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RESUMO

A hipertensdo arterial € um problema de satde publica mundial que representa alto risco
para outras doencas cardiovasculares e renais, inclusive, cerca de 667.184 ¢bitos devido a
hipertensdo arterial foram registrados no Brasil entre 2008 e 2017. Em vista disso, é importante
que mais estudos busquem compreender melhor a fisiopatologia e novas metodologias
terapéuticas para o tratamento dessa doenga. A hipertensdo renovascular 2 rins 1 clipe (2R1C)
¢ um modelo experimental caracterizado pelo aumento da atividade do sistema renina
angiotensina (SRA), da atividade simpatico e da ingestdo diaria de 4gua e NaCl hipertonico,
além de remodelamento/hipertrofia cardiaca. No entanto, o papel da atividade angiotensinérgica
nas alteracbes do comportamento ingestivo de agua e NaCl e na hipertrofia cardiaca nesse
modelo ainda ndo esta bem estabelecido. Assim, € possivel especular que o bloqueio da enzima
conversora de angiotensina seja capaz de modificar o comportamento ingestivo e as alteracdes
cardiovasculares de ratos com hipertensdo renovascular 2R1C. O objetivo do presente estudo
foi investigar se a inibicdo dos mecanismos angiotensinérgicos através do bloqueio da enzima
conversora de angiotensina modifica 0 comportamento ingestivo e as variaveis
cardiovasculares de ratos Wistar com hipertensdo renovascular 2R1C. Foram utilizados ratos
Wistar pesando entre 150 e 180 gramas para indugdo da hipertensdo renovascular 2R1C. O
tratamento com enalapril (3 mg/kg/dia; 14 dias) iniciou-se no 15° dia ap0s a cirurgia 2R1C, ou
seja, durante a fase de desenvolvimento da hipertensdo. Sete dias apds o inicio do tratamento
com enalapril, foram realizados os registros diarios de ingestdo de dgua e NaCl 0,23 M e, ao
final do experimento, o coracdo foi coletado para avaliacdo do peso e volume cardiaco. A
estenose parcial da artéria renal, com rim contralateral intacto, induziu um aumento da pressao
arterial sistolica e, consequentemente, da pressdo arterial média, sem alteracdo da frequéncia
cardiaca. Ratos 2R1C tratados com enalapril ingeriram maior volume de NaCl em comparacgéo
aos sham, porém houve reducédo da ingestao de 4gua nesse grupo. Ambos 0s grupos hipertensos
2R1C tiveram aumento no peso do coracdo, mas sem alteracdo no volume cardiaco, em
comparagao aos animais sham. Dessa forma, os resultados do presente estudo mostram que o
bloqueio da enzima conversora de angiotensina com enalapril na dose de 3 mg/kg nao foi capaz
de reduzir as variaveis cardiovasculares em ratos hipertensos 2R1C, porém induziu um aumento

significativo da ingestdo de NaCl 0,23 M e reduziu a ingestdo de agua.

Palavras-chave: Hipertensdo; Angiotensina Il; Enalapril; S6dio; Cardiomegalia.



ABSTRACT

Hypertension is a worldwide public health problem that represents a high risk for other
cardiovascular and renal diseases, including about 667,184 deaths due to hypertension were
recorded in Brazil between 2008 and 2017. Considering this, it is important that further studies
seek to better understand the pathophysiology and new therapeutic methodologies for the
treatment of this disease. The 2 kidneys 1 clip (2R1C) renovascular hypertension is an
experimental model characterized by increased activity of the renin angiotensin system (RAS),
sympathetic activity and daily water and hypertonic NaCl intake, in addition to cardiac
remodeling/hypertrophy. However, the role of angiotensinergic activity in changes in water and
NaCl intake behavior and cardiac hypertrophy in this model is not yet well established. Thus,
it is possible to speculate that angiotensin-converting enzyme blockade may be able to modify
the ingestive behavior and cardiovascular changes in rats with renovascular hypertension 2R1C.
The aim of the present study was to investigate whether angiotensin-converting enzyme
blockade modifies the ingestive behavior and cardiovascular changes of 2R1C hypertensive
rats. Wistar rats weighing between 150 and 180 grams were used for induction of 2R1C
renovascular hypertension. Treatment with enalapril (3 mg/kg/day; 14 days) was started at the
15" day after the 2K1C surgery, i.e., during the hypertension development phase. Seven days
after the beginning of the treatment with enalapril, daily records of water and 0.23 M NaCl
intake were performed and, at the end of the experiment, the heart was collected to determine
cardiac weight and volume. Partial stenosis of the renal artery, with an intact contralateral
kidney, induced an increase in systolic blood pressure and, consequently, mean arterial
pressure, with no change in heart rate. Enalapril-treated 2K1C rats ingested a greater volume of
NaCl compared to sham, but there was reduced water intake in this group. Both 2K1C
hypertensive groups had increased heart weight, but no change in heart volume, compared to
sham animals. Thus, the results of the present study show that angiotensin-converting enzyme
blockade with enalapril at a dose of 3 mg/kg was not able to reduce cardiovascular variables in
2K1C hypertensive rats, but induced a significant increase in 0.23 M NaCl intake and reduced

water intake.

Keywords: Hypertension; Angiotensin II; Enalapril; Sodium; Cardiomegaly.
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1 INTRODUCAO
1.1  Hipertensao arterial

A Hipertensdo arterial (HA) é uma doenca cardiovascular cujos niveis pressoricos se
encontram permanentemente elevados, maiores ou iguais a 140 por 90 mmHg de sistdlica e
diastdlica, respectivamente. A sua origem é multifatorial, sendo dependente de fatores
genéticos, epigenéticos, sociais e ambientais, tais como, obesidade/sobrepeso, etnia,
sedentarismo, diabetes, alcoolismo e tabagismo. Possui um inicio assintomatico e durante seu
desenvolvimento altera estrutura e funcionalmente os sistemas cardiovascular, nervoso e renal

(Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, 2020).

A HA tem alta prevaléncia em todo o mundo e é considerada um dos principais fatores
de risco modificavel para o desenvolvimento de doencas renais e outras doencas
cardiovasculares (DCV), como infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico e
insuficiéncia cardiaca. No Brasil, entre 2008 e 2017, foram registrados cerca de 667.184 6bitos

devido & HA. (Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, 2020).

Quanto a etiologia, pode-se classificar a HA como primaria, quando idiopatica e
frequentemente multifatorial, ou secundaria se decorrer de doencas identificaveis que sdo
passiveis de intervencdes para controle pressorico. As principais causas de HA secundéria séo
doenca renal crénica, hipertensao renovascular, apneia obstrutiva do sono e alguns distarbios
enddcrinos, como hiperaldosteronismo  primario, feocromocitoma, hipotireoidismo,
hipertireoidismo, sindrome de Cushing, acromegalia e obesidade, entre outros (Diretrizes

Brasileiras de Hipertenséo Arterial, 2020).

Os numeros de casos de HA relatados no pais sdo variados e dependem do método da
pesquisa realizada e do grupo avaliado, como demonstrado no estudo realizado por Malta e
colaboradores, onde eles investigaram a prevaléncia da doenca em homens e mulheres a partir
de alguns critérios diagndsticos e observaram que no critério hipertenséo arterial medida, os
homens tiveram maior prevaléncia, enquanto no critério autorreferido o percentual de mulheres
prevaleceu. Em todos os critérios, a HAS aumentou com a idade de ambos os sexos e individuos
acima de 70 anos apresentaram 71,7% de aumento (Diretrizes Brasileiras de Hipertensao
Arterial, 2020; Malta DC et al., 2019).

O presente estudo ira se concentrar na Hipertensao arterial renovascular (HARV), uma

HA de etiologia secundaria, frequentemente devido a displasia fiboromuscular ou aterosclerose,
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cujo tratamento envolve abordagens farmacoldgica e cirdrgica (revascularizagdo). O
desenvolvimento da HARYV acontece por estenose parcial ou total (acima de 70%) de uma ou
ambas as artérias renais. E uma doenca silenciosa, grave e suas manifestacdes clinicas sdo
heterogéneas, com lesdes que se iniciam com alteragdes hemodindmicas minimas, mas caso
ndo tratadas, progridem para niveis criticos, com elevada ativacdo de mecanismos
fisiopatoldgicos hipertensivos e de isquemia renal (Diretrizes Brasileiras de Hipertensédo
Arterial, 2020).

