mesmo ocorre no RVLM, onde estudos
sugerem que o NO, especificamente nNOS, reduz a pressao arterial através da
inibicdo do SNS (Zanzinger et al., 1995; Kagiyama et al., 1997; Kagiyama et al.,
1998; de Oliveira-Sales et al., 2010). Dessa forma, ao administrarmos ALSK, que
reduz a formacao de Ang I, adicionado a L-ARG, um precursor de NO, encontramos

uma diminui¢cdo da ANSR e, consequentemente, da PAS.

O modelo de hipertensdo experimental 2R1C é caracterizado por ser
dependente do SRAA, apresentar hiperatividade simpatica e marcante disfuncao
endotelial (Arruda et al.,2005 ). Devido a essas caracteristicas, a hipertensdo 2R1C
se consagra como um modelo cirurgicamente induzido de disfuncéo renal. Sabe-se
que os pacientes hipertensos com doenca renal crbnica sao trés vezes mais
propensos a morrer dentro de 8 anos do que os hipertensos sem doencga renal
(Pliquett et al., 2014). Diante disto, faz-se necessario analisar as alteragdes
induzidas pelo tratamento com ALSK e L-ARG sobre a fungéo renal, a fim de avaliar
se o tratamento proposto neste estudo preserva o rim das acdes deletérias
promovidas pela hipertensao renovascular, pois o sistema renal integro € de
extrema relevancia na regulacdo da pressao arterial a longo prazo devido a sua
infinita capacidade de aumentar ou diminuir a excrecao de agua e eletrélitos em

resposta as alteracoes da pressao arterial sistémica (Grisk & Rettig, 2004).

Os primeiros parametros renais mensurados foram o volume urinario, TFG e

fluxo renal. O fluxo sanguineo renal e a resisténcia vascular intra-renal séo
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controlados por fatores autécrinos e paracrinos, bem como respostas miogénicos e
feedback tubuloglomerular. Na hipertensdo renovascular, ocorre um aumento da
resisténcia vascular renal, levando a um prejuizo do fluxo renal e TFG. Possiveis
mecanismos responsaveis pelo aumento da resisténcia vascular renal incluem:
sensibilidade contratii aumentada para agonistas vasoativos; prejuizo no
relaxamento dependente do endotélio; aumento do transporte de Ca?* através das
membranas do musculo liso vascular; atividade alterada em canais i6nicos no
musculo liso vascular; hipertrofia ou hiperplasia do musculo liso. Dos vasos renais, a
arteriola aferente é o principal local de regulagéao do fluxo renal e TFG, sendo que a
Ang Il promove vasoconstricdo nessas arteriolas (Helle et al., 2009). Portanto, em
situacées com altos niveis de Ang Il, havera um prejuizo nestes parametros. O
grupo 2R1C estudado apresentou uma reducéao significativa do volume urinario, do
fluxo sanguineo renal e da TFG, o que pode ser explicado pela vasoconstricido
causada pela Ang Il nos capilares glomerulares afetando o fluxo sanguineo renal e
TFG. O tratamento com ALSK nao foi capaz de restaurar estes parametros. Este
resultado corrobora com estudos que demonstram que inibidores SRAA podem até
causar insuficiéncia renal em situacées em que ha prejuizo do fluxo renal, como na
hipertensao renovascular. Por outro lado, o NO desempenha um papel importante
na hemodinamica renal na hipertensdo renovascular e contribui nas fases iniciais e
cronicas da hipertensao 2R1C, pois seu efeito vasodilatador pode contrabalancear a
vasoconstricdo da Ang Il, mantendo a perfusao para os rins (Helle et al., 2009). Isto
estda de acordo com nossos resultados, uma vez que os animais tratados com L-
ARG, de maneira isolada ou associada ao ALSK, apresentaram melhora do fluxo
sanguineo renal e da TFG. Aparentemente, as agdes do NO sobre os rins clipado e

nao-clipado sao diferenciadas, pois um estudo que utilizou ratos 2R1C e administrou
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por via intravenosa N(G)-nitro-L-arginina metilester (L-NAME, um bloqueador de NO)
demonstrou que nao houve alteracdo na TFG do rim clipado, mas diminui
significativamente no rim nao-clipado. Ja o fluxo de sangue para ambos os rins caiu
em resposta a L-NAME, porém em maior magnitude no rim nao-clipado. Devido ao
fato do NO ter apresentado pouca influéncia sobre a funcao renal no rim estenético,
o estimulo para o aumento da atividade do sistema NO nesta doencga parece ser a
tensdo de cisalhamento, que estd aumentado no rim né&o-clipado (Dedeoglu &

Springate, 2001).

Se tomarmos em conjunto as agdes promovidas pelo tratamento associado
de ALSK+L-ARG sobre a PAS, fluxo renal e TFG, este se destaca sobre o
tratamento monoterapico com ambas as drogas, pois a associacao, apesar de
reduzir a pressao arterial, ndo compromete ainda mais o fluxo sanguineo para o rim
estendtico, pelo contrario, aumenta o fluxo renal e a TFG, sugerindo que este
tratamento, ao contrario do que pode ocorrer com o uso de bloqueadores do SRAA,

nao induz insuficiéncia renal na hipertensdo renovascular, melhorando este quadro.

Ainda avaliando a funcgéo renal, nossos resultados mostram que no grupo
2R1C ha um déficit na excrecao urinaria de Na*, Cl- e ureia apds 28 dias da inducao
da hipertensao. Além disso, neste grupo, a excrecao de K+ e a ureia plasmatica (um
marcador de insuficiéncia renal) foram aumentadas. Isto demonstra o prejuizo que a
hipertensdo promove sobre a funcéo renal. Tem sido proposto que as alteracdes do
fluxo sanguineo e da pressao dentro dos vasos renais tém marcados efeitos sobre a
excrecao de Na* e de agua e que o controle do tonus vascular renal € essencial para
a manutencdo da homeostase do fluido corporal e pressao arterial (Pallone & Cao,
2008). Aparentemente, estes prejuizos estado relacionados a Ang Il atuando em

receptores AT1, pois apds o tratamento com losartan, a hemodinamica renal basal foi
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semelhante em ambos os rins clipado e nao-clipado na fase crénica de ratos com
hipertensdao 2R1C (Sigmon & Beierwaltes, 1998). A Ang |l através de sua ligacao
aos receptores AT1, estimula a sintese de aldosterona aumentando a reabsorcao
nos segmentos proximais do néfron. Um estudo demonstrou que nas medulas renais
de ambos os rins de ratos 2R1C, os niveis de RNAm e atividade da ECA
aumentaram, pois a maior parte da renina presente é ativa, indicando a maior
formacao renal de Ang Il nesse modelo de hipertensao (Prieto et al., 2011). Além
disso, o aumento da ANSR leva a diminuicdo da excrecdo de sédio e agua
produzindo a disfuncao renal (Salgado, Durand, Salgado, 2011), uma vez que a
atividade simpatica eferente estimula a liberacao de renina, aumenta a reabsorcao
de sédio e reduz o fluxo sanguineo renal, fornecendo bases para um mecanismo
plausivel no desenvolvimento da hipertensao (Brito & Bortolotto, 2011). O tratamento
unicamente com ALSK nao foi capaz de melhorar estes parametros, mas sua
associacao a L-ARG foi capaz de restaurar esses parametros a valores similares ao
grupo SHAM. Também foi possivel observar melhora da excrecao eletrolitica renal
no grupo tratado somente com L-ARG, o que remete a importancia do NO para
ajuste da vasoconstricao renal e disfuncao renal, e ndo s6 o SRAA. A producao
intrarrenal de NO estimulada pela L-ARG também aumenta a excrecdo renal de
sédio por uma acao tubular direta e pela regulacao do tbnus vascular na resposta a
pressao natriurética na medula renal (Huang et al., 2008). Da mesma forma,
observamos em estudos anteriores que a L-ARG oral é capaz de aumentar a

excrecao de sdédio (Gouvea et al., 2003).

