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RESUMO

Introducao: A ativacdo do sistema renina-angiotensina tem sido

relacionada, cada vez mais, como importante interagdo com a obesidade,
porque o acumulo do tecido adiposo visceral € um risco maior para o
desenvolvimento da hipertensao. A obesidade esta associada com varias
anormalidades, tais como, a retengao de sodio, a hiperfiltragao renal, a
hipertrofia ventricular esquerda e a microalbuminuria.

Objetivo: Avaliar o remodelamento do coragdo e rins, apés duplo

bloqueio farmacolégico do sistema renina-angiotensina, em ratos
espontaneamente hipertensos e em normotensos e espontaneamente

hipertensos, induzidos a obesidade na vida adulta.
Material e Método: Ratos Wistar espontaneamente hipertensos em

numero de 40 foram subdivididos em 4 grupos de 10 animais, a saber: 10
ratos foram tratados com bloqueio farmacolégico duplo do sistema
renina-angiotensina e receberam enalapril e losartan por 4 semanas; 10
ratos nao foram bloqueados; 10 ratos foram tornados obesos na vida
adulta por meio de dieta hipercalérica e nao foram bloqueados e 10 ratos
hipertensos e obesos-induzidos, foram bloqueados. Os ratos normais
(controles), normotensos, em numero de 40, foram subdivididos em 4
grupos de 10 animais, a saber: 10 ratos normais; 10 normais e
bloqueados; 10 induzidos a obesidade, sem bloqueio e 10 obesos-
induzidos e bloqueados. A pressao arterial, os pesos de coragao e rins
(em relagao ao peso corporal), os niveis de colageno desses 6rgaos e a

proteinuria foram avaliados em todos os animais.
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Resultados: Aumento do peso do coragdo e dos rins em relagdo ao

peso corporal, aumento dos niveis de colageno nesses 6rgaos e da
proteinuria, foram encontrados nos ratos hipertensos e nos hipertensos e
obesos. O bloqueio farmacolégico duplo do sistema renina-angiotensina
trouxe redugodes significativas (IC 95 %) do peso do coragao (em relagao
ao peso corporal) nos ratos hipertensos e obesos, do colageno renal e da
proteinuria nos animais hipertensos e hipertensos e obesos. Os ratos
normotensos e obesos apresentaram aumento do colageno renal e da
proteinuria. Tais alteragdes foram significativamente reduzidas (IC 95 %)
com o bloqueio do sistema renina-angiotensina.

Conclusdes: O duplo bloqueio farmacoloégico do sistema renina-

angiotensina traz beneficios a remodelagao, particularmente dos rins,
com reducao da proteinuria nos ratos hipertensos, nos hipertensos

obesos-induzidos e nos normotensos e obesos.
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ABSTRACT

Introduction: The renin-angiotensin system activation has been

regarded as more and more important, namely interaction with obesity, by
accumulation of visceral adipose tissue, a major risk for hypertension
development. Obesity is associated with several abnormalities, such as
sodium retention, renal hyperfiltration, left ventricular hypertrophy and
microalbuminuria.

Objective: To evaluate kidney and heart remodeling, following

pharmacological double blockade of the renin-angiotensin system, in
spontaneously hypertensive rats, and in normotensive and spontaneously
hypertensive obese-induced adult rats.

Material and Method: Forty spontaneously hypertensive Wistar rats

were subdivided into 4 groups of 10, as follows: 10 animals were treated
with pharmacological double blockade of the renin-angiotensin system,
and received enalapril and losartan for 4 weeks; 10 non-blocked; 10 rats
rendered obese in adult life by means of a hypercaloric diet without block,
and 10 hypertensive obese-induced, blocked animals. Forty normotensive
rats (controls) were subdivided into 4 groups of 10 animals, as follows: 10
normal rats; 10 normal and blocked; 10 obese-induced without block and
10 obese-induced, blocked. Blood pressure, heart and kidney weights
(relatively to body weight), heart and kidney collagen levels, and
proteinuria, were evaluated in all animals.

Results: Increased heart and kidney weight/body weight and tissue

collagen and proteinuria levels were found in hypertensive and obese-
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hypertensive rats. Pharmacological double blockade of the renin-
angiotensin system brought significant reduction (ClI 95 %) in heart
weight/body weight in obese-hypertensive rats, and reduction of renal
collagen levels and proteinuria in hypertensive and obese-hypertensive
rats. The normotensive obese rats increased renal collagen levels and
proteinuria. Such changes were significantly reduced (Cl 95 %) by means
of renin-angiotensin system blocked.

Conclusions: Pharmacological double blockade of the renin-
angiotensin system brings benefits, particularly, to kidney remodeling,
with reduction of the proteinuria in hypertensive, hypertensive-obese and

normotensive-obese rats.



| -INTRODUCAO

m 1898, Tigerstedt e Bergman'", trabalhando no Instituto
Karolinska de Estocolmo (Suécia), descobriram a presengca de um
composto pressor no tecido renal de coelho que, por sua origem, foi
chamado de renina. Em St Petersburg mostrou-se que essa substancia
vasoativa induzia a contracao dos vasos por agao direta, produzindo
hipertensio® e poderia explicar a hipertrofia cardiaca resultante.®) O
primeiro modelo experimental de hipertensao arterial bem sucedido,
porém, realizou-se somente em 1934, por Goldblatt e colaboradores®,
passo inicial para a posterior descoberta de um polipetideo ativo. Induziu-
se hipertensao experimental ao se fazer constricao parcial da artéria renal
do cao com um clipe de prata que desenvolvia isquemia renal. Dois
grupos de pesquisadores, trabalhando independentemente, um na
Universidade de Buenos Aires, e o outro nos Laboratérios da Eli Lilly
Research, em Indianapolis, sob a orientagdao do Dr. Irvine H. Page,
chegaram as mesmas conclusdes. O grupo norte americano descobriu o
efeito pressor de uma substincia que denominou de angiotonina e o
grupo sul americano de hipertensina.”®) Kohlstaedt e colaboradores®
demonstraram que a renina ndo era um vasoconstritor, exceto na
presenga de uma outra proteina presente no sangue por eles identificada
como “ativador da renina” porque, na sua auséncia, a renina nao era
ativada. Em 1939, o grupo argentino descobriu que a renina poderia atuar
como uma enzima semelhante a papaina (uma protease), agindo sobre

uma proteina existente no plasma para liberar a hipertensina, produto



final da reagdo enzimatica.”’ Experimentos seguintes demonstraram que
a renina era secretada pelos rins e a hipertensina formada no plasma(3), a
partir de um substrato protéico, que recebeu o nome de
hipertensinogénio. Verificou-se que a hipertensina poderia ser inativada
no sangue e nos rins pela agcao de outras enzimas, que receberam o nome
de hipertensinases.(‘") A origem hepatica do substrato da renina foi
sugerida por Page e colaboradores em 1941®, mas os experimentos
conclusivos s6 foram apresentados por Leloir e colaboradores no ano
seguinte.(3) Page e colaboradores haviam proposto a existéncia de um
componente sangiiineo necessario para a agido vasoativa da renina.®) O
composto protéico do plasma recebeu o nome de “ativador da renina”. O
produto final, uma substancia pressora, formada pela interagao da renina
com seu ativador, recebeu o nome de angiotonina(3), provavelmente, o
efetor da acao pressoérica da renina. Page e colaboradores® logo
alteraram o nome para “substrato de renina”. A sintese do octapeptideo
foi realizada, simultaneamente, pelo grupo do Page em 1957 e pelo Dr.
Schwyzer na Basiléia, Suica®, que batizaram o octapeptideo com o nome
de hipertensina4. Em 1958, os Drs. Braun-Menéndez e Page concordaram
em utilizar uma nomenclatura unica para os componentes do sistema.®
Assim, a hipertensina passou a ser chamada de angiotensina (Ang). O
substrato de renina, de angiotensinogénio, e as enzimas metabolizadoras
do peptideo, de angiotensinases. A Ang | era o decapeptideo

(angiotensina 1-10) e a Ang Il, o octapeptideo (angiotensina 1-8).°



Nos ultimos 50 anos importantes descobertas foram feitas no
sistema renina-angiotensina (SRA). Anadlises de RNAm (acido
ribonucléico mensageiro), em varios tecidos, mostraram que o RNAm
para a renina estava presente em vasos sangiiineos, miocardio, adrenais,
cérebro e orgios do sistema reprodutor, além dos rins®” Essas
descobertas demonstraram as multiplas atuagées do SRA, tais como,
autdocrina, paracrina e endécrina. Outros peptideos angiotensinérgicos
foram acrescentados ao sistema: a Ang lll ou Ang 2-8® a Ang IV ou Ang
3-8°®19 ¢ a Ang 1-7.81112

Todos os componentes do SRA foram encontrados no cérebro, no
coracao, nos vasos, no tecido adiposo, nas génadas, no pancreas, na
placenta, nos rins, entre outros 6rgéos.“3) Em alguns tecidos, apenas
alguns componentes do sistema foram descobertos, especulando-se,
assim, a existéncia de vias alternativas para a produc¢ao da Ang .13