1.2 Modelo de hipertensdo renovascular 2 rins — 1 clipe (2R1C) ou hipertensédo de
Goldblatt

Duas teorias foram elaboradas com objetivo de compreender 0s mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na manutencao da HA, a primeira baseada na hipotese de que a HA
seria ocasionada por alteracdes na funcdo renal, a0 mesmo tempo que a outra correlacionava a
HA as alteragBes no funcionamento do sistema nervoso central. Em vista disso, diversos
modelos experimentais animais foram desenvolvidos para estudar essa patologia (Diretriz

Brasileira de Hipertensdo Arterial, 2016).

Os diferentes modelos animais foram criados na tentativa de investigar as diversas
origens e entender as caracteristicas fisiopatoldgicas da hipertensdo, cada um contribuindo para
construir um amplo conhecimento sobre a doenca. Atualmente, o uso de animais de pequeno
porte, como os roedores, oferece maior beneficio em relacdo ao custo e a facilidade de
manuseio, o rapido periodo gestacional e o menor espaco fisico para alojamento comparado aos
animais de grande porte. No entanto, os métodos de afericdo da PA sdo desafiadores, 0s
procedimentos cirdrgicos sdo dificeis e a quantidade de amostras bioldgicas como urina e
plasma sdo menores. Todavia, sdo modelos bem adequados para se estudar os mecanismos
fisiopatoldgicos, pois reproduzem caracteristicas fenotipicas observadas na hipertensédo humana
(Lerman LO et al., 2019).

Goldblatt e colaboradores desenvolveram um modelo que envolvia isquemia limitada
ao leito renal, sendo capaz de induzir uma hipertensdo persistente. O experimento, realizado
em cdes, consistia na oclusdo parcial de ambas as artérias renais e foi observado que a redugéo
da perfusdo para os rins levou a um aumento persistente da PA. Posteriormente, o protocolo foi

alterado para oclusao parcial da artéria renal de apenas um rim, ao passo que o rim contralateral
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permanecia intacto, sendo classificado como hipertensdo renovascular 2 rins 1 clipe (2R1C).
Atualmente, muitos estudos pré-clinicos em roedores utilizam o modelo de hipertensédo
renovascular 2R1C (Goldblatt et al., 1934).

Conforme detalhado por Martinez-Maldonado, a hipertensdo renovascular 2R1C pode ser
dividida em fases. Na primeira fase, equivalente as 4 semanas ap0s clipagem, a pressao arterial aumenta
linearmente e esta associada ao aumento da atividade de renina plasmética (ARP) e, consequentemente,
aumento da concentracdo de angiotensina Il (ANG II) circulante. Durante esse periodo, o pré-tratamento
com inibidores da enzima conversora angiotensina (ECA) pode impedir o desenvolvimento ou até
mesmo reduzir a hipertensao renovascular. Durante a fase Il (5% a 82 semana apds a clipagem), 0s niveis
de pressdo arterial podem ter atingido um platé ou continuar subindo, sendo que o tratamento com o
inibidor da ECA ou remocéo do clipe podem reduzir a PA. Na fase I11 (92 semana em diante), observa-
se uma hipertensdo persistente e possivelmente de origem central, visto que o tratamento com o inibidor

da ECA ou a remogéo do clipe ndo séo capazes de reduzir a PA (Martinez-Maldonado., 1991)

1.3  Sistema renina-angiotensina no modelo de hipertensao renovascular 2R1C

O desenvolvimento da hipertensdo no modelo de Goldblatt inicia a partir da
hiperativacdo do sistema renina angiotensina (SRA). O rim com estenose parcial aumenta a
secrecdo de renina pelas células justaglomerulares e na circulacdo a renina hidrolisa o
angiotensinogénio, uma o-globulina, em angiotensina I (ANG 1), um decapeptideo com menos
acoes fisiologicas conhecidas que a ANG II. A ANG | perde dois aminoacidos terminais e é
convertida em um octapeptidio fisiologicamente ativo, sendo esta reacao catalisada pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) (Goldblatt et al., 1934; Martinez-Maldonado.,1991; Leenen
et al., 1975; Lincevicius et al., 2015; Textor, 2017; Roncari et al., 2018) (Figura 1).

A ANG I, por sua vez, possui inumeras acgdes fisioldgicas, como aumento da atividade
simpatica, atenuacdo da funcdo barorreflexa, secrecdo de vasopressina, reabsorcdo de agua,
sodio e cloreto. Ainda, estimula a ingestao de dgua e/ou NaCl, tanto por sua atividade periférica,
através do controle da secrecdo de aldosterona, quanto por sua agdo central em algumas areas
encefalicas (Goldblatt et al., 1934; Martinez-Maldonado.,1991; Leenen et al., 1975; Lincevicius
et al., 2015; Textor, 2017; Roncari et al., 2018) (Figura 1).
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Figura 1: Desenho esquematico mostrando a cascata de reacdo da ativacdo do SRA no limen
do endotélio vascular e as acdes da ANG Il em alguns 6rgédos alvo. Fonte: acervo pessoal do

autor.

Como mencionado, a ANG Il possui atuacdo central induzindo comportamentos
ingestivos, possivelmente para garantir a homeostasia do fluido corporal, e respostas
cardiovasculares dependentes de acdo simpatica e de secrecdo de vasopressina (Hoffman et al.,
1977; Johnson, 1978; Johnson, 1985; Mahon JMet al.,1995; Fitzsimons, 1998). Niveis elevados
de ANG Il atuando centralmente em ratos com hipertensao renovascular (2R1C) ou espontanea
(SHRs) regulam o tbnus simpatico e outros mecanismos neuro-humorais envolvidos no
desenvolvimento e manutencdo da hipertensdo (NystrOm et al., 2002; Roncari et al., 2018; Ruiz
et al., 1990).

1.4 Mecanismos centrais facilitatorios e inibitérios para ingestdo de agua e NaCl em

ratos normotensos

Os efeitos dipsogénicos e natriorexigénicos da ANG Il acontecem a partir da sua ligacéo
com os receptores AT1 que estdo, coincidentemente, distribuidos no sistema nervoso central
nas diversas areas prosencefalicas notoriamente envolvidas com o controle da homeostase
cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico. Estruturas prosencefalicas fenestradas,
vascularizadas e livres de barreira hematoencefalica (BHE) estdo localizadas estrategicamente
ao redor dos ventriculos encefalicos, nomeadas de érgdos circunventriculares (OCVs), como o
orgdo subfornical (OSF) e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT). Os OCVs sdo areas

com alta densidade de receptores AT1 e, portanto, na presenca de ANG Il sdo ativados
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mecanismos que facilitam a ingestdo de agua e NaCl (Steckelings U et al., 1992; Johren O.,
1995; De Luca Jr et al., 2005).

A participacdo dos OCVs na osmorregulacdo a partir do comportamento ingestivo de
agua e NaCl ¢ evidenciada por estudos que observaram os efeitos de lesfes nessas regides, as
suas conexdes neuroanatdmicas e a expressdo do gene de ativacdo imediata como marcador de
atividade neuronal, c- Fos (Mckinley M J et al., 2004; De Luca Jr., 2005).

A osmolaridade plasméatica e o volume do liquido extracelular (VEC) séo
constantemente monitorados pelo organismo. A concentracdo plasmatica do ion sodio € o
parametro crucial para avaliacdo da osmolaridade. O aumento da osmolaridade € monitorado
por osmorreceptores especialmente localizados no OSF, OVLT e nlcleo pré-6ptico mediano
(MnPO) e areducdo do VEC, por barorreceptores e pelas células justaglomerulares. A presenca
de neurdnios sensiveis aos niveis de sdédio e de receptores de ANG Il nos OCVs, permite que
sejam detectadas as variagbes na concentracdo plasmatica de sodio e de ANG Il. LesOes
permanentes ou temporarias, seletivas ou combinadas nos OCVs localizados na lamina terminal
inibem a sede e o apetite ao s6dio em animais privados de 4gua ou com deplecédo de sodio (De
Luca Jr et al., 2005).