Diante dos nossos resultados referentes a pressao arterial e funcao renal,
percebe-se que é necessario haver um equilibrio entre a sintese de NO e formacao

de ANG II. Este conceito tem sido bem demonstrado em um estudo que mostrou que
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a maior parte do efeito produzido pela inibicado da sintese de NO ou sdo minimizados
ou abolidos pelo bloqueio simultdneo da ANG Il e, vice-versa, que muitas das
consequéncias que resultam do bloqueio de ANG Il (vasodilatacdo, queda no
pressao arterial, natriurese) sdo diminuidas pelo bloqueio de NO (Reckelhoff &

Romero, 2003).

A hipertensao é a principal causa de hipertrofia do VE, uma condi¢cao que
ocorre como uma adaptacao a esse estimulo patoldgico e esta relacionada com um
maior risco de complicacdes hipertensivas, incluindo o aumento da mortalidade por
doenga cardiovascular (Tsilakis, Kranidis, Manolis, 2008; Li et al., 2013; Soares et
al., 2011). Neste sentido, é de extrema importancia desenvolver um tratamento
farmacoldgico eficaz para impedir e/ou reverter esta hipertrofia, 0 que nos levou a
testar o ALSK, a L-ARG e a combinacdo destas duas drogas. Como esperado,
nossos dados demonstraram que a hipertensao renovascular promove hipertrofia do
VE. Este achado esta de acordo com a literatura que apresenta varios estudos que
também encontraram hipertrofia ventricular esquerda em ratos 2R1C (Chen et al.,
2014; Li et al., 2013; Martins-Oliveira et al., 2012; Soares et al., 2011; Sheng et al.,
2007). Sabe-se que a Ang Il exerce efeito inotropico e promove proliferacdo e
hipertrofia de fibroblastos cardiacos, levando a hipertrofia dos midcitos, parcialmente
devido ao aumento da atividade da metaloproteinase de matriz 2, promovendo
remodelamento cardiovascular induzido pela ativagdo dos receptores AT1 (Martins-
Oliveira et al., 2012). Neste sentido, estudos demonstraram que o tratamento com
BRAT1, como o ibesartan e olmesartan, assim como IECA reduziram a hipertrofia do
VE, reduzindo a deposicao de colageno e a expressao protéica de metaloproteinase
de matriz-2 (Li et al., 2013; Chen et al., 2014; Sheng et al., 2007). Diante disto,

inicialmente hipotetizamos que o ALSK, ao minimizar a producédo de Ang Il, poderia
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reduzir a hipertrofia cardiaca, entretanto este fato ndo ocorreu. Outro estudo que
utilizaram o tratamento com ALSK em ratos 2R1C também n&o obtiveram éxito na
reducdo da hipertrofia do VE, embora tenha reduzido a atividade da renina
plasmatica e, dessa forma, demonstraram que o bloqueio direto da renina reduz a
sua capacidade de degradar angiotensinogénio e gerar Ang |, mas nao inibe a
sinalizagao pro-fibrose induzida pelo receptor de renina/(pro)renina (Martins-Oliveira
et al., 2012). Este fato pode ser atribuido a uma elevacdo compensatéria na
concentracdo de renina plasmatica com o tratamento com ALSK na hipertensao
2R1C (Krebs et al., 2007), ativando ainda mais o receptor de renina/(pro)renina, que,
por sua vez, ativa vias dependentes de proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPK). lIsto resulta na proliferagdo de células do mdusculo liso vascular e
superexpressao de proteinas de matriz e proteinas profibréticas (Huang et al., 2006;
Nguyen & Danser, 2008; Danser, 2010; Liu et al., 2011). No entanto, quando
administramos L-ARG de maneira isolada ou combinada com ALSK, ocorreu uma
reducdo da hipertrofia ventricular esquerda. Em nossos estudos anteriores
observamos que mesmo com 7 dias de tratamento com L-ARG ja ha uma reducéao
da atividade da ECA em ratos 2R1C (Gouvea et al., 2004), que, possivelmente,
promove uma diminuicdo da formacgao de Ang Il, reduzindo a ativagao de receptores

AT+ e os estimulos profibréticos desencadeados por eles.

Embora a hipertensdo renovascular tenha levado a uma significante
hipertrofia do VE, nenhuma alteragéo foi encontrada no peso do VD em ratos 2R1C
no nosso estudo. De forma semelhante, Krandycheva et al. em 2010 também nao
encontraram alteracées no peso do VD em ratos 2R1C. Poucos trabalhos analisam
este parametro em contraste com numerosos estudos que avaliam a hipertrofia

ventricular esquerda, devido a relevancia funcional deste ultimo.
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Com relacao as alteracbes nas massas renais, observamos que os ratos
2R1C e 2R1C ALSK apresentaram atrofia do rim clipado e uma hipertrofia do rim
nao-clipado, e somente os tratamentos com L-ARG e ALSK+L-ARG preservaram a
massa do rim clipado e demonstraram reducdo do peso do rim n&o-clipado. Durante
a hipertensao renal 2R1C, o rim clipado em funcao da reducéo do fluxo sanguineo
renal sofre redugdo em seu peso, enquanto o rim contralateral, nao-clipado,
aumenta sua massa e tamanho, provavelmente devido a uma hiperfuncao
compensatéria (Rodrigues et al., 2007; Soares et al., 2011). Essas alteracoes de
peso no rim nao-clipado sdo ainda acompanhadas de injaria tubulointersticial
marcante, esclerose glomerular, além de fibrose intersticial e atrofia tubular
(Kobayashi et al.,, 1999). Sabe-se que Ang |l causa vasoconstricio levando a
hipertrofia glomerular, com aumento do tecido conectivo e deposigcdo de matriz
extracelular, e que, por outro lado, o NO impede a hipertrofia glomerular, uma vez
que a concentracado plasmatica de ADMA (inibidor enddgeno da sintese de NO)
aumenta marcadamente em pacientes com hipertensédo e é responsavel por induzir
fiborose glomerular e vascular (Tain et al., 2011). Da mesma forma como foi
observado no peso do VE, o tratamento com ALSK néo foi capaz de impedir as
consequéncias renais desencadeadas pela hipertensao renovascular possivelmente
pelo fato desta droga induzir aumento na concentracdo de renina com superativacao

do receptor de renina/(pro)renina promovendo efeitos pro-fibréticos.