O papel do SRA intrarenal mostrou-se importante e verificou-se que
os niveis de Ang Il, no fluido tubular de camundongos hipertensos, nao
dependiam apenas da Ang Il filtrada da circulagdo.!"®'¥ Os efeitos diretos
no transporte do soédio no néfron proximal e os indiretos no néfron distal,
regulando a sintese de canais de sédio para a aldosterona, dependiam da
Ang Il ligada a receptores AT.."® Outros trabalhos mostraram que as
fontes extra-hepaticas do angiotensinogénio pouco contribuiam para seu
nivel plasmatico.!"®

Verificou-se, além disso, que o SRA estaria envolvido no processo

inflamatoério das paredes vasculares e demonstrou-se a presenga dos



receptores AT nas células musculares lisas dos vasos!'”), deduzindo-se
que a inflamacao seria mediada pela estimulagdao desses receptores,
induzida pela Ang I1.(13-2)

Evidéncias sugeriram que os receptores AT, e AT, poderiam
produzir efeitos antagonicos, mas os dados permanecem controversos.
Lévy BI?" discutiu a necessidade de maior conhecimento dos receptores
AT;, pois quando se bloqueiam os AT;, e os AT, passam a ser
superestimulados, o efeito nao seria tao benéfico. Possivelmente o
bloqueio AT;, com a conseqiiente estimulagcao dos AT,, a longo prazo,
poderiam exercer atividade hipertrofica e antiangiogénica nos tecidos
cardiovasculares.

A Ang Il é ativador dos mondécitos circulantes, regulando sua
aderéncia, junto com os neutrofilos, as células endoteliais das
artérias.?>?® Neste processo, a molécula-1 de ades3o intercelular (ICAM-
1) e a molécula-1 de adesao celular vascular (VCAM-1), membros das
superfamilias das imunoglobulinas, seriam estimuladas pela Ang .17
Essas moléculas de adesao, junto com a MCP-1 (proteina-1 quimoatrativa
do mondécito), sendo pro-inflamatérias, exerceriam papel critico na
iniciacdo e na progressdo da aterosclerose.?*?® A Ang Il ativa as
metaloproteinases (MMPs), enzimas da matriz que ao permitirem a
neovascularizagéo(m, iniciam o processo aterosclerético.

Demonstrou-se que a infusao da Ang Il em ratos também promovia
a proliferagcdo das células musculares lisas da artéria renal.®® Esse

crescimento é mediado por fatores de crescimento autécrinos e



paracrinos, como o fator de crescimento basico do fibroblasto (bFGF), o
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento
transformador B (TGF-B).?**® Mostrou-se que a Ang Il estimulava o fator
de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF).®%

Evidéncias indicam que a Ang Il induz a proliferagdao celular, a
hipertrofia e a fibrose, através de mecanismos dependentes da pressao
arterial, mas também por outros mecanismos.!'”

Demonstrou-se, in vitro, a ativagao do fator NF-xB (fator nuclear de
transcricdao kapa B) em resposta a Ang Il em varios tipos celulares, como
em células musculares vasculares lisas, endoteliais, glomerulares,
tubulares e mononucleares.®**® In vivo, a expressio e a atividade
aumentadas do NF-xB, foram documentadas na vasculatura periférica, no
coragao e nos rins de ratos transgénicos.*®

Hisada e colaboradores®’ demonstraram que a Ang Il estava
envolvida na patogénese da nefrite experimental por complexo-imune,
através da ativacao do NF-xB e de moléculas de adesdao. Ambos os

receptores AT, e AT, ativam a via da NF-xB, mas ha muitas duvidas sobre

os reais mecanismos envolvidos.®%3

Existem evidéncias de que,
infiltrados de células imuno competentes, estariam presentes nos rins,
especialmente nos intersticios, produzindo lesdes renais em varias
patologias que causam proteintria.*?’ Como a Ang Il tem propriedades

atrativas para células mononucleares, a ativagcao intrarenal do SRA

poderia contribuir para aumentar o infiltrado intersticial.*" Trabalhos com



ratos, tornados hipertensos pela administragcao crénica do ester de metil-
nitro-L-arginina (.-NAME) que suprime o o6xido nitrico (NO), produziram
hipertensao com aumento inflamatério intersticial.“? Nesse modelo de
hipertensao, verificou-se acumulo intersticial de células produtoras de
Ang I, principalmente linfécitos, além do estresse oxidativo.“%4?%) |sto
sugere que células imunes produzem Ang Il em locais de lesao renal e
podem ter importante papel na hipertensdao sensivel ao sal.*" Outros
trabalhos indicaram a contribuicdo dos infiltrados intersticiais na
producgio da Ang Il em diferentes modelos de hipertensio.***® Da mesma
maneira, células imunocompetentes recrutadas para dentro do intersticio
inflamado, pela sintese da Ang Il e de varias citoquinas, poderiam
aumentar ainda mais a inflamagao intersticial.*"

Em ratos espontaneamente hipertensos (SRH) demonstrou-se que a
ECA (enzima conversora da angiotensina) e a Ang Il vascular estavam
elevadas, independente da alteragao da ECA no plasma ou em outros
tecidos; " isto veio demonstrar a importancia da conversao local da Ang |
para a Ang Il.

No modelo experimental de hipertensao em ratos com dois rins e
um clip, modelo de hipertensao dependente do SRA, verificou-se que na
fase aguda, a hipertensao é devida a produgao maior de renina e de Ang
Il, mas a ECA vascular esta baixa.”” Entretanto, na fase crénica da
hipertensao, a atividade da renina se normaliza, mas a responsividade
aos inibidores da ECA mantém-se pela elevada atividade da ECA

vascular.“®



Nos ultimos anos, outro aspecto da participagdao do SRA passou a
ser muito discutido, representando um fator de agravo para o sistema
cardiovascular que foi a obesidade. O acumulo do tecido adiposo visceral
passou a ser considerado um risco maior para o desenvolvimento da
hipertensio.“®5%

A obesidade abdominal é o principal fator de risco para a
resisténcia a insulina e o desenvolvimento do diabetes tipo 2.°" Cerca de
300.000 mortes por anos nos Estados Unidos sao atribuidas ao
sobrepeso e a obesidade.®” Demonstrou-se que a obesidade abdominal
estava associada a varias anormalidades como a reteng¢ao do soédio, o
aumento do débito cardiaco, a hiperfiltragao renal, a disfungao endotelial,
a hipertrofia do ventriculo esquerdo, a microalbuminuria e marcadores de
inflamagdo aumentados. 3%

A hipertensao arterial em obesos, complicada pela dislipidemia, a
hiperinsulinemia e a intolerdncia a glicose, compéem a chamada

sindrome metabélica.®®

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém
focalizado a atencao para a sindrome metabdlica e sua relagao com a
doenca cardiovascular. Em 1990, Ferrannini e colaboradores e Reaven,
em 1988, jA haviam sugerido que a causa desta sindrome fosse a
resisténcia a insulina. Por isto, Ferrannini e colaboradores utilizaram o
termo “sindrome de resisténcia a insulina”, enquanto Reaven chamou-a
de “sindrome X”.%¢%® O “National Cholesterol Education Program”

(NCEP) e o “Adult Treatment Panel” lll (ATP Ill) usaram o termo sindrome

metabdlica para descrevé-la, em 2001.°” Naquele ano identificaram a



sindrome como alvo secundario (ap6s a redugao do LDL colesterol) para
a reducio do risco de doenca coronaria.®®

Usando dados do National Health and Nutrition Examination Survey
Il (NHANES Ill) estima-se que 25 % da populagdo adulta americana
preenche os critérios para a sindrome metabélica.®*%? Esta porcentagem
se eleva para 44%, se somente os americanos maiores de 50 anos forem
considerados.®” Aproximadamente 25 % dos individuos adultos nos
paises ocidentais sofrem da sindrome. No recente estudo europeu EGIR
(European Group for the Study of Insulin Resistance),’® a prevaléncia da
resisténcia a insulina, que é uma causa subjacente e um achado
caracteristico da sindrome, foi de aproximadamente 16 % na populagao
Caucasiana da Europa.

Ha evidéncias da ativacdo do sistema nervoso simpatico no
desenvolvimento da hipertensao relacionada com a obesidade.®"
Estudos experimentais e humanos mostraram que o excesso de peso
esta associado ao aumento da atividade simpatica, com consequente
retencdo de so6dio.®*®) Esta reabsorcio tubular aumentada de sédio,
associada a vasoconstricdo, poderia explicar a hipertensao arterial
dependente da atividade simpatica em obesos.®? Estudos em animais de
experimentagcdo demonstraram a elevada atividade simpatica renal
associada a obesidade.®®

A ativacao simpatica ligada a obesidade esta associada, pelo

menos parcialmente, a leptina.®”®) A leptina, horménio descoberto em



1994, tem sua maior secregcao pelo adipécito do tecido adiposo
visceral.(®7?