A deplecéo de sodio induzida por injecdo subcutanea de furosemida ou adrenalectomia
bilateral aumenta a concentracdo plasmatica de ANG Il e a expressdo de c-Fos, um marcador
de atividade neuronal, nos neurdnios do OSF e OVLT. Em contrapartida, injecdo subcutanea
de losartan ou valsartan (antagonistas dos receptores AT1) e altas doses do inibidor da ECA
impedem consideravelmente essa expressao de c-Fos em ambas as areas encefalicas (Mckinley
M Jetal., 2003). Injecéo intracerebroventricular (icv) do inibidor da ECA (captopril) ou injecéo
icv de losartan, diminui a ingestdo de NaCl em animais submetidos a deplecédo de sodio (Moe
et al., 1984; Weisinger et al., 1987; Weisinger et al., 1996; Fitzsimons, 1998). Por outro lado, a

injecdo icv de ANG Il aumenta a ingestdo de NaCl induzida por hipovolemia (Fitts et al., 1985).

Os neurénios do OSF apresentam osmossensibilidade intrinseca (Sibbald et al., 1988;
Bourque et al., 1994; Anderson et al., 2000) e a lesdo dessa area reduz a ingestdo de agua
induzida por hiperosmolaridade (Stratford et al., 2000). Também foi demonstrado que a
ingestdo de 4gua e NaCl induzida por hiperosmolaridade depende da ativagdo de mecanismos
angiotensinérgicos do OSF (Roncari et al., 2017). Além disso, estudos anatdbmicos mostraram
gue o OSF possui conexdes aferentes e eferentes com diversas regides encefalicas sabidamente
envolvidas na regulacdo da ingestao de dgua e NaCl e da PA (Johnson et al., 1993; Johnson et
al., 1997).
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Estudos demonstram que a ingestdo de NaCl de animais submetidos a lesées no OSF é
menor em comparagdo aqueles sem lesGes ou com lesGes parciais, mesmo o esgotamento de
sodio sendo semelhante para todos os grupos. Ainda, a ingestdo de NaCl de ratos depletados de
sodio, mas sem lesdes ou com lesdes parciais no OSF € substancialmente reduzida ou eliminada
pela ablagdo do OSF ou por antagonistas do SRA, desse modo os autores sugerem que a
ingestdo de sodio observada neste experimento € mediada pela acdo da ANG Il sobre seus

receptores (Weisinger et al., 1990).

Animais submetidos a privacéo hidrica (PH) permanecem com a atividade da renina
plasmatica elevada mesmo apos a reidratacdo apenas com agua (De Luca Jr et al., 2002). Esse
resultado é coerente visto que a manutencdo da osmolaridade em valores homeostaticos é
importante para a correcdo da hipovolemia. Dessa forma, o SRA permanece ativado
estimulando a produgdo de ANG Il que faz o animal desenvolver um apetite especifico para o
sodio, haja vista que na presenca de antagonistas do SRA ha a inibicao desse apetite mesmo o
animal ja submetido aos protocolos de PH ou desidratacdo extracelular. Fendmeno semelhante
acontece em humanos reidratados exclusivamente com agua que rapidamente buscam solucdes
salinas mais concentradas. Em vista disso, é notério que a ANG Il possui um papel muito
importante no controle da sede e do apetite ao sodio (Weisinger et al., 1985; Takamata et al.,
1994; De Luca Jr., 2005).

Paralelamente a atuacdo dos mecanismos que facilitam a ingestdo de 4gua e de NaCl a
partir da ANG Il ou hiperosmolaridade, o organismo também dispde de mecanismos inibitorios
da ingestdo de agua e de NaCl que atuam limitando a ingestdo nas situacdes em que o equilibrio
esta presente, ou seja, esses mecanismos sinalizam para que ocorra a saciedade. Estudos
pioneiros mostraram que as lesdes eletroliticas ou quimicas e a injecdo de lidocaina no nicleo
parabraquial lateral (NPBL) aumentam a ingestdo de agua induzida por injecdo central ou
periférica de ANG I, bem como por outros estimulos relacionados com a formacdo de ANG
I1, sugerindo um papel inibitério do NPBL sobre o controle da ingestdo de dgua (Ohman et al.,
1986; Ohman et al., 1989; Edwards et al., 1991; Menani et al., 1995).

Em um estudo subsequente, Menani e colaboradores mostraram que injecGes bilaterais
no NPBL de metisergida, um antagonista de receptores serotonérgicos, aumentavam a ingestéo
de agua induzida por injecédo icv de ANG Il (Menani et al., 1995). Por outro lado, injecGes de
serotonina (5-HT) ou DOI (agonista de receptores 5-HT2A/2C) no NPBL reduzem a ingestao
de agua induzida por ANG Il injetada no ventriculo lateral (VL) (Menani et al., 1995). Esses

resultados corroboram com os resultados anteriores que demonstram o envolvimento do NPBL
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com 0s mecanismos inibitérios da ingestdo de agua e sugerem que vias serotonérgicas

participam desse efeito.

Além da 5-HT, a colecistocinina (CCK) também tem um papel inibitdrio na ingestdo de
agua e NaCl (Menani et al., 1998), demonstrando-se, inclusive, uma interdependéncia e
cooperatividade entre 5-HT e CCK no NPBL no controle da ingestdo de d&gua e NaCl (De Gobbi
et al., 2001). Estudos mais recentes mostraram que paralelamente a 5-HT e CCK, varios outros
neurotransmissores e receptores participam do controle da ingestdo de NaCl no NPBL. Dentre
esses neurotransmissores, 0 hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e o glutamato ativam
esse mecanismo inibitorio reduzindo ou limitando a ingestdo de NaCl, enquanto a ativacao de
receptores opioidérgicos, adrenérgicos a2 e purinérgicos no NPBL bloqueiam o mecanismo
inibitério permitindo uma intensa ingestdo de NaCl por ratos estimulados a ingerir NaCl
(Andrade et al., 2004; Callera et al., 2005; De Castro e Silva et al., 2006; De Oliveira et al.,
2008; De Gobbi et al., 2009; Menezes et al., 2011; Pavan et al., 2015).

Injecdes de antagonistas da 5-HT, CCK, CRH e glutamato, assim como agonistas de
receptores adrenérgicos a2, purinérgicos ou opioidérgicos no NPBL aumentam a ingestdo de
NaCl em ratos submetidos a protocolos dipsogénicos e/ou natriorexigénicos (Menani et al.,
1996, Menani et al., 1998; Menani et al., 1998; De Gobbi et al., 2000; Andrade et al., 2004;
Andrade et al., 2006; De Castro e Silva et al., 2006; De Gobbi et al., 2009; Menezes et al., 2011;
Pavan et al., 2015). Porém, em ratos normotensos em condicdo de normohidratacdo, esses
mesmos tratamentos ndo produzem nenhum efeito na ingestdo de NaCl (Menani et al., 1996;
Menani et al., 1998; Andrade et al., 2004; Menezes et al., 2011). Isso levou a hipotese de que a
ingestdo de NaCl so ocorreria quando, simultaneamente, mecanismos facilitatérios fossem

ativados e mecanismos inibitérios fossem desativados.

No entanto, resultados posteriores mostraram que somente injecdes bilaterais de
agonistas gabaérgicos no NPBL induzem uma intensa ingestdo de NaCl em ratos
normohidratados (Callera et al., 2005; De Oliveira et al., 2011). Esses estudos demonstraram
que injecOes bilaterais no NPBL de muscimol (agonista de receptores GABAA) ou baclofen
(agonista de receptores GABAB) induzem intensa ingestdio de NaCl e agua em ratos
normohidratados e sem nenhum tratamento prévio (Callera et al., 2005; De Oliveira et al.,
2011).
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1.5 Mecanismos centrais facilitatorios (ANG Il e hiperosmolaridade) e inibitorios para

ingestdo de agua e NaCl em ratos com hipertensao renovascular 2R1C

O modelo de hipertensdo renovascular 2R1C se caracteriza fisiopatologicamente com
aumento da pressdo sanguinea sistémica e danos a 6rgdos-alvos. Além disso, sabe-se que a
reducdo da pressdo de perfusdo para o rim com estenose culmina na ativacdo do SRA e
consequentemente vasoconstricdo, aumento na atividade nervosa simpatica e uma atenuacao
barorreflexa, contribuindo para manutencdo da hipertensdo renovascular (Oliveira-Sales et al,
2009; Blanch et al., 2014; Oliveira-Sales et al., 2014; Barbosa et al., 2017).

Os animais submetidos ao modelo de Goldblatt, tem sua pressao arterial sistolica (PAS),
pressao arterial média (PAM) e a pressdo arterial diastdlica (PAD) aumentadas de forma
gradual semana a semana, atingindo um platd na 62 semana apés a cirurgia de inducdo da

hipertensdo (Oliveira-Sales et al., 2014).