No modelo experimental de hipertensdao 2R1C, ocorre disfuncdo endotelial
com geracao de espécies reativas de oxigénio e menor biodisponibilidade de NO
(Arruda et al.,2005 ). Neste sentido, evidéncias sugerem que o tratamento com
ALSK aumenta a biodisponibilidade de NO e ainda melhora a aterosclerose em

modelos animais (Imanishi et al., 2008; Nussberger et al., 2008). Adicionalmente, a
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suplementacdo oral de L-arginina vem demonstrando ser efetiva no aumento
substancial dos niveis de NO e do status antioxidante, tanto em ratos como em
humanos (Jablecka et al., 2004; Senbel et al., 2014). Diante destas evidéncias,
resolvemos avaliar, mesmo que de maneira indireta, como estava a formacao renal

de NO. Para isso nds analisamos a expressao protéica das trés isoformas de NOS.

A expressao da nNOS se da principalmente na macula densa, regidao que
funciona como um sensor tubular de NaCl, sendo que a captacao desse sal pelo
cotransportador Na*/K+/2Cl- localizado na membrana apical das células da macula
densa desencadeia uma cascata de transducao de sinais que envolvem a sintese de
NO através da nNOS (Persson & Bachman, 2000). A nNOS participa no controle da
hemodinamica glomerular através do feedback tubuloglomerular e liberacdo de
renina (Cherla & Jaimes, 2004). Dessa forma, a proteina nNOS tem sido relatada de
estar inversamente correlacionada com o desenvolvimento dos danos aos rins
(Rusai et al., 2008). No cértex renal, nNOS dilata as arteriolas aferentes e reduz a
reabsorcao de sodio, e dessa forma, parece contrabalancear a diminuicdo da TFG
induzida pela Ang Il (Tain et al., 2011). Nossos dados demonstram uma diminui¢ao
da expressdao da nNOS no rim ndo-clipado de ratos 2R1C, o que possivelmente
contribui para a hipertensao devido ao aumento da ANSR e prejuizo da funcao renal
promovido pela falta desta isoforma da NOS. Um estudo que investigou a expressao
da nNOS em artérias mesentéricas de ratos 2R1C demonstrou que houve
diminuicdo da expressdo de nNOS. Essa reducdo de nNOS levou ao aumento da
neurotransmissao adrenérgica e contribuiu para a iniciagdo e o desenvolvimento da
hipertensao renovascular (Koyama et al., 2010), uma vez que desencadeia aumento
da atividade simpatica, constricdo das arteriolas aferentes e prejuizo da natriurese

(Tain et al., 2011). Outro estudo demonstrou reducdo da nNOS no estdmago de
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ratos 2R1C (Kim et al., 2006). O tratamento com ALSK demonstrou uma tendéncia
em aumentar a expressdao de nNOS em ambos os rins, embora nao tenha atingido
significancia estatistica. Um estudo demonstrou que nos rins de ratos SHR de 4
semanas (que se encontram no estado pré-hipertensivo), ALSK 30mg.kg".dia™
reduziu os niveis de ADMA (um inibidor endégeno da sintese de NO), aumentando a

formagéo de NO, com aumento dos niveis de nNOS (Tain et al., 2011).

Por outro lado a INOS é expressa em niveis baixos em tecidos normais, mas
pode ser induzida em resposta a estimulos, tais como lesdo de tecidos e em
doencas inflamatérias como, por exemplo, a hipertensao arterial (Briones et al.,
2000; Alvarez et al., 2008; Sun et al., 2010). Nos rins, a INOS é expressa sob
condicOes patolégicas, como na hipertensao renovascular, no mesangio glomerular
e tdbulos (Cherla & Jaimes, 2004). Este fato corrobora com nossos dados que
demonstraram um aumento na expressao de iINOS nos ratos 2R1C. Outros estudos
também obtiveram o mesmo resultado em anéis de aorta (Cau et al., 2011; Santuzzi
et al., 2015), no coracao (Sun et al., 2009) e no RVLM (de Oliveira-Sales et al.,
2010) de ratos 2R1C. Aparentemente 0 mecanismo para 0 aumento da expressao
de iINOS se inicia com o fator nuclear kappa B que é ativado por espécies reativas
de oxigénio, que entdo induz a expressao do gene para iINOS (Huang et al., 2008).
O aumento da expressado da iNOS produz quantidades excessivas de NO, o qual
reage com superoxido para formar peroxinitrito, o que facilita a instalacdo de um
estado pro-oxidante e aumenta o ténus vasoconstritor nas artérias por diminuir a
biodisponibilidade de NO (Sun et al., 2009; Cau et al., 2011). Além disso, a prépria
INOS é capaz de produzir superéxido, o qual é transformado a peroxido de
hidrogénio. Ambos, peroxido de hidrogénio e peroxinitrito, tém sido implicados na

lesdo tecidual e disfuncdo de muitos 6rgaos (Sun et al., 2009). No entanto, o
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significado fisiopatolégico da indugao/ativacao da iNOS permanece controverso e
parece ser tecido-especifico. Um estudo demonstrou que a iINOS desempenha um
importante papel na protecdo dos rins numa condi¢cdo de isquemia, que pode ser
explicado pela inflamagéo intersticial estimulando a iINOS a gerar NO, na tentativa de
atenuar as interacbes poés-isquémicas entre leucocitos e endotélio (Park et al.,
2003). Além desses efeitos teciduais, também é de grande relevancia os efeitos
sistémicos promovidos pela iINOS, uma vez que um estudo demonstrou que o NO
(produzido pela iINOS) assim como a Ang Il (via receptores AT1) no RVLM estao
envolvidos na manutencdo da hipertensdo arterial e simpatoexcitacdo nos ratos
2R1C (de Oliveira-Sales et al., 2010). Por outro lado, o tratamento com ALSK como
monoterapia ou em associacdo com L-ARG foi capaz de reduzir a expressao de
INOS no rim ndo-clipado. O ALSK também reduziu os niveis de iINOS em aortas de
ratos 2R1C e no miocardio de ratos SHR que sofreram isquemia/reperfusao,
possivelmente pelo seu efeito antioxidante, pois esta droga é capaz de reduzir a
geracao de anion superoxido e peroxinitrito (Imanishi et al., 2008; Zhang et al.,

2014; Santuzzi et al., 2015).

No rim a atividade da eNOS é importante para a manutencédo da TFG, do
tonus vascular regional, e do fluxo sanguineo renal desempenhando papel
importante na patofisiologia da hipertensdo renovascular (Cherla & Jaimes, 2004;
Wickmanet et al., 2001). Nossos achados demonstram uma diminuicdo da
expressdao de eNOS somente no rim clipado. Helle et al. (2009) demonstrou que a
expressao de eNOS foi diminuida somente no rim clipado em vasos de resisténcia
pré-glomerulares (arteriola aferente). Isso pode reduzir a liberacdo de NO e
contribuir para a disfungdo endotelial renal em ratos 2R1C. Adicionalmente,