Em ratos Sprague-Dawley, niveis elevados de leptina aumentaram o
“turnover” da norepinefrina e, portanto, a atividade simpatica para o
tecido adiposo marrom.®? A leptina, ao estimular a atividade do sistema
nervoso simpatico, faz com que este promova a reabsor¢ao de soédio
tubular.”™ Além de sua acao sobre o metabolismo e o apetite, a leptina
também atua no hipotalamo aumentando a pressao arterial através da
ativacdo do sistema nervoso simpatico.®? Os niveis de leptina declinam
rapidamente com a restricao calérica e a perda de peso.(n) Este declinio
esta associado com respostas adaptativas a inani¢cao, tais como o apetite
aumentado e o gasto energético diminuido. Estas mesmas respostas sao
observadas em camundongos com deficiéncia de leptina e no homem,
apesar da macica obesidade.®

No ser humano, a leptina se eleva proporcionalmente ao grau de
adiposidade.‘"’) Nos obesos, verificou-se hiperleptinemia (um estado de
resisténcia a leptina). Demonstrou-se que o aumento desta adipocina esta
associado ao aumento da frequéncia cardiaca, da hiperinsulinemia, da
atividade da renina plasmatica, dos niveis de aldosterona e do
angiotensinogénio circulante.”*”” Altos niveis circulantes de leptina
foram observados em obesos humanos e poderiam explicar seu tonus
simpatico renal aumentado.™®

(79)

Segundo Unger'’™, o papel principal da leptina seria proteger o

acumulo de lipides em varios tecidos, como coragao, figado e musculo
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esquelético. A perda da acdao da leptina associada a obesidade e a
conseqiiente hiperleptinemia, poderia causar lipotoxicidade de tecidos
nao adiposos com conseqliéncias cardiovasculares adversas.®?

Além disso, na hipertensao associada a obesidade, a Ang Il parece
ativar neurdénios centrais, sugerindo um provavel sinergismo entre a Ang
Il e a atividade simpatica.®® O tecido adiposo também é importante
produtor de angiotensinogénio.(5°) A renina, a Ang | e Il, os receptores
para a Ang ll, tipos AT, e AT,, a enzima conversora da angiotensina e
outras proteases, como a quimase, as catepsinas D e G e a tonina, sao
também produzidos no tecido adiposo.®"

Em camundongos, o angiotensinogénio produzido nos adipécitos,
além de atuar localmente, afetando o crescimento e a diferenciacao dos
adipocitos, pode também ganhar a circulagao contribuindo para o
angiotensinogénio circulante.®?

O angiotensinogénio, a atividade da renina e da enzima conversora
plasmaticas e a expressao do angiotensinogénio tecidual, correlacionam-
se positivamente, com a adiposidade em humanos.®" 0
angiotensinogénio e a Ang Il foram induzidos durante a adipogénese.®"
Essa alteragcdao foi acompanhada por elevagbées paralelas da pressao
arterial. A inibicao do SRA, por bloqueio da enzima conversora, ou por
antagonismo do receptor ATy, produziu redugcao do peso e melhorou a
sensibilidade a insulina em roedores.®"

Camundongos com amplificagcao transgénica de glicocorticéides

devido a superexpressao da 11pB-hidroxiesteréide dehydrogenase tipo 1
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no tecido adiposo, desenvolveram hipertensao associada com a ativagao
do SRA, verificando-se aumentos plasmaticos do angiotensinogénio, da
Ang Il e da aldosterona.'”? Ou seja, a Ang Il poderia ter importancia no
controle da sintese e estoque dos lipideos nos adipécitos e, por
conseguinte, na adiposidade.(5°) Por outro lado, a ativagcao do SRA esta
relacionada ao desenvolvimento de hipertensao em modelos
experimentais de obesidade visceral.®?

Elevados niveis circulantes de acidos graxos em obesos parecem
ter importancia na ativagcao do sistema nervoso simpatico. Desta forma, a
lipdlise visceral aumentada, com liberagcao de acidos graxos em nivel
portal, poderia explicar a forte associagao entre a obesidade visceral, o
aumento da atividade simpatica e a elevagao da pressao arterial.®?

A aldosterona também pode elevar a pressao arterial na obesidade,
pela agdao de receptores mineralocorticoides localizados em diferentes
tecidos, como os rins, os vasos e 0 cérebro.®?

A atividade da renina, o receptor AT, e os genes da ECA estao
estimulados no tecido adiposo de hipertensos obesos.®¥ Todos os
componentes do SRA sio encontrados nos adipdcitos.® Verificou-se,
também, correlacdo positiva entre a citoquina TNF-o (fator de necrose
tumoral alfa) sintetizada pelos adipocitos”" e a resisténcia a insulina.(

Demonstrou-se que pacientes obesos tém aumento do fluxo
plasmatico renal e da taxa de filtragao glomerular, mas com a evolugao da

obesidade passa a haver decréscimo da taxa de filtragdo, com aumento
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na excregio da albumina renal.®” Supée-se que tais alteragdes possam
ser secundarias a ativagdo do SRA intrarenal em obesos.®>3%8)

Sugeriu-se que a ativagcao da Ang Il intrarenal poderia contribuir
para o desenvolvimento da nefropatia em varios modelos de
experimentagao animal.®® Em ratos SHR e obesos e em outros modelos
experimentais, verificou-se microalbuminduria, hipertensao, expansao da
matriz mesangial nos rins, precedendo a glomerulosclerose focal.®%%
Demonstrou-se a presenca de receptores para a leptina nas células
tubulares renais.®® Estes receptores modulam efeitos como o aumento
da diurese e da natriurese, na auséncia de alteragcées da pressao arterial
ou da excrecido do potassio.®" Nos SHR, parece existir uma resisténcia
tubular a acdo da leptina, desaparecendo assim, seu efeito natriurético.®?
No glomérulo, a leptina estimulou a proliferacao endocapilar e a
deposicao do colageno no meséngio.m) A leptina aumentou a expressao
do colageno IV e a producgao do tipo |, este nas células mesangiais de
ratos.®

Enfim, a leptina poderia influenciar a pressao arterial por varios
mecanismos como a ativagao do sistema nervoso simpatico e do eixo
pituitario-adrenal; o balango hidro-eletrolitico; a modulagdao da fungao
endotelial e a influéncia sobre a remodelagao vascular.”

Nos obesos existem afirmagoes de que o excesso de tecido
adiposo ao penetrar nos seios medulares dos rins, produziria
compressao, aumentando as pressoes intrarenais.®® Esta pressao

aumentada no intersticio elevaria a matriz extracelular, possivelmente
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contribuindo para a reabsorciao de sédio e a expansao da volemia na
obesidade.®”

Assim, fica muito claro, que o SRA tem importante e crucial
participagdao em varias alteragcoes metabdlicas do organismo, como a
ativacao de processos inflamatérios em varios tecidos (vasos, rins,
coracao, tecido adiposo); nos processos imunolégicos; na resisténcia a
insulina; na ativagcdo do sistema nervoso central e do simpatico
periférico. Essas modificagbes nos varios sistemas envolvidos
contribuem para o desenvolvimento de varias doengas, como a
hipertensao, o diabetes tipo 2, as dislipidemias e as nefropatias. Nos
ultimos anos, a obesidade e a sindrome metabdlica passaram a constituir
um problema epidémico mundial e sua principal complicagao, as doengas
cardiovasculares, tém sido responsaveis pela mortalidade de 2/3 da
populagado nos paises desenvolvidos.

O duplo bloqueio sobre o SRA tem sido objeto de analise em varios
trabalhos. O estudo “CALM [I” (“CAndesartan and Lisinopril
Microalbuminuria”)(gs) usou bloqueio do receptor AT, com candesartan e
da ECA com lisinopril, em pacientes hipertensos e diabéticos com
microalbuminuria. Em um brago do estudo “VALIANT” (“Valiant in Acute
Myocardial Infarction Trial”)®®, o bloqueador AT, foi o valsartan e o da
enzima conversora, o captopril, em pacientes com infarto agudo
complicado. No estudo “COOPERATE”®", o bloqueio do receptor AT; foi
realizado com o losartan e o da enzima conversora com o trandolapril, em

pacientes com nefropatia ndao diabética. Um brago do estudo “CHARM”



14

(“Candesartan in Heart Failure-Assessment of Reduction in Mortality and
Morbidity”(gs) utilizou o candesartan como bloqueador AT, e enalapril,
lisinopril, captopril ou ramipril, como inibidores da enzima conversora,
em pacientes com insuficiéncia cardiaca. O estudo (“CALM” 11)®® analisou
pacientes hipertensos e diabéticos, tipos 1 e 2, com terapia combinada de
lisinopril e candesartan. Agarwal R acompanhou nefropatas com
proteinuria moderada e avangada insuficiéncia renal crénica com duplo
bloqueio (AT, com losartan e ECA com lisinopril). Wolf G e Ritz E'®", em
revisao recente, consideram o bloqueio combinado como mais potente na
redugcdo da proteinuria em nefropatas cronicos de diversas etiologias,
inclusive na diabética, em relagdo a monoterapia. Segundo os autores,
essa melhora da fungdo renal ndo dependeria apenas da queda na
pressao arterial que se segue ao bloqueio combinado.