Além das alteragdes cardiovasculares, estudos anteriores mostram que ratos submetidos
ao procedimento experimental para oclusdo parcial da aorta abdominal entre as artérias renais,
com reducao do fluxo sanguineo ao rim esquerdo apresentam quadros de natriofilia e aumento

da ingestdo de 4gua logo na primeira semana apoés a cirurgia (COSTALES et al., 1984).

Dessa forma, Roncari e colaboradores demonstraram que ratos 2R1C tem uma maior
ingestdo de NaCl 0,3 M nas 5 semanas apds a inducdo da hipertensao renovascular, mas ao final
da 62 semana a ingestdo diaria de NaCl hipertdnico retorna aos niveis observados em ratos
normotensos (Roncari et al., 2018). Apesar disso, o0s ratos 2R1C permanecem mais responsivos
aos efeitos induzidos por protocolos natriorexigénicos, como injecdo icv de ANG Il e privagédo
hidrica seguida de reidratacdo parcial (PH-RP), sugerindo que a ingestdo espontanea de NaCl
hiperténico em ratos 2R1C provavelmente aconteca pela acdo da ANG Il em areas encefalicas
de controle da ingestdo de sodio, como a ativacdo de receptores AT1 presentes no OSF (Roncari
etal., 2018).

O retorno da ingestdo diaria de NaCl 0,3 M aos niveis basais na 6% semana de
desenvolvimento da hipertensdo renovascular observado no estudo e a maior sensibilidade aos
protocolos natriorexigénicos, indicam que haja modificagdo nos mecanismos inibitérios e
facilitatorios para a ingestdo de NaCl em animais com hipertensao renovascular 2R1C (Roncari
etal., 2018).

Resultados recentes ndo publicados de nosso laboratério mostraram que apenas a

inativacdo dos mecanismos inibitorios do NPBL com inje¢fes de moxonidina (agonista
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adrenérgico a2/imidazoélico) foi capaz de induzir ingestdo de NaCl hipertonico em ratos 2R1C,
enguanto ndo se observa essa resposta em animais normotensos. Esse resultado sugere que é
possivel que um mecanismo inibitorio fasico (mecanismos serotonérgicos, adrenérgicos,
glutamatérgicos e purinérgicos) em animais normotensos possa ter sido alterado para um
mecanismo inibitdrio tbnico (mecanismos gabaérgicos e opioidérgicos) em ratos 2R1C (David

et al., em preparacéo).

A modificacdo de inibicdo fasica para inibicdo tbnica pode explicar o retorno da
ingestdo de NaCl aos niveis observados em animais normotensos em fases tardias da
hipertensdo. Dessa forma, € possivel que haja uma perturbacéo no padrdo normal de regulacéo
da ingestdo de NaCl pelo NPBL, assim como a interacdo com mecanismos facilitatorios
ativados pela ANG |1 ou hiperosmolaridade plasmatica em ratos com hipertenséo renovascular
(David et al., em preparacao).

1.6 Hipertrofia cardiaca em ratos com hipertensdo renovascular 2R1C

Ratos 2R1C na fase de hiperatividade do SRA ainda apresentam quadros de inflamagéo,
disfungdo endotelial, danos microvasculares e remodelamento cardiaco (Restini et al., 2022).
Fisiopatologicamente, na fase em que hd aumento da atividade do SRA e consequente alta
producdo de ANG I, espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em grande
quantidade (Restini et al., 2022). Desse modo, estudos tém demonstrado que as respostas
inflamatorias do sistema cardiovascular e a hipertrofia cardiaca frente a hipertensdo 2R1C
podem estar associadas ao aumento excessivo de EROs durante a alta atividade do SRA,
contribuindo para a génese e progressdo das alteracdes patoldgicas relacionadas a hipertensao
(Restini et al., 2022).

Estudos demonstraram que a ANG Il é uma importante molécula estimuladora da
producdo de superdxido (O2-¢) através da ativacdo da NADH/NADPH oxidase, inclusive a
producdo de O2-¢ pelos cardiomidcitos vasculares em culturas de células aumentou apos
tratamento com ANG 11 (Griendling et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996). Por esse motivo,
pode perceber que o estresse oxidativo desencadeado pelo aumento da atividade do SRA nas
fases iniciais do desenvolvimento da hipertensdo renovascular provavelmente é o mecanismo
fisiopatoldgico essencial para o desenvolvimento dos fatores de risco cardiovascular e das
doencgas cardiacas, haja vista que 0 O2-+ ¢é o agente oxidativo mais presente em animais
submetidos a esse modelo de hipertensdo (Restini et al., 2022; Ceron CS et al., 2013; Oliveira

JC et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que o tratamento com resveratrol, um
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antioxidante e anti-inflamatério, promoveu uma protegdo eficiente contra a

remodelacdo/hipertrofia cardiaca induzida por hipertensao renovascular (Restini et al., 2022).

O aumento da hipertrofia cardiaca possivelmente se da como uma resposta
compensatdria a pressao arterial elevada; ou seja, a hipertrofia parece ter o objetivo de manter
0 débito cardiaco (DC) e a perfusao sistémica frente ao aumento da pos-carga causado pela
hipertensdo renovascular (Akbar Nekooeian A et al., 2021). Tais alteracbes podem ser
atribuidas a um elevado nivel sérico de ANG II, afinal estudos prévios mostraram que doses
diferentes de captopril e losartan, além de reduzir a PAS, foram capazes de reduzir o peso do
coracdo e o volume cardiaco total (Akbar Nekooeian A et al., 2021). Considerando os dados
prévios da literatura, seria interessante investigar se o bloqueio da ECA modificaria o
comportamento ingestivo e as alteragdes cardiovasculares de ratos Wistar com hipertenséo
renovascular 2R1C.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar se o bloqueio dos mecanismos
angiotensinérgicos através da inibicdo da enzima conversora de angiotensina modifica o
comportamento ingestivo e as alteragfes das atividades cardiovasculares de ratos Wistar com

hipertensdo renovascular 2R1C.
Objetivos especificos:

Os experimentos foram realizados em ratos hipertensos 2R1C tratados com veiculo ou

enalapril e sham com objetivos especificos de:

- Investigar os efeitos da inibicdo dos mecanismos angiotensinérgicos com enalapril na

ingestdo diaria de 4gua, NaCl 0,23 M e racdo;

- Verificar os efeitos da inibicdo dos mecanismos angiotensinergicos com enalapril na
excrecdo urindria diaria;
- Avaliar os efeitos da inibi¢cdo dos mecanismos angiotensinérgicos com enalapril na

pressdo arterial,

- Analisar os efeitos da inibicdo dos mecanismos angiotensinérgicos com enalapril na

hipertrofia cardiaca.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar jovens provenientes do Biotério Central da UFC e os
experimentos foram realizados na sala de manutencdo do Laboratorio de Neurofisiologia e
Comportamento Ingestivo (LANCI). No dia da cirurgia de inducdo da hipertensao renovascular
2R1C o peso dos animais com cirurgia ficticia (SHAM) era de 187 + 8 g, 2R1C tratado com
veiculo 176 + 3 g e 2R1C tratado com enalapril 171 £ 3 g. Os animais foram mantidos em
caixas coletivas, com livre acesso a racdo Nuvilab CR-1 irradiada (Quimtia, Colombo, Brasil)
e dois bebedouros contendo dgua e NaCl 0,23 M e permaneceram em ambiente climatizado
com temperatura (24 °C) e umidade (60 = 10%) controlados, com ciclo claro-escuro de doze
horas (luzes acesas as 7 h). Na 32 semana apds a cirurgia, os animais foram transferidos para
gaiolas metabolicas de aco inoxidavel, onde permaneceram até o final dos experimentos. Os
protocolos propostos foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais da UFC
(CEUA-UFC) sob o protocolo n® 7872290120.