Rochette et al. (2013) demonstrou que forgas mecanicas na parede vascular, como
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a elevada pressao arterial e a tensdo de cisalhamento sédo fatores que elevam a
expressao endotelial de eNOS, o que pode explicar a diferenca na expressao desta
proteina entre o rim clipado e nao-clipado, uma vez que no rim clipado a tensao de
cisalhamento esta menor, reduzindo assim o estimulo para a sintese de eNOS, o
que limitaria a liberacdo de NO promovendo uma reducao do fluxo sanguineo renal.
No entanto, a expressao de eNOS em ambos 0s rins na hipertensao renovascular é
divergente na literatura, ha trabalhos demonstrando que nao existe alteracdo na
expressao desta proteina (Reinhold et al., 2009 ) enquanto outros demonstram que
ocorre diminuicao de eNOS em ambos os rins (Wickman et al., 2001; Wu et al.,
2012). A expressdao da eNOS nos ratos tratados com ALSK foi similar ao grupo
SHAM em ambos os rins. Poucos estudos avaliaram a expressao das isoformas da
NOS com a administragao de ALSK. Um trabalho realizado em nosso laboratério em
aortas de ratos 2R1C também apresentou valores de eNOS semelhantes entre o
grupo SHAM e 2R1C ALSK (Santuzzi et al., 2015). De maneira diferente, Zhang et
al. (2014) demonstrou que o tratamento com ALSK aumentou a expressao da eNOS
fosforilada no miocardio de ratos espontaneamente hipertensos submetidos a 30
minutos de oclusdo da artéria coronaria descendente anterior, seguido de 6 ou 24

horas de reperfuséao.

Diante dos resultados da expressao das trés isoformas da NOS nos rins,
pode-se ressaltar que a hipertensdo renovascular promoveu aumento da expressao
de iINOS, porém diminuicao da expressao de eNOS e nNOS. Tém sido observado
que, em estados patolégicos, INOS pode ser superexpressa, e tanto a expressao da
eNOS quanto de nNOS podem ser reduzidas (Huang et al., 2008). Neste sentido,
sabe-se que a isquemia, como a que ocorre no rim clipado, diminui a concentracédo

de L-ARG no cértex e na medula renal, resultando numa diminuicao de fornecimento
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de substrato para a sintese de NO. No entanto, essa situacdo pode ser revertida
pela suplementacdo exdégena de L-ARG (Rusai et al., 2008). Um estudo demonstrou
que a infusdao de L-ARG nos rins pode estimular a producao de NO intrarenal pelo
aumento da atividade da NO in vivo (Huang et al., 2008). Adicionalmente, outro
estudo demonstrou que em rins que sofreram isquemia, a suplementacdo com L-
ARG por 7 dias aumentou a expressao de RNAm para as trés isoformas de NOS
(Rusai et al., 2008). Em nosso estudo, a administracdo exdégena de L-ARG por 21

dias foi capaz de aumentar a expressao de eNOS, iINOS e nNOS.

Por fim, o tratamento com a associacdo do ALSK+L-ARG apresentou
valores de expressao de nNOS, iINOS e eNOS muito semelhantes aos encontrados
com o tratamento monoterapico com ALSK, com excecao da expressao da nNOS no
rim nao-clipado em que a associacao foi capaz de aumentar esses valores quando
comparado ao grupo 2R1C. Como descrito anteriormente, a nNOS protege 0s rins
dos danos promovidos pela hipertensdo 2R1C (Rusai et al., 2008), o que justifica a
renoprotecdo encontrada no grupo 2R1C ALSK+L-ARG, mas nao no grupo 2R1C
ALSK. No entanto, como observado neste estudo, o tratamento somente com L-ARG
promoveu a mesma resposta protetora nos rins do que a associacao, demonstrando
que realmente essa protecdo se deve a maior formacdo de NO, especialmente
através da nNOS. Por outro lado, o tratamento associado com ALSK+L-ARG foi o
unico capaz de normalizar os niveis de PAS bem como melhorar a ANSR,
demonstrando assim, que a diminuicdo da PAS encontrada no grupo associado se
deve, principalmente, a diminuicdo da ANSR e ndo a melhora da funcéo renal pelo

aumento de NO.

Diante de todos o0s nossos resultados, podemos concluir que a associagao

das terapias € mais eficiente do que o tratamento isolado com ambas as drogas,
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demonstrando que tanto o SRAA quanto o NO participam da patogénese da
hipertensao renovascular, e que essa nova proposta de tratamento, além de reduzir
0s niveis pressoricos, também é capaz de melhorar a fungdo renal, a hipertrofia

cardiaca e a atividade nervosa renal, o que levaria a protecao de érgaos-alvo.
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Abstract: Renovascular hypertension is characterized by increased renal sympathetic activity,
angiotensin II, and by endothelial dysfunction. The purpose of this study was to determine the
role of renal sympathetic nerve activity (RSNA) in mediating the anti-hypertensive effects of
aliskiren (ALSK) and L-arginine (L-ARG) in a rat renovascular hypertension model.
Hypertension was induced by clipping the right renal artery, and the following 5 groups were
divided: Sham operated; 2-kidney, 1-clip (2K1C); 2K1C plus ALSK; 2K1C plus L-ARG; and
2K1C plus ALSK+ L-ARG.

The systolic blood pressure (SBP) of 2KI1C rats increased from 114.4+5.2 to 204+12.7
mmHg, (P< 0.05) and was only reduced by ALSK+L-ARG treatment (138.4+4.37 mmHg).
The 2KI1C hypertension increased the baseline RSNA (SHAM: 62.4+6.39 vs 2KIC:
97.448.43%). L-ARG or ALSK+L-ARG treatment significantly decreased baseline RSNA
(2K1C L-ARG:70.7£2.39; 2K1C ALSK+L-ARG: 69.3+4.23%), but ALSK treatment alone
did not (2K1C ALSK: 84.2+2.5%). Urinary water, Na*, Cl" and urea excretion were similar in
the 2K1C L-ARG, 2K1C ALSK+L-ARG and SHAM groups. The combination of ALSK+L-
ARG restored urine flow and increased the glomerular filtration rate. The nNOS expression in
the non clipped kidney was significantly increased in 2K1C ALSK+L-ARG rats. In
conclusion, combined ALSK+L-ARG treatment normalizes SBP and prevents renal

dysfunction in 2K1C hypertensive rats.

Key worlds: 2K1C hypertension, Aliskiren, L-arginine, renal function, renal sympathetic

nerve activity.
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Introduction

Hypertension is related not only to the development but also to the progression of renal
disease. Several studies have analyzed the factors influencing the progression to chronic renal
disease. Overactivity of the sympathetic nervous system (SNS) has been implicated in the
development and maintenance of essential and renovascular hypertension in humans.!®
Studies in hypertensive animal models show an increase in basal renal sympathetic nerve
activity (RSNA).>® The excessive sympathetic nerve activity plays a pathogenic role in
triggering and sustaining both hypertension and a progression to organ damage. In particular,
alterations in RSNA that influence hormones affecting renal function and urinary salt and
water excretion influence blood pressure in the long term,” and inhibition of sympathetic
activation has an antihypertensive effect.®® Additionally, the positive impact of a lower
RSNA was associated with a trend towards greater blood flow and improved vascular
conductance in the stenotic kidney.* However, the mechanism of sympathetic activation in
hypertension is not well understood.!® Renal nerves are known to produce renal
vasoconstriction, albeit at higher levels of RSNA than are required to release renin.*
Importantly, in the two-kidney, one-clip (2K1C) model of renovascular hypertension,
excitatory synaptic inputs to the rostral ventrolateral medulla (RVLM) and the cardiac
sympathetic afferent reflex are enhanced;'? factors that may partly contribute to sympathetic
activation and hypertension.!! In 2K1C renovascular hypertension, the renal artery stenosis
caused by the clip reduces the perfusion of the clipped kidney, raising plasma renin activity
(PRA) and circulating angiotensin II (Ang II), and increasing systolic blood pressure (SBP).
In addition, various functional abnormalities, including impaired endothelium-dependent
vasodilation, have been reported in the contralateral, non-clipped kidney.