Frente aos beneficios promissores demonstrados pelo bloqueio
farmacolégico duplo do SRA escolhe-se esse modelo no presente estudo.

Procurando-se avaliar o efeito do duplo bloqueio do SRA e sua
repercussao em tecidos-alvo como coragao e rins, utilizam-se ratos
Wistar SHR e normotensos, nao obesos ou tornados obesos, quando
adultos.

E a simulagdo do que o mundo assiste hoje nos seres humanos

com obesidade crescente, atrelada a hipertensao arterial sistémica, na

morbidade que é a sindrome metabdlica.
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la- OBJETIVO GERAL.:

e Avaliar o comportamento do duplo bloqueio farmacolégico
do sistema renina-angiotensina (SRA) em ratos normotensos
e obesos (O), espontaneamente hipertensos (SHR) e

espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O).

Ib - OBJETIVO ESPECIFICO:

e Avaliar remodelagoes e alteragdes estruturais em coragao e
rins e a proteinuria, apés duplo bloqueio farmacolégico do

sistema renina-angiotensina (SRA), nesses animais.
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Il - MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo

j oram utilizados 80 ratos machos da raga Wistar de 90 a

100 dias de idade, pesando entre 270 e 318 g, sendo 40
ratos normais e 40 SHR, estes provenientes da linhagem “Okamoto-
Aoki”.""" Todos os animais (hipertensos e normais), procederam do
biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) e nunca antes
foram utilizados para fins experimentais. Permaneceram acondicionados
em gaiolas individuais, sendo respeitado o biociclo de 12 horas de luz,
com alimentagcao e agua fornecidas ad libitum. O estudo seguiu as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentagido Animal (COBEA)"® e o
“NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”'® e s¢ foi
iniciado apés a aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Catanduva, sob registro n° 18/04.

Os animais, apoés 7 dias de adaptacao ao ambiente do laboratério
(Figura 1), foram divididos em dois grupos de 40 ratos: grupo controle
(animais normais) e grupo SHR. Cada um destes grupos foi subdividido
em subgrupos “nao-bloqueados” e “bloqueados” (Figura 2). Os
subgrupos “nao bloqueados” e “bloqueados” compunham-se de 40
animais cada. Os animais deste ultimo subgrupo foram assim chamados,
porque sofreram duplo bloqueio farmacolégico do SRA. A ECA foi inibida

com enalapril (20 mg/kg/dia) e os receptores AT{ com losartan (30
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mg/kg/dia), administrados simultaneamente e por via oral, durante 4

semanas."®*"% (figura 1).

7 DIAS DURACAO DO ESTUDO
hs s o

CHEGADA
DOS 1° DIA 28° DIA
ANIMAIS

Figura 1: Cronograma do estudo.

GRUPO GRUPO
NORMAL SHR
(n = 40) (n = 40)
| I I | l |
SHR
NORMAL OBESO SHR OBESO
(N) (SHR 0)
SHR
NORMAL
NORMAL i OBESO
N) BLC(I:I;I}EJ}PO |eLoquEADO*
=101 (=10 ate)

* Bloqueio e nao bloqueio farmacologico duplo do sistema renina-angiotensina
** Foi desconsiderado ao longo do estudo

Figura 2: Organograma dos grupos e subgrupos.

Nos subgrupos nao obesos, num total de 40 animais, foi
administrada a ragao Purina Rodent Chow No. 5001%, ad libitum. Os
demais 40 animais dos subgrupos obesos receberam uma alimentagao

especial, modificada de Levin'®® e Archer®, para inducgio de obesidade,
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contendo 4,5 kcal/g e composta de 31% gorduras, 48% de carboidratos e

21% de proteinas.

Pressao arterial (PA)

A PA foi aferida de maneira nao invasiva pelo sistema “tail-cuff’ da
Power Lab NIBP System (figuras 3 e 4). Os animais, sem qualquer tipo de
sedacgao, foram colocados em gaiolas adequadas aos seus tamanhos,
com aquecimento da cauda por cerca de 5 minutos para melhor
visualizagcao da oscilagao pressorica. O valor da PA correspondeu a
pressao arterial sistélica (figura 5). Todos os animais (grupos normal e
SHR) tiveram suas PAs aferidas (médias de 4 a 5 medidas) no 1°. dia do

protocolo (figura 1).

Proteinuria

A urina de 24h foi coletada por meio de gaiola metabdlica (figura 6)
e a proteinuria dosada por espectrofotometria com acido sulfosalicilico a

3%.(110)
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Figura 3: Visao geral do sistema nao invasivo “tail-cuff’ da Power Lab
NIBP System, para afericao da pressao arterial.

Figura 4: Rato em gaiola de contenc¢ao para afericao da pressao arterial.
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Figura 6: Rato em gaiola metabdlica para dosagem da proteinuria.
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Morfometria

Depois de transcorridas quatro semanas, todos os animais foram
anestesiados com 30 mg/kg de pentobarbital via intraperitonial e seu
coragao e o rim direito foram extirpados e pesados. Os pesos do coragao
e rins foram normatizados pelo indice “peso do o6rgaol/peso do

animal”.""

Coracao e rins foram fixados em solugao de Bouin,
processados de acordo com técnicas histoléogicas convencionais e o
colageno corado por picrosirius. As fragoes do colageno cardiaco e do
renal foram determinadas por porcentagem da area colorida, que foi
marcada pelo programa de computagao, em campo de 100 aumentos, em
relacao a area total. Essa analise foi feita com o “NIH software” (“Image J”
1.36b%)""? (figuras 7, 8 e 9). Campos contendo vasos, artefatos, cicatrizes
ou tecido incompleto puderam ser descartados ou “apagados” pelo
programa. Foram analisados 5 campos no coracao (2 septais e 3 no
ventriculo esquerdo, sendo 2 endocardicos e 1 epicardico). Nos rins,
foram analisados 3 campos, 1 abrangendo a regidao medular e 2 a cortical.

Tanto para o coragao, como para os rins, foram considerados os valores

médios de 3 a 4 laminas para cada campo.



22

File Edit Image Process Anahze Pluging Window Help
Bolgoi~zA4+A Al a8 |9]&IE]5

ifand (tracing) tool

/ f'_. / K
; ‘ / l i ,
1 ) 1/ f/ ) U/ /
X(ii /)] ; i
WA | { | [ Fd
a) Corte histolégico do miocardio de b) Ajuste para 8 bit 75K pelo “Image J”.

rato SHR obeso, apés bloqueio duplo

do SRA. Coloragdo por picrosirius.

Aumento de 400x.
c) Lamina pronta para a leitura.
Area [Mean  [Min [Max |
1 TE300 188.824 114 218
« I o
« I ]
Fel |

Auto | Apphy | Reset| Set| |_
L]

d) Aplicado o “threshold”. e) Valor da area da lamina e do

colageno (%).

Figura 7: Seqiiéncia da determinagao da fragao do colageno, pela analise
do “Image J”, em coracgao de rato espontaneamente hipertenso e obeso
(SHR 0O), apés bloqueio duplo (B) do sistema renina-angiotensina (SRA).



23

File Edit Image Process Anahze Pluging Window Help
Boclo~z A+ Al 982 |F&E)4)

Wand (tracing) tool

320:240 pixels; RGE; 300K 320x240 pixels; B-bit; 75K

a) Corte histologico de rim de rato b) Ajuste para 8 bit 75K pelo “Image J”.
obeso. Coloragao por picrosirius.
Aumento de 400x.

COBI-BOLOOB. JPG
320x240 pixels; 8-bit; 7oK

COBI-BOL00B. JPG
320240 pixels; 8-hit; Tak

c) Lamina pronta para a leitura. d) “Apagando” os artefatos ou imagens

“nao colagenas” pelo programa.

Threshold Resulis
File Ecit
[Area [Mean  [Min [max | |
o 1 307200 213969 90 249
o | o s
o ] 20

Blac |-

Autol Applyl Resetlil « [_:

f) Valor da area da lamina e do

e) Aplicado o “threshold”. i
colageno (%).

Figura 8: Seqiiéncia da determinagcao da fragao do colageno, pela analise
do “Image J”, em rim de rato obeso (O).
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Figura 9: Seqiiéncia da determinacao da fragao do colageno, pela analise

do “Image J”, em rim
0).

de rato espontaneamente hipertenso e obeso (SHR
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Analise estatistica

Foram realizadas comparacdes utilizando-se como significancia
estatistica a probabilidade P < 0,05 para um intervalo de confianga (IC) de
95% no peso corporal, na pressao arterial, nas dimensdes renais e
cardiacas, nas alteragdes histopatolégicas (colageno) em coragao e rim e
na dosagem da proteinuria, entre todos os subgrupos. Foi utilizada a
tabela “Anova” com teste de comparagcao multipla “Newman-Keuls”.