3.2 Cirurgia para desenvolvimento da hipertensdo renovascular 2R1C

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de cetamina (80 mg/kg;
Dechra Brasil, Londrina, PR, Brasil) combinada com xilazina (5 mg/kg; Syntec do Brasil Ltda.,
Santana de Parnaiba, SP, Brasil ), posicionados em uma mesa cirurgica e feito uma laparotomia
para exposicdo do rim esquerdo. A artéria renal esquerda foi cuidadosamente isolada para a
colocacdo de um clipe de prata que ocluiu parcialmente a artéria (diametro interno de 0,2 mm).
Nos ratos com cirurgia ficticia (ratos sham), o mesmo procedimento foi realizado, exceto a
insercdo do clipe de prata. A incisdo foi suturada e, imediatamente apds a cirurgia, 0s ratos
receberam injecdo intramuscular de antibidtico (penicilinas - 24.000 Ul e
estreptomicina/diidroestreptomicina - 10 mg; Pentabidtico veterinario - Zoetis, Campinas, SP,
Brasil) e injecdo subcutanea de analgésico/anti-inflamatorio (cetoprofeno - 5 mg/kg; Agener
Unido, Embu-Guagu, SP, Brasil ).

3.3  Drogas utilizadas

Enalapril, inibidor da enzima conversora de angiotensina, foi dissolvido em veiculo

(salina isotdnica estéril) e administrado por via oral (gavagem) na dose de 3 mg/kg/dia.
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34 Registro indireto da pressao arterial sistolica (PAS)

Entre a 2% e 5% semana apos a cirurgia 2R1C, a PAS foi mensurada, semanalmente,
através do método de pletismografia de cauda, utilizando o MRBP System (1ITC Life Sciences).
Trés dias antes de iniciar os registros, uma vez ao dia, os ratos foram adaptados a entrarem e
permanecerem dentro de contensores por aproximadamente 15 minutos, com o objetivo de
reduzir o estresse e, consequentemente, obter uma maior imobilizacdo dos animais no periodo

de experimentacéo.

Nos dias de afericdo, os ratos foram colocados em uma caixa térmica a 37°C durante
dez minutos para aquecimento corporal. Apos o aquecimento, a regido proximal da cauda dos
animais foi encaixada em um manguito de borracha acoplado a um esfigmomandmetro
programado para inflar e desinflar automaticamente em intervalos de aproximadamente 50
segundos. Proximo ao manguito, foi acoplado um transdutor de pulso conectado a um sistema
de registro, onde o primeiro sinal de pulso durante a desinflacdo foi considerado a PAS. O
procedimento foi realizado durante quatro vezes em cada animal e a média dos quatro registros

definiram os valores finais da PAS para cada animal.

3.5  Registro direto da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

Os animais foram anestesiados novamente como descrito acima e foi realizada a
canulacdo da artéria femoral para o registo direto da PAM e frequéncia cardiaca (FC). A canula
consistiu em um tubo de polietileno PE-10 soldado a um tubo de polietileno PE-50. No final da
canulacdo, a canula foi exteriorizada e suturada na pele do dorso do animal. A cénula foi
preenchida com solucdo fisiologica estéril. Apds a cirurgia, 0s ratos receberam uma injecéo sc
de analgésico/anti-inflamatorio (cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato). No dia seguinte, a canula
inserida na artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressao (Stathan Gould) e acoplado
a um amplificador (ETH-200, CB SCIENCES INC) e a um sistema de aquisi¢do de analise de
dados (PowerLab ADInstruments). A PAM foi calculada a partir do sinal de presséo arterial
pulsatil (PAP), enquanto o calculo para obtengéo da FC se deu a partir da frequéncia instantanea
do sinal de PAP.
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3.6  Medidas diarias de ingestdo de 4gua, NaCl 0,23 M e ragdo, do volume urinério e

do peso corporal

Apds a 32 semana de desenvolvimento da hipertensdo 2R1C, os animais foram alocados
individualmente em gaiolas metabdlicas. A ingestdo de 4gua e NaCl 0,23 M, consumo de racdo
e volume urinario foram medidos diariamente por 7 dias. Apos avaliagdo da ingestdo diéria de
agua, racdo e NaCl e coleta da urina, os animais foram pesados. Para avaliar a ingestao diaria
total de liquidos, foram somados os valores individuais de ingestdo de agua e NaCl 0,23 M para
cada animal. Com base no volume total de liquidos ingeridos, foi calculada a molaridade da

solugéo ingerida diariamente.
3.7  Eutanasia e analise dos rins e coracao

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados com cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg). Os rins foram retirados e pesados para confirmar a atrofia do
rim esquerdo clipado e a hipertrofia do rim direito contralateral. (Smith e Bishop 1986). O

coracdo foi retirado e pesado.
3.8  Determinacao do volume cardiaco

Apds a pesagem, o coracao foi colocado em um béquer de 100 ml contendo um volume
conhecido de agua e o volume cardiaco foi determinado pelo método de imersdo. Dessa forma,
o volume cardiaco foi calculado como a diferenca entre o volume final apds imerséo do coragao

e o volume inicial de 4gua contida no béquer.
3.9  Apresentacao dos resultados e analise estatistica

Os resultados foram tabelados. A média e o erro padrdo da média (EPM) foram
representados em gréficos ou tabelas. A analise de variancia (ANOVA) e o pds-teste de
Newman Keuls foram utilizados para as comparacgdes entre diferentes tratamentos. ANOVA de
um fator foi utilizada para comparar a razdo do peso RE/RD, PAM, FC, peso do coragédo e
volume cardiaco (fator grupo). ANOVA de dois fatores foi utilizada para comparar as ingestdoes
de racdo, agua e NaCl, volume urinario e PAS (fatores grupo e tempo). As diferencas foram

consideradas significativas para P < 0,05.
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3.10 Protocolo experimental realizado

3.10.1 Efeitos do tratamento com enalapril no consumo diario de agua, NaCl 0,23 M e racéo,

volume urinario e nas variaveis cardiovasculares em ratos hipertensos 2R1C

Ratos 2R1C e sham (ratos normotensos) foram tratados com veiculo ou enalapril (3
mg/kg) por via oral (gavagem) por 14 dias a partir do 15° dia ap6s a cirurgia de inducéo da
hipertensdo ou cirurgia ficticia. No 19° dia, os animais foram alojados em gaiolas metabolicas
para adaptacdo; apds esse periodo, as avaliagbes didrias foram registradas por 7 dias
consecutivos (Figura 2).

No 28° dia pos-cirurgica foi realizado o ultimo registro da PAS de cada rato e no dia
seguinte, os animais foram novamente anestesiados e a artéria femoral canulada para registro
da PAM e FC. No dia do registro, a canula arterial foi conectada ao sistema de registro de PA
e a PAM e FC foram registradas por 30 minutos. Ao final, os ratos foram profundamente
anestesiados e eutanasiados por exsanguinacdo, o coracao e rins foram coletados, o primeiro
para pesagem e avaliacdo do volume cardiaco, enquanto o segundo para a realizacdo da razédo
peso RE/RD como um dos parametros de confirmagdo da hipertenséo renovascular. Para a
realizacdo do protocolo foram utilizados trés grupos experimentais: 1) sham tratado com
veiculo (Sham); 2) 2R1C tratado com veiculo (2R1C veiculo); 3) 2R1C tratado com enalapril
(2R1C enalapril) (3 mg/kg) (Figura 2).

Cirurgia 2R1C ou ficticia (Sham) Pletismografia Pletismografia
T T Gaiola T — Canulagao
0 7 14 15 21 28 29 30dias
L 1 1 1 1 ] 1 1
| | | | | ] | 1
l L, Afericdo direta
l e eutandsia

. ) Pletismografia
Pletismografia { J

|

Veiculo ou enalaprl (3 mg/kg/dia) ig

Figura 2: Desenho esquemaético do protocolo experimental realizado em ratos sham ou 2R1C

tratados com veiculo ou enalapril (3 mg/kg/dia).
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4 RESULTADO

4.1 Ingestdo diaria de &gua e NaCl 0,23 M por ratos 2R1C e sham tratados com veiculo

ou enalapril

A ingestdo diéria de agua do grupo 2R1C veiculo (dia 1: 59 + 13 ml; dia 2: 58 £ 13 ml;
dia 3: 51 + 12 ml; dia 4: 60 £ 11 ml; dia 5: 49 + 8 ml; dia 6: 50 + 6 ml e dia 7: 50 = 8 ml/24 h;
n = 8) aumentou significativamente em relacdo aos grupos sham (dia 1: 38 £ 2 ml; dia 2: 38 £
4ml;dia3:43 x4 ml;dia4: 44 x4 ml;dia5: 44 £ 4 ml;dia6: 48 £5mledia7: 48 £ 4 ml/24
h; n=7) e 2R1C enalapril (dia1:50 £ 6 ml; dia 2: 43+ 3 ml; dia 3: 43+ 4 ml; dia4: 49 £ 6 ml;
dia5:47 £ 4 ml; dia 6: 45+ 4 ml e dia 7: 44 £ 4 ml/24 h; n = 8) [F (2,140) = 3,70; P < 0,05].
Embora a andlise estatistica tenha indicado diferenca entre os grupos, o pds-teste (Newman
Keuls - ANOVA de dois fatores) ndo identificou os dias exatos em que o consumo foi diferente
entre os grupos. Ainda, ndo houve diferenga entre o grupo enalapril e sham (Figura 3A).