The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) plays a pivotal role in the pathogenesis of

2K1C hypertension. The renin angiotensin blockers such as angiotensin converting enzyme
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inhibitors (ACEls), AT1 receptor antagonists (ARBs), and, more recently, renin inhibitors*
are one class of drugs used for treatment. Many clinical trials have demonstrated that
blockade of RAAS prevents the development and progression of chronic kidney disease and
its complications, such as hypertension and cardiovascular disease. Moreover, renal
sympathetic denervation have recently been developed as treatments for resistant
hypertension'? as well as inhibition of the SNS is an appropriate and effective treatment for

renovascular hypertension.*

Aliskiren is an orally active, non-peptide, direct renin inhibitor, which acts by binding to the
active site of renin. Aliskiren directly inhibits PRA, the initial and rate-limiting step in the

RAAS, unlike the ACEIs and ARBs, which cause a reactive rise in PRA."3

Several clinical studies have demonstrated that aliskiren is effective in decreasing blood

pressure in patients with mild-to-moderate hypertension'*

and prevents and ameliorates
insulin resistance, aortic endothelial dysfunction and oxidative vascular remodeling in

fructose-fed hypertensive rats '

A previous study has reported that oral L-ARG reduced SBP and acted on the kidney,
possibly inducing changes in renal hemodynamics or tubular transport due to an increase in

nitric oxide formation.'¢:

Since in renovascular hypertension there is an excessive activation of the RAAS and a labeled
endothelial dysfunction, the present study aims to examine the effects of ALSK and L-ARG,
alone or in combination, on blood pressure control, renal sympathetic activity and renal
function, and evaluates the reversal and / or prevention of cardiac and renal alterations
induced by renovascular hypertension. We also aimed to investigate factors that could be

related to a better antihypertensive response.
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Methods

Animals and treatment

Male Wistar rats (150-170 g) were used for these studies. The care and use of
laboratory animals were in accordance with NIH guidelines, and all experiments were
conducted in compliance with the guidelines for biomedical research as stated by the
Brazilian Societies of Experimental Biology and were approved by the Institutional Ethics
Committee of the Federal University of Espirito Santo (CEUA-UFES 004/2010). All rats had
free access to water and were fed rat chow ad libitum. Rats were divided into five groups:
SHAM (normotensive control, vehicle-saline, by gavage, 0.3 mL); two-kidney one-clip
(2K1C; hypertension control, vehicle-saline, by gavage, 0.3 mL); two-kidney one-clip treated
with aliskiren (2K1C ALSK; dose: 50 mg/Kg by gavage, 0.3 mL/day); two-kidney one-clip
treated with L-arginine (2K1C L-ARG; dose: 10 mg/Kg by gavage, 0.3 mL/day) and two-
kidney one-clip treated with aliskiren and L-arginine. (2K1C ALSK+L-ARG:; aliskiren dose:
50 mg/Kg and L-arginine dose: 10 mg/Kg by gavage, 0.3 mL/day).
Surgical procedures and experimental design
Renovascular hypertension was induced by the Goldblatt two-kidney one-clip (2K1C) method
as described in our previous reports.'®!” Under intraperitoneal anesthesia with ketamine (80
mg/kg) and xylazine (5 mg/kg), a 0.20-mm internal diameter silver clip was placed through a
flank incision around the right renal artery to induce renovascular hypertension (2K1C).
SHAM-operated rats underwent a similar procedure with manipulation of the right renal
artery but without permanent application of the clip. The criterion for hypertension in the
present study was an SBP >160 mm Hg. Only rats with SBP >160 mmHg 7 days after surgery
were used in the experiments.
The treatments were started 7 days after surgery and lasted for three weeks. The animals were

kept in metabolic cages for the last 24 hours of treatment to collect urine to monitor
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electrolyte balance, urinary flow and glomerular filtration rate (GFR). Urine Na*, K*, CI" and
urea concentrations were measured using a flame photometry. The GFR was determined by
creatinine clearance (calculated as (Ue x V)/Pe, where U is urinary concentration of
creatinine (mg/mL), V is urinary flow (mL/min) and P.; is plasma concentration of creatinine
(mg/mL).'®

At the end of each experiment, the animals were decapitated, and a blood sample was taken to
measure plasma creatinine. The kidneys and left ventricle were removed and decapsulated,
and the left ventricle and kidney weight/body weight ratios were determined.

Measurement of systolic blood pressure (SBP)

The SBP of the tail artery was measured before production of hypertension and 7 and 28 days
after surgery in conscious rats by a non-invasive computerized tail-cuff system (IITC Life
Science, Inc.). The rats were trained by measuring their SBP daily for at least 5 days before
2K1C or SHAM operation. To validate the values obtained by plethysmography, at the end of
treatment the rats were catheterized for direct measurement of SBP.

Renal sympathetic nerve activity (RSNA)

Anesthesia was induced with 3% halothane in a chamber and maintained with urethane (1.2
g/kg, i.v.). Supplementary doses of urethane were administered as required. The femoral
artery was cannulated to measure blood pressure with a pressure transducer (Viggo-
Spectramed, P23XL) and the heart rate was derived electronically from the blood pressure
signal using a rate meter (Biotach, Gould 13-64616-66). The left femoral vein was cannulated
for drug administration. Rectal temperature was maintained between 37-37.5°C with a

thermostatically controlled heating blanket (Harvard).

The left kidney was exposed via a retroperitoneal approach and a renal nerve bundle was
dissected carefully and freed from the surrounding tissue under microscope magnification

(32x). The nerve was placed on a silver bipolar electrode and covered with mineral oil. The
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nerve activity was displayed on an oscilloscope (Tektronix 2205) and monitored by audio
amplification (Neurolog NL120). The signal was amplified (Neurolog NL104, Digitimer) and
filtered (Neurolog NL126, Digitimer). All cardiovascular and nerve activity data were
digitalized (Acknowledge for Windows, Biopac MP 100) and stored on a PC hard disk for

later processing.