O sistema de computagio do “windows XP®”, com planilha excel e

o “software GraphPad Prism 4%”, serviram de base para os calculos.
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| - RESULTADOS

/W o inicio do estudo, o peso corporal médio do grupo de

ratos normais (N) (utilizados como subgrupo controle)
e dos subgrupos para serem induzidos a obesidade, bloqueados ou nao
(O e O B), foi: média +/- DP = 291,5+/-15,42 g, sem diferenga estatistica
(NS) entre eles (tabela 1 e figura 10). O peso médio dos subgrupos SHR
para ser bloqueado (SHR B) e SHR para ser induzido a obesidade (SHR O)
e depois bloqueado (SHR O B), foi: média +/-DP = 294,6 +/-5,74, também

sem diferencga estatistica significativa entre eles (tabela 1 e figura 10).



TABELA 1
PESO INICIAL (g)
SUBGRUPOS

Obeso e SHR SHR obeso

Normal Obeso SHR obeso e
(N) (o))

blo(qoug?do SHR b'(‘;‘:l_l“;g")b (SHRO)  bloqueado
(SHR O B)

297 279 278 292 296 316 291
318 280 272 287 291 286 295
299 294 318 300 293 283 292
299 299 294 292 296 299 296

284 287 288 288 292 315 294

14,10 12,97 19,20 4,82 2,36 14,02 1,77




28

500+

400+

300+

PESO (9g)

200+

100+

ol OF SHR SHR SHR SHR
| E ol OF

SUBGRUPOS

* P < 0,001

LEGENDA:

N I: ratos normais - peso inicial

N F: ratos normais - peso final

I O I: ratos obesos - peso inicial

I O F: ratos obesos - peso final

I SHR |: ratos espontaneamente hipertensos - peso inicial

I SHR F: ratos espontaneamente hipertensos - peso final

I SHR O I: ratos espontaneamente hipertensos e obesos - peso inicial
I SHR O F:ratos espontaneamente hipertensos e obesos - peso final

Figura 10: Pesos dos animais normais (N), obesos (O), espontaneamente
hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O), no

inicio do estudo (| ) e ao final de 4 semanas ( F ). Médias + IC 95%.
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Os animais pertencentes ao subgrupo O apresentaram peso médio
final (413,20 g) significativamente maior (P < 0,001) que os animais do
grupo N (371,15), ao fim das 4 semanas do estudo (tabela 2 e figura 10).
Os animais do subgrupo SHR O (351,90 g) ndao aumentaram o peso em
relacdo ao grupo N (371,15) ao final do estudo, porque esses animais
hipertensos desenvolvem-se menos em fun¢ao da patologia hipertensiva
(tabela 2 e figura 10).

Todos os subgrupos com bloqueio combinado do SRA
apresentaram menores pesos, em relagdo aos seus controles, ao final das
4 semanas do estudo. Assim, o subgrupo O apresentou peso médio final
maior (413,20 g) e significativo (P < 0,001), em relagdo ao do subgrupo O
B (296,85 g). O subgrupo SHR apresentou peso médio final maior (326,20
g) e significativo (P < 0,001), em relagdo ao do subgrupo SHR B (206,20 g).
O subgrupo SHR O apresentou peso médio final superior (351,90 g), mas
nao significativo, em relagao ao do subgrupo SHR O B (321,00 g), tabela 2.

O subgrupo SHR B apresentou o menor peso final (206,20 g) e

significativo (P < 0,001), em relagdao aos demais subgrupos (tabela 2).



TABELA 2
PESO FINAL (g)
SUBGRUPOS

Obeso e SHR SHR obeso

Obeso SHR obeso e
(o))

bloqueado SHR bloqueado

(0B) (sHRB)  (SHRO)  blogueado

14,77 23,90 15,60 15,08 10,46 15,77 50,65
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A PA, ao final do estudo, foi significativamente maior nos subgrupos
O (P <0,01), SHR (P < 0,001) e SHR O (P < 0,001) em relagao ao grupo N
(tabela 3 e figuras 11, 12 e 13). As elevagcbes da PA foram,
respectivamente, de 17,8 %, 36,5 % e 43,0 %. Introduzido o bloqueio duplo
do SRA as quedas pressoéricas foram significativas (P < 0,001), em todos
esses subgrupos, em relagao aos seus controles (O, SHR e SHR 0),
tabela 3 e figuras 11, 12 e 13. Essas quedas foram, respectivamente, de
50,8 %, 57,0 % e 49,5 %. No subgrupo SHR O, a PA também foi
significativamente mais elevada (P < 0,001) em relagdao ao subgrupo O
(figura 11). Esse aumento foi de 21,3 %. A queda da PA, nos subgrupos O
e SHR submetidos ao bloqueio combinado (O B e SHR B), foi semelhante
(P = NS), figura 11. O subgrupo SHR O B foi o que apresentou a menor
queda da PA, em valor absoluto, em comparag¢ao aos subgrupos O B e

SHR B (figura 11).
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TABELA 3
PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (mmHg)

SUBGRUPOS
SHR obeso

Obeso e SHR COMPARAGCOES
Obeso SHR obeso e ENTRE

bloqueado SHR bloqueado
e (O B) (sHRB)  (SHRO)  bloqueado g o;mGRUPOS

1 | 118 157 62 194 68 178 89 N ve O < 0,01
3 | 130 122 64 170 67 168 82 N vs SHR <0,001

Nvs SHR O < 0,001
5 | 83 143 64 136 67 182 87 0vs OB <0001

118 126 54 156 66 164 84 Ovs SHRO <0,001

SHR vs SHR B < 0,001
g SHROvs SHROB <0,001

108 129 100 166 68 165 81

14,94 11,33 13,79 20,05 17,63
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LEGENDA:

C—IN: ratos normais

I O: ratos obesos

30 B: ratos obesos e bloqueados

I SHR: ratos espontaneamente hipertensos

I SHR B: ratos espontaneamente hipertensos, bloqueados

N SHR O: ratos espontaneamente hipertensos e obesos

T SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 11: Pressao arterial (sistélica) em ratos normais (N), obesos (O),
espontaneamente hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e
obesos (SHR O) no inicio do estudo (|1 ) e apés bloqueio duplo ( B ) do
sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC
95%.
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Figura 12: Pressao arterial (sistolica) em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O) no
inicio do estudo ( | ) e ap6s bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-

angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC 95%.
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Figura 13: Pressao arterial (sistélica) em ratos normais (N), obesos (O) e
obesos e bloqueados (O B), apés bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-

angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC 95%.
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Ao final das 4 semanas do estudo, os subgrupos O, SHR e SHR O
apresentaram maior relagao peso coragao/peso corporal em relagao ao
grupo N (respectivamente, P < 0,05, P < 0,001 e P < 0,001), (tabela 4 e
figura 14). Esses aumentos foram, respectivamente, de 15,6 %, 43,8 % e
68,8 %.

Submetidos esses subgrupos ao bloqueio combinado do SRA,
apenas o subgrupo SHR O B apresentou queda significativa (P < 0,01) do
indice peso coragao/peso corporal em relagdo ao seu controle SHR O.

Essa queda foi de 13,8 % (tabela 4 e figuras 14 e 15).
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TABELA 4
INDICE PESO CORAGAO / PESO CORPORAL

SUBGRUPOS

Normal Obeso SISO oy
) () bloqueado SHR bloqueado

(O B) (SHR B)
0,41 0,38 0,45

SHR obeso

SHR obeso e
(SHR 0O) bloqueado
(SHR O B)

0,48 0,56 0,45

COMPARAGOES
ENTRE
OS SUBGRUPOS

Nvs O

<0,05

N vs SHR < 0,001
n 0,40 0,41 0,45 0,49 0,57 0,49 vs S 0,00
N vs SHR O < 0,001
5 0,29 0,36 0,43 0,50 0,50 0,44 Ovs OB NS
<
0,29 0,44 0,34 0.44 0.39 0.53 0.4 Ovs SHRO 0,001
SHR vs SHR B NS

n— SHROvs SHROB  <0,01

0,05 0,05 0,03 0,03 0,06 0,04 0,05
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I SHR B: ratos espontaneamente hipertensos bloqueados

I SHR O: ratos espontaneamente hipertensos e obesos

= SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 14: indice peso coragido/peso corporal em ratos normais (N),
obesos (O), espontaneamente hipertensos (SHR) e espontaneamente
hipertensos e obesos (SHR O) no inicio do estudo (| ) e apés bloqueio
duplo ( B ) do sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas.
Médias + IC 95%.
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Figura 15: indice peso coragdo/peso corporal em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O) no
inicio do estudo ( | ) e ap6s bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-

angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC 95%.