A ingestdo diaria de NaCl 0,23 M do grupo 2R1C veiculo (dia 1: 51 + 16 ml; dia 2: 44
+13ml;dia3:46 +9ml;dia4: 43+ 11 ml; dia5: 45+ 11 ml;dia6: 39+9mledia7: 46 =
13 ml/24 h; n = 8) ndo teve diferenca significativa em comparagéo ao grupo sham (dia 1: 24 +
4ml;dia2:32+7ml;dia3:32+9ml; dia4: 35+ 11 ml; dia5: 43+ 10 ml; dia6: 47 £ 8 ml
edia7: 47 £9ml/24 h; n=7). No entanto, a ingestdo de NaCl 0,23 M do grupo 2R1C enalapril
(dial: 61+ 15ml;dia2: 55+ 12 ml; dia3: 46 £9ml; dia4: 52 + 11 ml; dia5: 65+ 17 ml; dia
6: 56 £ 13 mledia7: 58 + 9 ml/24 h; n = 8) foi significativamente maior do que o grupo sham
[F (2,140) = 4,76; P < 0,05] (Figura 3B).
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Figura 3 - Ingestdo diaria de (A) agua e (B) NaCl 0,23 M por ratos 2R1C e sham tratados com
veiculo ou enalapril (3,0 mg/kg/dia). Valores sdo representados como média £ EPM; numero

de animais esta representado entre parénteses.
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A avaliacdo da ingestdo diria total de liquidos mostrou que os animais do grupo 2R1C
veiculo (dia 1: 109 + 24 ml/24 h; dia 2: 103 = 23 ml/24 h; dia 3: 93 + 24 ml/24 h; dia 4: 103 +
19 ml/24 h; dia 5: 94 £ 16 ml/24 h; dia 6: 88 £ 14 ml/24 he dia 7: 96 £ 18 ml/24 h;n=8) e
2R1C enalapril (dia 1: 111 + 17 ml/24 h; dia 2: 98 £ 12 ml/24 h; dia 3: 90 £ 9 ml/24 h; dia 4:
101 + 14 ml/24 h; dia 5: 112 + 21 ml/24 h; dia 6: 101 £ 15 ml/24 h e dia 7: 102 + 10 ml/24 h;
n = 8) ingeriram significativamente maior volume em comparagdo ao grupo sham (dia 1: 62 £
5ml/24 h; dia 2: 70 £ 6 ml/24 h; dia 3: 76 £ 9 ml/24 h; dia 4: 79 = 11 ml/24 h; dia 5: 87 £ 10
ml/24 h; dia 6: 95 £ 11 ml/24 h e dia 7: 95 = 11 ml/24 h; n = 8) [F (2,140) = 3,79; P < 0,05].
N&o houve diferenca na ingestdo total de fluidos entre ambos os grupos 2R1C (Figura 4).

Ratos 2R1C veiculo mesmo com aumento da ingestdo diaria total de fluidos nao
apresentou aumento significativo na molaridade diéria. Entretanto, a molaridade da solucéo
final ingerida diariamente foi significativamente maior em ratos 2R1C enalapril (dia 1: 0,12 +
0,02 M; dia 2: 0,12 £ 0,01 M; dia 3: 0,11 £ 0,01 M; dia 4: 0,11 + 0,01 M; dia 5: 0,12 + 0,01 M;
dia6: 0,12+ 0,01 M e dia 7: 0,13 £ 0,01 M; n = 8) em comparacdo aos ratos 2R1C veiculo (dia
1: 0,09 + 0,02 M; dia 2: 0,09 + 0,02 M; dia 3: 0,09 £ 0,02 M; dia 4: 0,09 £ 0,02 M; dia 5: 0,10
+ 0,02 M; dia 6: 0,09 + 0,01 M e dia 7: 0,09 + 0,02 M; n = 8) e, também, sham (dia 1: 0,08 +
0,01 M; dia 2: 0,10 £ 0,02 M; dia 3: 0,09 £ 0,02 M; dia 4: 0,09 + 0,02 M; dia 5: 0,11 + 0,02 M;
dia6: 0,11 £0,01 Media7: 0,11 £ 0,01 M; n = 8) (Figura 5).
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Figura 4 — Ingestdo diéria total de liquidos por ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou
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Figura 5 — Molaridade da solucéo final ingerida diariamente por ratos 2R1C e sham tratados

com veiculo ou enalapril (3,0 mg/kg/dia). Valores séo representados como média + EPM;

numero de animais esta representado entre parénteses.
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4.2 Ingestdo diaria de racao por ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou enalapril

O consumo de racdo por sete dias consecutivos do grupo 2R1C veiculo (dia 1: 33 £ 2
0/24 h; dia 2: 30 + 3 g/24 h; dia 3: 31 £ 5 g/24 h; dia 4: 37 £ 5 g/24 h; dia 5: 34 £ 3 ¢g/24 h; dia
6: 35+ 4 g/l24 hedia7: 38 =4 g/24 h; n = 8) ndo teve diferenca significativa em comparacao
ao grupo sham (dia 1: 29 + 2 g/24 h; dia2: 35+ 1 g/24 h; dia3:33+£1g/24 h; dia4:31+1
0/24 h; dia5:33+19/24 h;dia6:32+1g/l24hedia7:31+1g/24 h; n=8). Em contrapartida,
a ingestdo diaria de racdo do grupo 2R1C enalapril foi significativamente menor em
comparagao com o grupo 2R1C veiculo (dia 1: 26 £ 4 g/24 h; dia 2: 29 + 3 g/24 h; dia 3: 31 £
19/24 h; dia4:29+49/24 h;dia5:32+19/24h;dia6:32+19/24hedia7:32+19/24h;

n = 8), mas ndo teve diferenca em relacdo ao grupo sham (Figura 6).
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Figura 6 - Ingestdo diaria de racdo por ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou enalapril
(3,0 mg/kg/dia). Valores sdo representados como média = EPM; nlimero de animais esta

representado entre parénteses.
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4.3  Volume urinéario diario de ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou enalapril.

O volume urinério do grupo 2R1C veiculo (dia 1: 63 + 22 ml; dia 2: 62 £ 21 ml; dia 3:
58 + 21 ml; dia 4: 59 + 20 ml; dia 5: 55 + 18 ml; dia 6: 48 + 14 ml e dia 7: 55 £ 18 ml/24 h; n
= 8) ndo teve diferenca significativa em comparacdo ao grupo sham e 2R1C enalapril. Porém,
nos ratos 2R1C enalapril (dia 1: 79 £ 20 ml; dia 2: 62 £ 12 ml; dia 3: 53 + 8 ml; dia 4: 70 + 18
ml; dia 5: 74 £ 21 ml; dia 6: 65 £ 16 ml e dia 7: 66 = 10 ml/24 h; n = 8) o volume urinario
aumentou significativamente em comparacdo ao grupo sham (dia 1: 30 £ 3 ml; dia2: 34 + 6
ml; dia 3: 38 £ 8 ml; dia4: 44 + 10 ml; dia 5: 48 £+ 9 ml; dia 6: 55 + 9 ml e dia 7: 56 + 10 ml/24
h; n=7) [F (2,140) = 3,71; P < 0,05]. (Figura 7).
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Figura 7 - Volume urinério diario em ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou enalapril (3,0
mg/kg/dia). Valores sdo representados como média = EPM; nimero de animais esta

representado entre parénteses.
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4.4  Peso corporal de ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou enalapril

Os grupos 2R1C veiculo (dia 7: 321 + 20 g; n = 8) e enalapril (dia 7: 323 £ 11 g; n = 8)
apresentaram peso corporal significativamente menor em comparacgdo ao grupo sham (dia 7:
362 £99; n=7) [F (2,140) = 22,47; P < 0,05]. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos 2R1C veiculo e enalapril (Figura 8).
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Figura 8 - Peso corporal de ratos 2R1C e sham tratados com veiculo ou enalapril (3,0

mg/kg/dia). Valores sdo representados como média + EPM; numero de animais esta

representado entre parénteses.
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4.5 Pressdo arterial sistolica (PAS) e variacdo da PAS (APAS) de ratos 2R1C e sham

tratados com veiculo ou enalapril

A pressdo arterial sistélica aumentou significativamente em todos os registros semanais
nos grupos 2R1C veiculo (semana 2: 151 + 7 mmHg; semana 3: 181 + 8 mmHg; semana 4: 205
+ 7 mmHg e semana 5: 198 + 7 mmHg; n = 8) e enalapril (semana 2: 148 + 6 mmHg; semana
3: 179 + 7 mmHg; semana 4: 188 + 7 mmHg e semana 5: 187 + 8 mmHg; n = 8) em comparagéo
ao grupo sham (semana 2: 125 £+ 3 mmHg; semana 3: 129 £ 3 mmHg; semana 4: 132 £ 1 mmHg
e semana 5: 140 £ 3 mmHg; n = 7) [F (2,80) = 76,09; P < 0,05], demonstrando éxito no

desenvolvimento da hipertensdo renovascular (Figura 9A).