To evaluate the sympathetic responsiveness to vasoactive drugs, phenylephrine (PE, 8 ng/kg,
i.v.) was injected in each animal to obtain a typical reflex tachycardia and sympatho-
inhibition. Similarly, sodium nitroprusside (SNP, 25 pg/kg, i.v.) gave a reflex bradycardia and
sympatho-excitation. After giving PE or SNP, the renal nerve activity was recorded as the
difference (A) from each basal value. The baseline RSNA was calculated as a percentage of

maximal RSNA (the RSNA before SNP divided by the maximal RSNA after SNP)x100%."°

Western blot analyses

The clipped and non clipped kidneys were homogenized in lysis buffer containing (in
mmol/l) 150 NaCl, 50 Tris-HCI, 5 ED-TA.2Na, 1 MgCl: plus protease inhibitor (Sigma Fast;
Sigma, USA). The protein concentration was determined by the Lowry method,?® using
bovine serum albumin (BSA) as a standard. Equal amounts of protein (50 pg) were separated
by 10% SDS-PAGE. Proteins were transferred to polyvinylidene difluoride membranes that
were incubated with mouse monoclonal antibodies to endothelial nitric oxide synthase
(eNOS; 1:1500; BD, New Jersey, EUA), inducible nitric oxide synthase (iNOS; 1:1500; BD,
New Jersey, EUA) and neuronal nitric oxide synthase (nNOS; 1:250; Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA). After washing, the membranes were incubated with an alkaline
phosphatase conjugated anti-mouse IgG (1:3000, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) or anti-
rabbit (1:7000; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). The bands were visualized using an
NBT/BCIP system (Invitrogen Corporation, CA, USA) and quantified using the ImageJ

software (National Institute of Health, NIH). The same membranes were used to determine 3-
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actin expression using a mouse monoclonal antibody to B-actin (1:5000; Sigma Chemical,
CO, St Louis, EUA), the results were calculated as the ratio of the density of specific bands to

the corresponding B-actin.

Drugs and reagents

The following substances were used: halothane (Cristalia, Itapira, SP, Brazil);
Rasilez® (Aliskiren; Novartis, Italy); phenylephrine hydrochloride, sodium nitroprusside,
urethane and L-Arginine monohydrochloride were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA). Salts and reagents used were of analytical grade from Sigma-Aldrich and Merck
(Darmstadt, Germany). The drugs were freshly prepared and injected using saline 0.9% as

vehicle.

Statistical analysis

The changes in renal function, renal nerve activity and protein expression were
analyzed by one-way ANOVA for repeated measures followed by Tukey’s test for post hoc
comparison of the means. For protein expression, the data were expressed as the ratio between
the densities on the immunoblot corresponding to the protein of interest and B-actin. For all

analyses, differences were considered significant when P<0.05.

Results

Effects of aliskiren and L-arginine treatments on development of 2K1C hypertension

SBP values were similar in all groups of rats at the beginning of the study (Table 1) but were
increased 1 week after clip placement in all operated compared with SHAM-operated rats.
After 21 days of treatment, the SBP of ALSK+L-ARG group decreased by 29.8% as
compared to untreated 2K1C rats. The ALSK plus L-ARG group presented similar SBP

values to the SHAM group. ALSK treatment for 21 days induced a decrease of 7.07% (15.4
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mmHg) in SBP as compared to 2K1C rats. A reduction of 11.09% (21.9 mmHg) in SBP was
observed in L-ARG group as compared to 2K1C rats. Direct systolic pressure in conscious
rats was measured and showed statistically similar values to those obtained by

plethysmography at end of treatment (Table 1).

The effects of aliskiren and L-arginine treatments on left ventricle and kidney weight

Kidney/body weight ratios of the rats are shown in Table 1. ALSK treatment did not reverse
the atrophy of the clipped kidney compared to the 2K1C group, and additionally, the non-
clipped kidneys of 2K1C and 2K1C ALSK animals were heavier than those of the other
groups. Only the 2K1C ALSK+L-ARG rats showed similar values to the SHAM group for the
weights of the clipped and non-clipped kidney. Moreover, the renovascular hypertension
promoted hypertrophy of the left ventricle in all clipped groups other than those treated with

L-ARG or ALSK+L-ARG, whose levels did not differ from the SHAM group (Table 1).

Effects of aliskiren and L-arginine treatments on renal nerve activity and renal function

The 2K1C-induced hypertension increased the baseline RSNA (Sham: 62.4+6.39 vs 2KI1C:
97.448.43%). ALSK treatment did not decrease the baseline RSNA (2K1C ALSK:
84.2+2.5%), however treatment with L-ARG or ALSK plus L-ARG did so significantly
(2K1C L-ARG:70.7+2.39; 2K1C ALSK+L-ARG: 69.3+4.23%) (Figure 1). Furthermore, the
sympathetic responses to injection of PE and SNP were decreased in the 2K1C, 2K1C ALSK
and 2K1C L-ARG groups compared to the SHAM rats, and only the 2K1C ALSK+L-ARG
group was restored to values similar to the SHAM group (% A PE in SHAM: -57.1+5.40;
2KI1C: -24.743.60; 2K1C ALSK: -30.3+2.48; 2K1C L-ARG: -33.9+3.92; 2K1C ALSK+L-
ARG: -55.446.36 and % A SNP in SHAM: 78.1+13.21; 2K1C: 12.6+3.37; 2K1C ALSK:

21.4+3.67; 2K1C L-ARG: 38.4+3.33; 2K1C ALSK+L-ARG: 49.2+8.79) (Figure 2).
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To evaluate renal function in the renovascular hypertensive rats, the plasma urea and the
urinary excretion of water, Na*, K*, Cl" and urea were measured (Table 2). The excretion of
water, Na*, Cl" and urea was decreased in both 2K1C and 2K1C ALSK groups compared to
SHAM rats while 2K1C L-ARG and 2K1C ALSK+L-ARG groups showed similar values to
the SHAM group. On the other hand, the K* excretion was increased only in 2K1C rats and
the plasma urea was increased in 2K1C and 2K1C ALSK rats compared to SHAM rats (Table

2).

Urinary flow was significantly reduced in both 2K1C and 2K1C ALSK groups compared to
SHAM rats and the GFR was increased in 2K1C L-ARG and 2K1C ALSK+L-ARG animals

compared to 2K1C rats (Table 2).

Expression of nNOS, iNOS and eNOS in clipped and non-clipped kidney

The nNOS expression in the clipped kidney was significantly increased in 2K1C L-ARG rats
compared with SHAM and 2KI1C rats. In the non-clipped kidney, nNOS expression was
significantly decreased in 2K1C rats compared to SHAM group and increased in 2K1C L-

ARG and 2K1C ALSK+L-ARG compared to 2K1C rats (Figure 3).

The INOS expression in the clipped kidney was increased in 2K1C animals compared to
SHAM rats. Similarly, in the non-clipped kidney, iNOS expression was increased in the

2K1C and 2K1C L-ARG rats compared to all other groups (Figure 4).

The eNOS expression in the clipped kidney was decreased in 2K1C rats compared to SHAM
group and was increased in 2K1C L-ARG rats compared to 2K1C, 2K1C ALSK and 2K1C
ALSK+L-ARG groups. However, there were no significant differences in eNOS expression in

the non-clipped kidneys (Figure 5).
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Discussion

Our results demonstrates that combined Aliskiren and L-arginine treatment reverses
renovascular hypertension in an animal model. This study provides three important new
findings relevant to the potential use of ALSK plus L-ARG for the treatment of renovascular
hypertension. The first finding was that blood pressure normalized after 21 days of treatment.
The second finding was a reduction in RSNA and enhanced sympathetic responsiveness. The
third finding was restoration of renal function as assessed by the urinary excretion of water,

Na*, K*, CI', and urea, and the urinary flow and GFR.