40

O indice peso rim/peso corporal foi significativamente maior (P <
0,001) nos subgrupos SHR e SHR O, em relagao ao grupo N (tabela 5 e
figura 16). Os aumentos foram, respectivamente, de 51,8 % e 43,9 %. O
subgrupo O nao apresentou aumento significativo dessa relagao (P = NS),
comparado ao grupo N (figura 16).

O bloqueio combinado do SRA nao produziu queda da relagao peso
rim/peso corporal em nenhum dos subgrupos (O B, SHR B e SHR O B),
figuras 16 e 17. Ao contrario, ocorreu aumento significativo desse indice
(respectivamente, P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,05), em relagdo aos seus

subgrupos (O, SHR e SHR 0), figuras 16 e 17.



41

TABELA 5
INDICE PESO RIM / PESO CORPORAL

SUBGRUPOS
SHR obeso

Obeso e SHR SHR obeso . COMPARAGOES
bloqueado SHR bloqueado ENTRE

(SHR 0O) bloqueado
(O B) (SHR B) (SHR O B) OS SUBGRUPOS

Normal Obeso
(N) (o))

1 | 024 0,35 0,44 0,38 0,53 0,45 0,49
Nvs O NS
3 | 030 0,34 0,45 0,49 0,50 0,35 0,43 N vs SHR < 0,001

Nvs SHRO < 0,001

5 | 0,28 0,29 0,39 0,44 0,39 0,47 0,47

OvsSHRO  <0,001
0,24 0,33 0,35 0,45 0,50 0,42 0,51 SHRvs SHRB  <0,05
9 | 034 0,36 0,37 0,44 0,48 0,44 045 |SHROVsSHROB <0,05
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INDICE PESO RIM/
/PESO CORPORAL

N o oB SHR SHRB SHRO SHROB
SUBGRUPOS

* P < 0,001
NS: nao significativo

LEGENDA:

C—IN: ratos normais

I O: ratos obesos

O B:ratos obesos bloqueados

@ SHR: ratos espontaneamente hipertensos

1 SHR B: ratos espontaneamente hipertensos bloqueados

mmm SHR O: ratos espontaneamente hipertensos e obesos

[ SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 16: indice peso rim/peso corporal em ratos normais (N), obesos
(O), espontaneamente hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos
e obesos (SHR O) no inicio do estudo (|1 ) e apés bloqueio duplo ( B ) do
sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC
95%.
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== SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 17: indice peso rim/peso corporal em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O) no
inicio do estudo ( | ) e apés bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-

angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC 95%.
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Os subgrupos SHR e SHR O apresentaram aumento significativo
da quantidade de colageno cardiaco (P < 0,001), comparados ao grupo N
(figura 18). Esses aumentos foram, respectivamente, de 97,3 % e 73,5 %.
No subgrupo O, ndo houve aumento significativo (P = NS). Submetidos ao
bloqueio combinado do SRA, os subgrupos SHR B e SHR O B, nao
apresentaram queda significativa do colageno (P = NS), em relagdo aos

seus subgrupos SHR e SHR O, (figuras 18 e 19).
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Figura 18: Quantidade de colageno cardiaco em ratos normais (N), obesos
(O), espontaneamente hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos
e obesos (SHR O) no inicio do estudo (1) e apés bloqueio duplo ( B ) do
sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC
95%.



46

15.0+

NS |
12.5= '

10.0-

i
o
i

CAMPO DE COLAGENO CARDIACO(%)
N ~J
2 n
[l [l

0.0

SHR SHR B SHR O SHROB
SUBGRUPOS

NS: nao significativo

LEGENDA:

I SHR: ratos espontaneamente hipertensos

I SHR B: ratos espontaneamente hipertensos bloqueados

E SHR O: ratos espontaneamente hipertensos e obesos

T SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 19: Quantidade de colageno cardiaco em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O) no
inicio do estudo ( | ) e ap6s bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-

angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC 95%.
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Os subgrupos O, SHR e SHR O apresentaram aumento significativo
do colageno renal (P < 0,001) em relagao ao grupo N. Os aumentos foram,
respectivamente, de 259,6 %, 535,1 % e 508,9 % (figura 20). Quando se
realizou o bloqueio combinado do SRA, a queda do colageno foi
significativa (P < 0,001) para todos os subgrupos (O B, SHR B e SHR O B).
Essas redugoes foram, respectivamente, de 416,0 %, 109,6 % e 139,0 %

(figuras 20, 21 e 22).
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Figura 20: Quantidade de colageno renal em ratos normais (N), obesos
(O), espontaneamente hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos
e obesos (SHR O) no inicio do estudo (| ) e apés bloqueio duplo ( B ) do
sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC
95%.
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Figura 21: Quantidade de colageno renal em ratos normais (N), obesos (O)
e obesos e bloqueados (O B) no inicio do estudo (1 ) e apés bloqueio
duplo ( B ) do sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas.
Médias + IC 95%.
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Figura 22: Quantidade de colageno renal em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O) no
inicio do estudo ( | ) e ap6és bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-

angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC 95%.
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Com relagcdo a proteinuria os subgrupos O, SHR e SHR O
apresentaram aumento significativo em relagdio ao grupo N
(respectivamente, P < 0,05, P < 0,001 e P < 0,001), (tabela 6 e figura 23).
Esses acréscimos foram, respectivamente, de 67,9 %, 144,2 % e 345,0 %.
De relevancia, foi o grande aumento da proteinuria nos animais SHR O.

Com o bloqueio do SRA, ocorreu queda significativa da proteinuria
nos subgrupos O B, SHR B e SHR O B (respectivamente, P < 0,01, P < 0,01
e P < 0,001), em relagao aos subgrupos O, SHR e SHR O, (tabela 6 e
figuras 23, 24 e 25). Essas reducdes foram, respectivamente, de 62,8 %,

34,8 % e 32,8 %.
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TABELA 6
PROTEINURIA (mg/%/24 h)

SUBGRUPOS

SHR obeso
SHR obeso e
(SHR 0O) bloqueado

COMPARAGOES
ENTRE
0OS SUBGRUPOS

Obeso Obeso e SHR
() bloqueado SHR bloqueado
(0 B) (SHR B)

Nvs O

<0,05

N vs SHR < 0,001
Nvs SHRO < 0,001
OvsOB <0,01

SHR vs SHR B <0,01
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12+
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w X
= -
o F
o —
SHR SHR B SHRO SHROB
SUBGRUPOS
* P < 0;001
= P 0,01
*** P < 0,05
LEGENDA:

I N: ratos normais

I O: ratos obesos

0 B:ratos obesos bloqueados

I SHR: ratos espontaneamente hipertensos

I SHR B: ratos espontaneamente hipertensos bloqueados

B SHR O: ratos espontaneamente hipertensos e obesos

= SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 23: Proteinaria em ratos normais (N), obesos (O),
espontaneamente hipertensos (SHR) e espontaneamente hipertensos e
obesos (SHR O) no inicio do estudo (|1 ) e apés bloqueio duplo ( B ) do
sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC
95%.
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| *%* |

PROTEINURIA
(mg/ % / 24h)
[+7]

[

SHR SHR B SHR O

SUBGRUPOS
* P< 0,001

** P< 0;01

LEGENDA:

I SHR: ratos espontaneamente hipertensos

[—1SHR B: ratos espontaneamente hipertensos bloqueados

mm SHR O: ratos espontaneamente hipertensos e obesos

[ SHR O B: ratos espontaneamente hipertensos e obesos, bloqueados

Figura 24: Proteinuria em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
espontaneamente hipertensos e obesos (SHR O) no inicio do estudo (1) e
apos bloqueio duplo ( B ) do sistema renina-angiotensina (SRA), ao final

de 4 semanas. Médias + IC 95%.
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*k |

4+ i *kk

3=

24

PROTEINURIA
(mg /% I 24h)

14 N=10

==

0
SUBGRUPOS

** P < 0,01
*** P < 0,05

LEGENDA:

C—IN: ratos normais
B O: ratos obesos
0 B: ratos obesos bloqueados

Figura 25: Proteinuria em ratos normais (N), obesos (O) e obesos e
bloqueados (O B) no inicio do estudo (| ) e apés bloqueio duplo ( B ) do
sistema renina-angiotensina (SRA), ao final de 4 semanas. Médias + IC
95%.
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IV - DISCUSSAO

o final das 4 semanas do estudo, observa-se aumento

significativo no peso dos animais que recebem
alimentagdo para inducido da obesidade'®®'® em relagio aos que
recebem apenas a ragao convencional. Demonstra-se, assim, que o tipo
de alimentagdao com alta taxa calérica é adequado para a obtencao do
objetivo de tornar os animais obesos.