Para avaliar os efeitos da inibicdo dos mecanismos angiotensinérgicos sobre a PAS, foi
realizada a analise estatistica da variacdo da PAS (APAS) a partir da média das diferencas entre
0s registros da 3% e 5% semana apds a cirurgia 2R1C de cada animal. Dessa forma, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos sham (11 £ 2 mmHg; n = 7), 2R1C veiculo (16 £ 5
mmHg; n=7) e 2R1C enalapril (8 £9 mmHg; n=7) [F (2,20) = 0,50; P > 0,05] (Figura 9B).
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Figura 9 — (A) Pressao arterial sistdlica - PAS e (B) variacdo da PAS - APAS em ratos 2R1C
e sham tratados com veiculo ou enalapril (3,0 mg/kg/dia). Valores séo representados como

média £ EPM; numero de animais esta representado entre parénteses.
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4.6 Pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos 2R1C tratados

com veiculo ou enalapril

N&o houve diferenca significativa na PAM entre os grupos 2R1C veiculo (146,4 + 1,58
mmHg; n = 4) e 2R1C enalapril (140,9 £ 8,9 mmHg; n =7) [F (1,9) = 0,20; P < 0,05] (Figura
10A). Também néo houve diferenca significativa na FC entre os grupos 2R1C veiculo (398 £
19 bpm; n = 4) e enalapril (390 + 22 mmHg; n=7) [F (1,9) = 0,06; P < 0,05] (Figura 10B).



160 1

120 -

PAM (mmHg)

40 -

480

360 -

FC (bpm)
N
o

120 o

80 1

39

)

2R1C-V

2R1C-E

()

2R1C-V

2R1C-E
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40

4.7  Razdo peso rim esquerdo/rim direito em ratos sham e 2R1C tratados com veiculo

ou enalapril

Para avaliar a atrofia do rim com perfusdo reduzida pela clipagem da artéria renal, foi
realizada a relacéo entre o peso dos rins esquerdo (RE) e direito (RD). Os grupos 2R1C veiculo
(0,77 £ 0,06 g; n = 8) e 2R1C enalapril (0,60 £ 0,06 g; n = 8) tiveram uma razdo RE/RD
significativamente reduzida em comparacgédo ao grupo sham (0,97 + 0,02 g; n =7) [F (2,20) =
14,36; P < 0,05]. Entre os grupos 2R1C, os animais tratados com enalapril apresentaram uma
razdo RE/RD significativamente menor em relacdo aos animais tratados com veiculo (Figura
11).
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Figura 11 — Razéo peso rim esquerdo/rim direito de ratos 2R1C e sham tratados com veiculo
ou enalapril (3,0 mg/kg/dia). Valores sdo representados como média £ EPM; nimero de animais

esta representado entre parénteses.
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4.8  Peso do coracdo e volume cardiaco de ratos sham e 2R1C tratados com veiculo ou

enalapril

A anélise da hipertrofia cardiaca a partir da pesagem do coragdo demonstrou que 0 peso
do coracdo dos animais dos grupos 2R1C veiculo (1,44 + 0,05 g; n = 8) e 2R1C enalapril (1,46
+ 0,06 g; n = 8) estava significativamente aumentada em relagdo aos animais do grupo sham
(1,15+£0,039;n=7) [F (2,20) =12,81; P <0,05] (Figura 15A e figura 16). N&o houve diferenca
significativa entre os dois grupos de ratos hipertensos 2R1C (Figura 12A).

Em relacdo ao volume cardiaco, ndo houve diferenca significativa entre os grupos 2R1C
veiculo (1,63 £ 0,18 g; n = 8) e 2R1C enalapril (2,13 + 0,13 g; n = 8) em comparag¢éo ao grupo
sham (1,71 £ 0,18 g; n=7) [F (2,20) = 2,69; P < 0,05]. Ademais, ndo houve diferenca entre 0s
dois grupos de animais hipertensos 2R1C (Figura 12B).
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5 DISCUSSAO

Semelhante a estudos anteriores, 0s presentes resultados mostram que o modelo de
hipertensdo renovascular de Goldblatt, a partir da obstrugdo parcial da artéria renal com o rim
contralateral intacto, aumentaa PAS e aPAM (Luceraetal., 2021; Roncari et al., 2018; Barbosa
2017; Lincevicius et al., 2015; Blanch et al., 2014; Oliveira-Sales et al., 2009; Martinez-
Maldonado, 1991; Goldblatt, 1958). Como esperado, 0s animais hipertensos 2R1C também
apresentam aumento da ingestdo diaria de &gua e hipertrofia cardiaca (Mohring J et al., 1975;
Schomig A et al., 1980; Roncari CF et al., 2018; Natalin HM et al., 2016; Restini CB et al.,
2022; Nekooeian AA et al., 2021). Ainda, o presente estudo mostra que o tratamento dos
animais 2R1C com enalapril (3 mg/kg) aumentou a ingestdo diaria de NaCl 0,23 M e o volume

urinario, porém ndo alterou a PAS ou PAM.

Estudos prévios demonstraram que ratos 2R1C tem uma alta atividade do SRA, levando
a aumento na PA (Sen et al., 1969; Leenen et al., de 1973; Leenen et al., 1974; Leenen et al.,
1975; Ploth., 1983). O tratamento oral com captopril reduz a PA durante a fase inicial e até
mesmo semanas apos a cirurgia 2R1C (Laffan et al., 1978; Rubin et al., 1978; Antonaccio et
al., 1980). Os resultados do presente estudo mostraram que houve um aumento significativo da
PAS nos grupos hipertensos 2R1C. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa na
PAS, PAM e FC ap6s o tratamento com enalapril (3 mg/kg). E possivel que a dose testada de
enalapril ndo tenha sido eficaz em impedir o aumento da PA no modelo de hipertenséo
renovascular 2R1C e futuros experimentos deverdo testar doses maiores. Essa possibilidade é
reforcada pela analise da variacdo da PAS nos animais tratados com enalapril. Como descrito
anteriormente, ndo houve alteragcdo significativa da variacdo da PAS apo6s os diferentes
tratamentos; porém, observou-se uma grande variabilidade do pardmetro e doses maiores de

enalapril poderiam ser efetivas em reduzir a variacdo da PAS.

Referente a razdo entre peso dos rins esquerdo e direito (RE/RD) e a hipertensao,
estudos demonstraram que 100% dos ratos com razdo RE/RD de 0,5 a 0,8 sdo hipertensos
(Smith et al., 1986). Quando a razéo esta entre 0,4 a 0,49 ou 0,8 a 0,89, 75% dos animais estao
hipertensos; ja para valores abaixo de 0,4 e acima 0,9, apenas 50% dos animais estdo
hipertensos (Smith et al., 1986). Em vista disso, no presente estudo foram utilizados ratos 2R1C
com relacdo renal entre 0,4 e 0,89 correlacionada com os valores da PAS e PAM. Como
esperado, os ratos hipertensos apresentaram uma razdo RE/RD menor que os ratos normotensos
devido a atrofia do rim com estenose parcial. No presente estudo, também foi demonstrado que
a razdo RE/RD de ratos 2R1C tratados com enalapril foi significativamente menor em relacao

aos valores obtidos em animais hipertensos tratados com veiculo. Assim, os resultados mostram
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que o tratamento com enalapril na dose de 3 mg/kg/dia ndo foi capaz de reverter a alteracdo
estrutural do rim estendtico. Futuros experimentos com doses maiores do inibidor poderdo

investigar melhor os mecanismos envolvidos nessa resposta.