During the early phase of 2K1C hypertension, while SBP is increasing (up to 4weeks after
clipping), the increase has been attributed to a combination of elevated Ang II, altered plasma
volume, changes in renal function, and increased renal nerve activity.>*”!® Blocking the
RAAS by inhibiting renin with ALSK could therefore contribute to reducing renovascular
hypertension in the rat model we studied. However, we found that ALSK monotherapy did
not reduce SBP. On the other hand, studies in humans have demonstrated a reduction of blood
pressure.'* Nevertheless we cannot refute that a higher dose of ALSK monotherapy in our
experimental protocol could evoke more robust effects. The same dose of aliskiren used in
this study was previously used by Martins-Oliveira et al.?!, the authors also observed that after
3 weeks of treatment with aliskiren and losartan was unable to reduce blood pressure.
Reduction of blood pressure could only be observed after 4 weeks of treatment. The
hypotensive effect of ALSK is potentiated when used in combination with diuretics or
blockers of the RAAS.?? Moreover, monotherapy with L-ARG was able to reduced but not
normalize SBP, as observed in this study and in previous studies from our laboratory.'¢
However, our most important finding is that the combination of these therapies significantly
reduced the blood pressure of the hypertensive rats. It has been postulated that the major

factors in the development of 2K1C hypertension are an increase in Ang Il and endothelial
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dysfunction.?® Blocking the renin associated with administration of exogenous L-ARG could,
via production of nitric oxide (NO), restore endothelial function and reduce blood pressure in

experimental hypertension.

Our results with regard to the decrease of RSNA also suggest that the antihypertensive effect
of ALSK and L-ARG could be partially due to reduced sympathetic activity. The
paraventricular nucleus (PVN) is an important regulator of sympathetic outflow via
projections to the intermediolateral column of the spinal cord and the RVLM. Within the
PVN, Ang II enhances the sympathetic activity and blood pressure of 2K1C rats, whereas NO
has a sympathoinhibitory effect in the PVN and its reduction in RVLM cause
sympathoexcitation in hypertension?* . Overexpression of nNOS in the PVN may be
responsible for increased suppression of sympathetic outflow.?>?® Thus, the ALSK inhibition
of renin would reduce the levels of Ang II and L-ARG, increasing the bioavailability of NO,

as shown by reduced RSNA.

The 2K1C group showed a significant reduction in urinary flow and GFR, which can be
explained by the vasoconstriction caused by Ang II in glomerular capillaries affecting renal
blood flow and GFR. ALSK treatment was not able to restore these parameters. This result
agrees with studies demonstrating that RAAS inhibitors can cause renal failure in situations
where there is an impairment of renal blood flow, as in renovascular hypertension.* On the
other hand, NO modulates the 2K1C phases of hypertension because its vasodilatory effect
can counteract the vasoconstriction of Ang II, maintaining perfusion of the kidneys.?” This is
in agreement with our results: the animals treated with L-ARG, either alone or with ALSK,

showed improvement in urinary flow and GFR.

Our results showed that the 2K1C group had impaired urinary water, Na*, Cl" and urea

excretion after 28 days’ hypertension. Moreover, in this group, the K* excretion and the
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plasma urea were increased while urinary flow was reduced. This result illustrates the
injurious effects of hypertension on renal function. Several studies have shown that these
injuries are related to Ang II and, after treatment with losartan, basal renal hemodynamics
(corrected for kidney weight) were similar in both non-clipped and clipped kidneys of
chronic-phase 2K1C hypertensive rats>* and in the renal medullas of both kidneys of 2K1C
rats, ACE mRNA levels and activity are increased, and most of the renin present is active.?
Treatment with ALSK alone was not able to improve these parameters, but, when combined
with L-ARG, their values did not differ from the SHAM group. Improvement of these
parameters was observed in the group treated with L-ARG alone, indicating that NO can
modulate renal vasoconstriction and renal dysfunction, in addition to the RAAS. In previous
studies, we observed that treatment with oral L-ARG can increase sodium and water
excretion'® because NO contributes significant vasodilator tone, buffering the hypertension

and maintaining perfusion of both kidneys.?

Renovascular hypertension promoted left ventricular hypertrophy in the 2K1C group, which
may be explained by the increase of Ang II, which in turn exerted an inotropic effect and
promoted the proliferation and hypertrophy of cardiac fibroblasts, leading to myocyte
hypertrophy.? ALSK treatment did not reduce cardiac hypertrophy. Other studies suggest an
explanation: that direct blocking of renin reduces the ability to degrade angiotensinogen and
produce Ang I, but not to inhibit the pro-fibrosis signal induced by the renin/pro-renin

receptor?!3°

. However, the groups treated with L-ARG did not show left ventricular
hypertrophy, which suggests that the progression of cardiac damage caused by renovascular

hypertension was prevented.

Likewise, the 2K1C and 2K1C ALSK rats showed atrophy of the clipped kidney and
hypertrophy of the non-clipped kidney, and only the ALSK + L-ARG combination reduced

the weight of non-clipped kidney. It is known that Ang II causes vasoconstriction leading to
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glomerular hypertrophy with increased connective tissue and to extracellular matrix
deposition.?! On the other hand, NO prevents glomerular hypertrophy because the plasma
concentrations of ADMA (an endogenous inhibitor NO synthesis) increases markedly in

patients with hypertension and is responsible for inducing vascular and glomerular fibrosis.*?

Three NOS isoforms are expressed in the kidney, of which the endothelial NOS (eNOS) is
important for the maintenance of glomerular filtration rate, regional vascular tone, and renal
blood flow, so it has an important role in the pathophysiology of renovascular
hypertension.*=* We found a decrease in eNOS expression only in the clipped kidney. Helle
et al. 2009 also demonstrated that the expression of eNOS in pre-glomerular resistance vessels
(afferent arteriole) was reduced only in the clipped kidney. This can reduce the NO release
and explain the difference between the clipped and non-clipped kidney because there is a
connection between shear stress and eNOS synthesis, and in the clipped kidney, shear stress is
reduced, thereby reducing the incentive for the eNOS synthesis, limiting the release of NO

and promoting a reduction in urinary flow.?’

iINOS is expressed in the kidney under pathological conditions, such as renovascular
hypertension, in tubules and in the glomerular mesangium.*®> The nuclear factor kappa-B
(NFK-B) is activated by reactive oxygen species to induce the expression of the gene for
iNOS.3 This fact confirms our finding of increased iNOS expression in 2K1C rats. Studies
indicate that iNOS plays an important role in the protection of the ischemic kidney, which can
be explained by the interstitial inflammation stimulating iNOS to generate NO, in an attempt
to mitigate the post-ischemic interactions between leukocytes and endothelium.’® Moreover,
studies have shown that increased ROS production and iNOS expression lead to an
overproduction of superoxide anion that induce cardiovascular alterations that contribute to
hypertension.’” Thus, the beneficial or adverse effects of iNOS in hypertension can depend on

the organ and the model studied.
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The neuronal NOS (nNOS) is expressed primarily in the macula densa and participates in the
control of glomerular hemodynamics via tubulo-glomerular feedback and renin release.*
Thus, nNOS protein levels have been reported to correlate inversely with developing kidney
damage.38 In the renal cortex, nNOS mediates the synthesis of renin, dilates the afferent
arterioles, and reduces the reabsorption of sodium.*? Our data demonstrate a decrease in the
expression of nNOS in the non-clipped kidney of 2K1C rats, which is directly related to the
pathophysiology of the hypertensive model, demonstrating hemodynamic changes in both

kidneys.