Verifica-se que no tempo de 4 semanas, o bloqueio farmacolégico
duplo do SRA é suficiente para produzir diminuigdo da PA e regressao
dos colagenos cardiaco e renal, além da reducao da proteinuria. Varios
estudos tém analisado a redugao da hipertensao e do remodelamento em
orgios-alvo, nesse periodo de tempo. Yao K e colaboradores!'™
obtiveram diminuicao da PA, da albuminuria e da esclerose glomerular,
utilizando bloqueio de AT, com candesartan e bloqueio dos canais de
calcio com benidipina ou amlodipina, em associagao ou isoladamente, em
ratos hipertensos Dahl, sal-sensiveis, por 2 a 6 semanas. Mougenot N e
colaboradores''”), trabalhando com ratos SHR, mostraram reducgio da
PA, da hipertrofia ventricular esquerda e da renina, com o betabloqueador
bisoprolol e o diurético hidroclorotiazida, associados ou nao, em
tratamento por 3 semanas. Nagai M e colaboradores''® analisaram o
bloqueio duplo do SRA com perindopril e candesartan em ratos wistar
hipertensos renovasculares (Goldblatt) por 4 semanas e mostraram
reducdo da PA, da hipertrofia e da fibrose cardiacas. Okada T e

colaboradores!''® utilizaram valsartan como bloqueador AT; e
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espironolactona, como bloqueador da aldosterona, em ratos hipertensos
renovasculares durante 5 semanas com redu¢des da PA, da relagao peso
coracao/peso corporal e da fibrose perivascular. Pollock DM e
colaboradores!''” estudaram ratos Sprague-Dawley com hipertensio
maligna, modelo DOCA sal dependente, durante 3 semanas. Foi utilizado
candesartan, como bloqueador AT,, além de bloqueador para a
endotelina-A, com reducgao da PA e melhora do perfil hemodinamico.

O uso do bloqueio farmacolégico duplo do SRA tem sido discutido
na literatura. O estudo “CALM” 1)®® analisou 199 pacientes hipertensos e
diabéticos, com microalbuminuria, durante 24 semanas, utilizando a
combinagao de lisinopril e candesartan, com significativa redugcao da PA
e da microalbumindria. O estudo “CALM” I1)® analisou 75 pacientes
hipertensos e diabéticos, tipos 1 e 2, com terapia combinada de lisinopril
e candesartan, durante 12 meses. Nao houve diferencga significativa entre
esse tratamento e o uso isolado do lisinopril. Em um brago do estudo
“VALIANT”(%), o bloqueador AT, foi o valsartan, e o da enzima conversora
o captopril, em pacientes com infarto agudo complicado por insuficiéncia
cardiaca e/ou disfung¢ao ventricular esquerda. O uso combinado, porém,
nio aumentou a sobrevida. No estudo “COOPERATE”®", foram
estudados 263 pacientes com nefropatia ndao diabética, dos quais 88
receberam terapéutica combinada com losartan e trandolapril durante 36
meses. Houve retardo da progressao da nefropatia com a terapéutica
combinada. Um brago do estudo “CHARM”®® analisou 483 pacientes em

insuficiéncia cardiaca (classe funcional II-lV da New York Heart
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Association) que receberam candesartan, associado a inibidores da
enzima de conversao, como enalapril, lisinopril, captopril ou ramipril,
durante 41 meses. Houve reducao dos eventos cardiovasculares e
melhora funcional cardiaca. Agawal R(190) acompanhou 16 nefropatas com
proteinuria moderada e avangada insuficiéncia renal crénica com o duplo
bloqueio, utilizando o losartan como bloqueador AT, e lisinopril como
bloqueador da enzima conversora. Nao houve melhora da proteinuria com
1 més de seguimento, mas os autores deixaram clara a necessidade de
estudos mais amplos e randomizados.

O bloqueio duplo do SRA teria a vantagem de oferecer maiores
beneficios por promover bloqueio mais completo do sistema, uma vez
que o bloqueio apenas da ECA, permitiria que a Ang Il continuasse a ser
produzida por vias alternativas. Nao esta claro, porém, se realmente é
benéfico produzir-se bloqueio prolongado do receptor AT, com a
conseqiiente superestimulagdo do AT,. Trabalhos mostraram que a
ativacao dos AT, pode mediar resposta promotora de crescimento em
tecidos cardiovasculares e que esses efeitos podem correr paralelos,
mais do que serem antagonicos, aos produzidos pela estimulagao do AT,.
Bloqueio de AT, com losartan produziu queda da pressao arterial, mas
levou a hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa vascular em ratos
normotensos?" Ratos, em que se infundiu Ang Il para produzir
hipertensao, mas se bloqueou o receptor AT; com valsartan,
apresentaram queda da pressao arterial, mas as alteragdées vasculares

foram atenuadas quando se bloqueou especificamente o AT,.('"®
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No estudo “ELITE” Il (“Evaluation of Losartan In The Elderly”)""?, o
bloqueio do receptor AT, foi realizado com losartan e nao foi superior ao
bloqueio da ECA com captoprii na redugcdo da morbidade e da
mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca. No estudo
“OPTIMAAL” (“the Optimal Trial in Myocardial Infarction with the
Angiotensin Il Antagonist Losartan”)'?®, ndo houve beneficio no uso do
bloqueador AT, (losartan) sobre o inibidor da ECA (captopril). Acredita-se
que o beneficio do bloqueio da ECA em relagdo ao do AT, possa
depender do aumento da bradicinina, que além de importante
vasodilatador, tem efeitos vasculares protetores.('?"

Ha, porém, grande quantidade de trabalhos experimentais que
reforcam o papel vasodilatador do AT, e suas a¢oes benéficas, opostas
aos efeitos vasoconstritores mediados pelo receptor AT, sob agao da Ang
11.122128) No estudo de Nakao e colaboradores (COOPERATE)®"), a terapia
combinada (trandolapril e losartan) em nefropatas nao diabéticos,
produziu melhora da sobrevida e redugcdao da proteinuria, em relagao a
qualquer uma das substancias isoladamente. O estudo CALM 1©%,
confirmou a redug¢ao da microalbuminuria com a terapia combinada. Os
trabalhos de Wolf G e Ritz E"'®" também mostraram que o duplo bloqueio
foi melhor que a monoterapia, na redugao da proteiniria em nefropatas,
inclusive diabéticos.

No estudo “LIFE” (“Losartan Intervention For End Point Reduction
in Hypertension”)'?”, em que doses mais elevadas do losartan foram

utilizadas, houve superioridade em relagao ao beta bloqueador atenolol
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na reducao de morbidade cardiovascular e, em particular, no acidente
encefalico. Embora nao tendo havido comparagiao entre drogas
bloqueadoras de receptores, o trabalho mostrou beneficios do bloqueio
do AT: em relagcdao a uma terapia tradicional e bem estabelecida no
controle da hipertensao.

No presente estudo, os resultados mostram que o bloqueio
farmacolégico combinado, produz queda na média da PA nos animais O,
nos SHR e nos SHR O, em relagao aos respectivos subgrupos controles,
conforme ja descrito na literatura.!"*""

Nos animais O, observa-se que a PA aumenta, significativamente,
em relagcdao ao grupo N. Um dos fatores responsaveis pela elevagao
pressorica poderia ser a leptina, através da estimulagcao de receptores
hipotalamicos especificos e do sistema nervoso simpatico.®%57%® A
leptina aumenta a atividade simpatica para o tecido adiposo marrom, rins
e membros inferiores.®”'?® Essa aumentada atividade simpatica com a
conseqiente estimulagio do SRA promove aumento da reabsorcao
tubular do sédio.®>”" Frente as alteracdes endoteliais impostas pela
obesidade, ha reducao da producao do NO, predominando, assim, a
vasoconstricao e favorecendo a hipertenséo.(sz) Acrescente-se, ainda, que
a atividade simpatica aumentada produz maior lipélise, com consequente
liberagao de acidos graxos livres, que vao diminuir a disponibilidade de
NO em nivel endotelial, alimentando sua disfungcao e facilitando a

vasoconstrigéo.(az) Os acidos graxos elevados, por sua vez, vao diminuir o

“clearance” hepatico da insulina, favorecendo a glicogendlise.
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Estabelece-se um hiperinsulismo com maior reabsorcao de sédio tubular
e a hipertensdo se agrava.®?'? A |eptina ainda aumenta a atividade da
renina plasmatica, os niveis da aldosterona e do angiotensinogénio
circulante.”*"” A prépria angiotensina I, nos hipertensos e obesos, pode
ativar neurdnios centrais, aumentando o sinergismo entre ela e a
atividade simpatica.®”

O bloqueio combinado do SRA em animais O provoca queda da
PA, em relagao aos seus controles, nao bloqueados. Este fato reforga que
o SRA esteja ativado na obesidade®, uma vez que todos os
componentes do sistema se encontram nos adipécitos.®!?

O indice peso coracao/peso corporal € maior nos subgrupos SHR e
SHR O, em relagao aos subgrupos N e O, mostrando assim, a importancia
do fator hipertensao no aumento do peso do coragao.