Similar aos efeitos dos protocolos de desidratacdo extracelular que utilizam inibidores
da enzima conversora de angiotensina, como o captopril, para ativar mecanismos centrais
facilitatorios para a ingestdo de agua e NaCl (Thunhorst RL et al., 1994), os resultados atuais
mostraram que o tratamento didrio com enalapril (3 mg/kg) aumenta a ingestdo diéria de NaCl
0,23 M em ratos com hipertenséo renovascular. E possivel que a inibicio da conversio de ANG
I em Il pelo enalapril, na dose utilizada no presente estudo, tenha acontecido apenas em tecidos
periféricos e, consequentemente, aumentado os niveis sanguineos de ANG 1 que, por sua vez,
foi convertida em ANG |1 no encéfalo, induzindo a maior resposta natriorexigénica observada
no presente experimento. Ainda, € possivel que a maior ingestdo de NaCl 0,23 M tenha levado

ao aumento significativo do volume urinario nos animais 2R1C tratados com enalapril.

Estudos anteriores mostraram que ratos Holtzman com hipertensdo 2R1C ingerem
diariamente maior volume de NaCl hiperténico da 2% & 5% semana ap06s a cirurgia de inducdo a
hipertensdo, uma resposta provavelmente estimulada pelo aumento da atividade do SRA
(Roncari et al., 2018). No entanto, no presente experimento, a ingestao diaria de NaCl 0,23 M
em ratos Wistar 2R1C tratados com veiculo ndo foi diferente da ingestdo por animais sham
normotensos na 4% semana apds a cirurgia renal para inducdo da hipertensdo. Ndo é possivel
excluir outras possibilidades, mas estudos recentes do nosso laboratorio sugerem que 0s animais
da linhagem Wistar da colénia do Biotério Central da UFC sdo menos avidos por solucdes
hiperténicas de NaCl. Por outro lado, semelhante ao aumento da ingestdo de agua observado
em ratos Holtzman hipertensos na 3% a 62 semana ap0s a cirurgia 2R1C (Roncari et al., 2018),
os ratos 2R1C tratados com veiculo ingeriram maior volume de &gua em comparagao aos grupos
sham e 2R1C tratado com enalapril. Esse aumento pode ser devido a alta atividade
angiotensinérgica, haja vista que na 42 semana apds a cirurgia 2R1C o rim com perfuséo
reduzida secreta maiores quantidades de renina e, consequentemente, ha uma maior producéo
de ANG Il (Roncari CF et al., 2018; Oliveira-Sales., 2014; Martinez-Maldonado., 1991).

A andlise da molaridade da solucdo final, ou seja, a mistura de dgua e NaCl 0,23 M
ingerida diariamente pelos animais, mostrou que o grupo 2R1C enalapril ingeriu diariamente
uma solucéo com maior osmolaridade em relagéo aos grupos 2R1C veiculo e sham. Assim, 0s
resultados mostram que, embora ndo tenha sido capaz de alterar a PAS ou PAM nos animais
2R1C, a dose utilizada de enalapril (3 mg/kg) foi suficiente para aumentar o consumo diério de

sodio. Dessa forma, em animais hipertensos 2R1C, os mecanismos angiotensinérgicos centrais
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relacionados ao controle de ingestdo de sodio parecem ser mais sensiveis do que aqueles
relacionados ao controle da PA. Esse descompasso entre 0 comportamento ingestivo e a
regulacdo da pressédo arterial poderia comprometer a qualidade de vida e o tratamento de um
paciente hipertenso que recebe constantemente orientacbes médicas para reduzir a ingestdo de
NaCl, mas apresenta maior avidez por NaCl por alteracdo dos mecanismos centrais de controle
do comportamento ingestivo. E possivel ainda especular que a maior ingestdo de NaCl 0,23 M
possa ter sido responsavel por impedir que o tratamento com enalapril reduzisse a PA. Portanto,
a pouca eficdcia do tratamento farmacolégico de um paciente hipertenso poderia estar

relacionada ao comportamento ingestivo do individuo.

A ingestdo de racdo por ratos 2R1C tratados com veiculo também foi maior que o
tratamento com enalapril, provavelmente a atividade sisttmica da ANG Il influenciou no
apetite, fazendo os animais buscarem mais ragdo. No entanto, alguns interferentes podem,
também, ter influenciado nessa avalia¢do, como o esfarelamento da racdo pelos animais. Além
disso, € importante destacar que, em ratos, 0 consumo de racao eleva a osmolaridade plasmatica
em até 2,5% (Starbuck et al., 2001), possivelmente 0o aumento da ingestdo de racdo ativou
mecanismos homeostaticos para o controle hidromineral do animal, como o0s sinais osmoticos
a partir de osmorreceptores, justificando, em conjunto com a atividade angiotensinérgica, o
aumento da ingestdo de agua. Mesmo com as hipoteses formuladas a partir dos resultados
obtidos, ndo é possivel determinar 0s mecanismos responsaveis por esse aumento do consumo
de racdo e estudos futuros poderédo avaliar se esse padrdo de maior ingestdo ira se repetir ou se

foi observado, de forma pontual, apenas neste grupo.

De acordo com estudos recentes, 0 modelo de hipertensdo renovascular também se
caracteriza por hipertrofia cardiaca, reducdo do nimero de midcitos e células de Purkinje,
fibrose e espessamento adrtico (Natalin HM et al., 2016; Restini CB et al., 2022; Nekooeian
AA et al., 2021). Ratos hipertensos 2R1C tem maior volume do miocardio, endocardio e de
grandes vasos miocardicos, sendo que o tratamento com captopril ou losartan (via oral por 4
semanas) reduz a PA e os parametros relacionados a hipertrofia cardiaca (Nekooeian AA et al.,
2021). Desse modo, a hipertrofia cardiaca observada nesse modelo de hipertensao renovascular
2R1C pode ser uma resposta compensatéria ao aumento da PA e da pds-carga (Nekooeian AA
etal., 2021). No presente estudo, também observamos aumento significativo do peso do coragédo
de animais 2R1C em comparagdo aos animais sham normotensos e o tratamento com enalapril
ndo foi capaz de reduzir ou prevenir a hipertrofia cardiaca, possivelmente por ndo ter sido eficaz

em reduzir a PA e, consequentemente, a pds-carga.
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Além disso, estudos anteriores mostram que a hipertensdo renovascular 2R1C leva a
danos oxidativos cardiacos que sdo responsaveis pela hipertrofia e fibrose do ventriculo
esquerdo, diminuicdo dos cardiomidcitos e consequente remodelamento cardiaco (Restini et al.,
2022; Ceron CS et al., 2013; Oliveira JC et al., 2012). Os presentes resultados mostram que
houve um aumento significativo da PAS e PAM e do peso cardiaco de animais 2R1C; no
entanto, o volume cardiaco ndo apresentou nenhuma diferenca significativa, indicando uma
provavel hipertrofia cardiaca excéntrica sem alteracdo no volume das camaras cardiacas. Nesse
contexto, também é sugerido que mais métodos de avaliagdo da estereologia do coracdo de ratos
hipertensos possam ser realizados concomitantemente ao tratamento com outras doses maiores
de enalapril para uma maior compreensdo dos efeitos da hiperatividade do SRA e do aumento

da presséo arterial sobre a hipertrofia do coracdo e o volume cardiaco.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a estenose parcial de uma das artérias
renais de ratos promoveu o aumento da PAS e da PAM. Além disso, ratos 2R1C veiculo
aumentaram a ingestdo de agua e o consumo de racdo, provavelmente mediados pela
hiperatividade do SRA. Ainda, ratos 2R1C veiculo e 2R1C enalapril apresentaram aumento
no peso do cora¢do em comparagao aos ratos normotensos, mas sem alteracdo no volume
cardiaco. Ademais, o bloqueio da enzima conversora de angiotensina com enalapril na dose
de 3 mg/kg néo foi capaz de reduzir as alteracOes cardiovasculares observadas nos ratos
hipertensos 2R1C e induziu um aumento significativo da ingestdo de NaCl 0,23 M e

volume urinario com reducdo da ingestao de agua.
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