L-ARG infusion in the kidneys is reported to stimulate intrarenal NO production by
enhancing NOS activity in vivo.*> We found that exogenous administration of L-ARG for 21
days increased the expression of eNOS, nNOS and iNOS. Rusai et al. (2008)*® showed that in
kidneys that underwent ischemia, supplementation with L-ARG for 7 days increased the
expression of mRNA for the three isoforms of NOS. Intrarenal NO production stimulated by
L-ARG also increases renal sodium excretion by a direct tubular action, and by regulating
vascular tone in the pressure natriuretic response in the renal medulla.>> On the other hand,
2K1C rats showed increased of iNOS expression, but decreased of eNOS and nNOS
expression. Evidence has been accumulating that, in pathological states, iNOS may be
overexpressed, and both eNOS and nNOS expression can be altered.* Ischemia decreases L-
ARG concentrations in the renal cortex and medulla, resulting in a decreased substrate supply
for NO synthesis. This situation can be reversed by exogenous supplementation of L-ARG,?

as was also demonstrated in this study.

Our results demonstrate that sympathetic afferent activity from the kidney participates in the
genesis of the hypertension induced in the two-kidney one-clip model. Oral administration of
aliskiren and L-arginine normalizes the RSNA and SBP, suggesting that the Ang II and NO

are involved in the enhanced sympathetic afferent reflex in renovascular hypertensive rats.
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Combined drug treatment is more efficient than monotherapy, demonstrating that both the
RAAS and NO contribute to the pathogenesis of hypertension, as shown by the fact that L-
aginine alone is capable of reducing but not normalizing blood pressure levels in a
renovascular hypertension model. This new treatment proposal could reduce blood pressure
levels, in addition to improving renal and cardiac functions and sympathetic activity, and

would protect target organs.
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Legends

Table 1. Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine
(ALSK+L-ARG) treatment on the systolic blood pressure (SBP, mmHg), kidney and left
ventricle weight (mg.g'!) in 2K1C rats.

Table 2. Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine
(ALSK+L-ARG) treatment on the urinary excretion, urinary flow and glomerular

filtration rate (GFR) in 2K1C rats.

Figure 1. Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine
(ALSK+L-ARG) treatment on the baseline renal sympathetic nerve activity (RSNA) in
2K1C rats.

“P<0.01 and "P<0.05 compared with Sham; #P<0.01 compared with 2K1C.

Figure 2. Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine
(ALSK+L-ARG) treatment on the baseline renal sympathetic nerve activity (RSNA) in
2K1C rats after phenylephrine (PE) and sodium nitroprusside (SNP) injections.

“P<0.01 and "P<0.05 compared with Sham; *P<0.01 compared with 2K1C; *P<0.01 and
*P<0.05 compared with 2K1C ALSK; "P<0.01 compared with 2K1C L-ARG.

Figure 3. Protein expression of neuronal nitric oxide synthase in the clipped and non

clipped kidneys.

Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine (ALSK+L-
ARG) treatment on the densitometric analyses of western blots for neuronal nitric oxide
synthase (nNOS). “P<0.01 compared with Sham; #P<0.01 and *P<0.05 compared with
2K1C; *P<0.05 compared with 2K1C ALSK.
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Figure 4. Protein expression of inducible nitric oxide synthase in the clipped and non

clipped kidneys.

Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine (ALSK+L-
ARG) treatment on the densitometric analyses of western blots for inducible nitric oxide
synthase (iNOS). “P<0.01 and "P<0.05 compared with Sham; *P<0.01 compared with 2K1C;
*P<0.01 compared with 2K1C ALSK; ""P<0.01 compared with 2K1C L-ARG.

Figure 5. Protein expression of endothelial nitric oxide synthase in the clipped and non

clipped kidneys.

Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine (ALSK+L-
ARG) treatment on the densitometric analyses of western blots for endothelial nitric oxide
synthase (eNOS). ‘P<0.05 compared with Sham; *P<0.01 compared with 2K1C; *P<0.01
compared with 2K1C ALSK; ""P<0.01 compared with 2K1C L-ARG.
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Table 1. Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine
(ALSK+L-ARG) treatment on the systolic blood pressure (SBP, mmHg), kidney and left

ventricle weight (mg.g™!) in 2K1C rats.

SHAM 2K1C 2K1C 2K1C 2K1C
ALSK L-ARG ALSK+L-ARG
SBP Day 0 119.242.52 117.6+3.7 115.843.54 121.842.2 117.242.27
SBP Day 7 120.243.64 204.4£12.7° 217.8£10.2° 197.5+8.92° 197.146.1°
SBP Day 28 114.425.2 196.8+6.79" 202.4+17.7" 175.649.14° 138424 38
Direct SBP 108.325.21 198.313.39° 198.749.09" 167.9413.5° 140.829.74%
Kidney weight
(non clipped) 4.150.17 6.120.5" 6.120.82° 434033 4.0+0.36"
Kidney weight
(clipped) 4.1%0.17 2.3+0.31" 2.140.35™ 3.440.21 3.120.28
Left Ventricle 2.240.04 3.320.17" 2.710.14 2.240.14% 2.410.25%

Data are shown as mean + S.E.M. (n=7-9 per group). ~P<0.01 and "P<0.05 versus the Sham
group; *P<0.01 and *P<0.05 versus the 2K1C group; **P<0.01 and *P<0.05 versus the 2K1C

ALSK group.
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Table 2. Effects of aliskiren (ALSK), L-arginine (L-ARG) or aliskiren plus L-arginine

(ALSK+L-ARG) treatment on the urinary excretion, urinary flow and glomerular

filtration rate (GFR) in 2K1C rats.

SHAM

2K1C

2K1C
ALSK

2K1C
L-ARG

2K1C
ALSK+L-ARG

Excretion
volume
(mL/day)

Urinary
flow
(mL.min)

GFR
(mL.min)

Na*
excretion
(mEq/day)

K+
excretion
(mEq/day)

Cl
excretion
(mEq/day)

Urinary
Urea
(mg/mL)

Plasmatic
Urea
(mg/mL)

20.0£2.04

0.014+0.0004

1.06+0.19

148.0+14.1

59.946.25

273.8427.01

3408+538.3

52.0+4.07

11.120.57"

0.007+0.0002™

0.285+0.03"

48.2+7.9"

127.4+12.4"

123.6+21.81"

1288+282.1"

84.8+4.23"

9.1+1.04™

0.006+0.0005™

0.37+0.04™

48.549.2™

54.8+6.33"

133.7+29.50"

1287+81.1™

80.8+10.58"

16.7£3.24

0.012+0.002%+

1.3+0.13%++

120.6+8.2%#++

78.3+12.2%

241.8+12.81%

4399+314 3%+

50.0+6.57*

14.0£2.23

0.01120.0002#

1.09+0.16%++

129.8+4. 5%+

49.442 57"

279.8+37.57%

42344425 4+

55.6+4.72%

Data are shown as mean + S.E.M. (n=7-9 per group). ~P<0.01 and "P<0.05 versus the Sham
group; "P<0.01 and *P<0.05 versus the 2K1C group; **P<0.01 and *P<0.05 versus the 2K1C

ALSK group.
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