O bloqueio combinado do SRA reduz, significativamente, o peso do
6rgao em relagdao ao peso corporal no subgrupo SHR O, o que nao foi
verificado nos subgrupos SHR e O, em relagdao aos seus controles.
Apesar da relagdo aumentada peso coragao/peso corporal, nao se
observa reducao do colageno cardiaco nesses subgrupos.

Essa nao diminuicao do colageno poderia sugerir que a obesidade
induzida constitui fator importante para o aumento e manuteng¢ao dessa
relacdo, mesmo sob bloqueio. Os possiveis fatores responsaveis
poderiam ser o tempo de intervengao, talvez pequeno para determinar a
diminuicao do colageno ou insuficiente para reverter as alteragoes

produzidas pela obesidade. Sabe-se haver agdo impeditiva da leptina
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sobre os efeitos miocardicos, em virtude dos baixos niveis do NO, pelo
menos em ratos tornados hipertensos por bloqueio desse agente.(13°)

De qualquer forma, a relagdo aumentada peso coragao/peso
corporal, nos animais SHR e nos SHR O em relagao ao grupo N, sugere
que a remodelagado cardiaca pode ser devida a outros fatores, como o
aumento dos miocitos e a angiogénese e ndao somente o colageno. A Ang
ll, elevada em tais situagoes, pode ativar as metaloproteinases, enzimas
que permitem que as células migrem ou cres¢cam, exercendo papel
fundamental na remodelagdo vascular e miocardica. Desta forma, essa
ativacao enzimatica permitiria a neovascularizagéo.‘m Além do mais, a
ativacao do NF-kB pela angiotensina Il, pode produzir ativagao de varios
tipos celulares, incluindo células musculares lisas e endoteliais.®*3®
Ratos tornados hipertensos por bloqueio do NO mostraram aumento do
TNF-a, com remodelagao miocardica e maior deposi¢cao do colageno tipo
1739 além da hipertrofia de miécitos.*?

Na analise da relagao peso rim/peso corporal, os subgrupos SHR e
SHR O apresentam valores maiores e significativos em relagao ao grupo
N. Tais alteragoes, em termos de remodelagao renal, estdao de acordo com

(36:40-45.133) ' evidenciando a ativagdo do SRA

dados previamente publicados
nessa situagao.

Sabe-se que este indice correlaciona-se de maneira direta com a
quantidade de colageno, mas também com elementos “nao colageno”,

como células integrantes e nao integrantes do néfron, estando todos

aumentados nesses subgrupos, que apresentam seu SRA ativado.!"*¥
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Nos subgrupos SHR e SHR O, verificam-se, em relagao a fragao do
colageno renal, aumentos significativos deste componente, em relagao ao
grupo N. Estes dados concordam com a literatura*® em relagao ao efeito
da ativacao do SRA sobre o colageno renal em ratos hipertensos. Além
disso, a leptina, via aumentos do TGF-B e do seu receptor, produz maior
deposicao intersticial de colageno (principalmente do tipo lll), de material
proteinaceo e também do conteudo celular do tecido nao integrante do
néfron.'%®

Quando se produz o bloqueio duplo do SRA nos subgrupos SHR e
SHR O, verifica-se diminuicao significativa do colageno, mas sem queda
da relagdo peso rim/peso corporal, o que contribui para confirmar que
nesses subgrupos as alteragées nao sao devidas apenas ao componente
colageno, mas também as alteragées “nao colagenas” e que podem
necessitar de mais tempo de bloqueio para serem revertidas.

No subgrupo O nao ocorre aumento significativo da relagao peso
rim/peso corporal, mas demonstra-se importante aumento do colageno,
que se reduz, significativamente, com o bloqueio duplo do SRA. Nesse
subgrupo, nao hipertenso, pode ter havido predominio do elemento
“colageno”, com menor ativagao do SRA, comparado aos subgrupos SHR
e SHR O.

Observa-se que, nos subgrupos O, SHR e SHR O, a proteinuria é
significativamente maior comparada ao grupo N. Varios trabalhos na
literatura relacionaram a proteinuria com a nefropatia experimental.®”4"

Estudos em ratos hipertensos por administragcao cronica de inibidor do
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NO"3®  produziu hipertensdo com grande infiltrado inflamatério
intersticial.“?

Os subgrupos O, SHR e SHR O, com bloqueio duplo do SRA,
apresentam queda significativa da proteinuria, em relagdo aos seus
subgrupos, nao bloqueados. Esses dados demonstram que os animais O,
SHR e SHR O, obtém beneficios com o bloqueio do SRA, pelo menos no

que se refere a queda da proteinuria, que é um marcador de nefropatia®"

41, colocando em destaque o importante papel da Ang Il. Ressalte-se,
porém, a observacgao de Gallego e colaboradores"*” de que a presencga de
lesao estrutural renal nao pode ser diretamente correlacionada com a
proteinduria.

A leptina, que é proporcional ao aumento da adiposidadem), elevou
a atividade da renina plasmatica e o nivel do angiotensinogénio
circulante""), além de aumentar a atividade simpatica, como provado
em ratos Sprague-Dawley.®® Além do mais, o SRA esta ativado na

obesidade isolada.*?"

Ratos espontaneamente hipertensos, que
funcionaram como modelo da hipertensao primaria humana, quando
obesos, desenvolveram nefropatia com intensa proteindria, em relagao
aos controles.®”

No subgrupo O, a proteinuria poderia ser explicada por diversos
mecanismos, entre eles, a ativagdo do SRA produzindo hipertensao
intraglomerular, maior pressao de filtragao e microalbuminuria, que pode

evoluir para a proteinuria.®®®% A proteinuria no grupo SHR, pode se

basear no fato de que a Ang Il aumentada, produz ativacao do NF-xB,
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além de aumentar a produgao da MCP-1 e das moléculas de adesao,
responsaveis pela nefrite experimental.®”’ A Ang Il também promoveu a
proliferagcdo de células endoteliais de vasos e de fatores de crescimento
do tecido conjuntivo e do fibroblasto, entre outros.?3%

Com relagao a proteinuria no subgrupo O, é importante analisar o
aspecto da sua reducao em relagdo ao grupo N, com o bloqueio
farmacolégico duplo do SRA. Mais uma vez, demonstra-se a influéncia da
obesidade na proteinuria, porque esse subgrupo ndo é de animais
hipertensos. Este fato reveste-se de enorme significado, uma vez que o
bloqueio, pelo menos combinado do SRA, produz reduc¢ao da proteinuria,
conhecida como marcadora de nefropatia em ratos O, o que nao foi
relatado na literatura pesquisada.

Outro aspecto importante é a redugao significativa do colageno
renal nos subgrupos SHR e SHR O, sob bloqueio duplo do SRA.

Essas redugdes na fragcao do colageno vém ao encontro das
observacoes de que ha protecao renal, com o uso de inibidor da enzima
conversora da angiotensina Il e/ou do bloqueio dos seus receptores
AT1.(37-41,95,97,101,113)

A queda da fragcao do colageno no subgrupo O, apés bloqueio
duplo do SRA, se reveste também de grande valor, dado que esse
subgrupo nao se constitui de animais hipertensos. Paralela a esta
observacao comprova-se aumento da proteinuria, e posteriormente sua

reducdo, com o bloqueio duplo do SRA.
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Essas observagoes nao foram relatadas na literatura pesquisada e
vém a se constituir em dado indicativo da importancia do uso dessas
drogas, ndo s6 como protegcdo cardiovascular, mas também renal,

inclusive nos individuos obesos, hipertensos ou nao.
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V - CONCLUSOES

a) O QUE JA ERA CONHECIDO

1)

2)

3)

O grupo de ratos Wistar espontaneamente hipertenso (SHR) e o
subgrupo espontaneamente hipertenso obeso-induzido (SHR O),
apresentam aumento dos pesos cardiaco e renal em relagao ao peso
corporal, relacionado ao aumento do colageno. No rim, em
particular, possivelmente elementos teciduais “ndo colagenos”,
poderiam ter contribuido para o maior peso do 6rgao. O subgrupo
normotenso obeso-induzido (O) também apresenta aumento do

colageno renal.

Os subgrupos normotenso obeso-induzido (0), espontaneamente
hipertenso (SHR) e espontaneamente hipertenso obeso-induzido
(SHR O) apresentam aumento da proteinturia, como marcador de

lesao renal.

O bloqueio farmacolégico duplo do sistema renina angiotensina
(SRA) produz redugées do peso cardiaco, em relagao ao peso
corporal, no subgrupo espontaneamente hipertenso obeso-induzido
(SHR O) e do colageno renal e da proteinuria no grupo
espontaneamente hipertenso (SHR) e no subgrupo espontaneamente

hipertenso obeso-induzido (SHR O).
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b) O QUE O ESTUDO ACRESCENTOU

1) Ratos Wistar normotensos e obesos (O) apresentam redugoes
da proteinuria e do colageno renal, apés bloqueio farmacolégico

duplo do SRA.
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