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submitted to a experimental model of hypertension

RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementacdo de L-Arginina e L-Arginina
associada ao maleato de enalapril na pressdo arterial média (PAM) de ratos
hipertensos. Materiais e Métodos: Quarenta e oito ratos machos, adultos, da
linhagem Wistar foram utilizados, divididos em seis grupos (n=8), de acordo
com o tratamento. Os animais foram submetidos a cirurgia para indugdo de
hipertensdo arterial pelo modelo de Grollman modificado. Quinze dias apds a
cirurgia os ratos hipertensos (PAM > 140mmHg) receberam diariamente pelo
método de gavagem diferentes tipos de tratamento, durante trinta dias. A PAM
foi aferida duas vezes por semana, por pletsmografia de cauda. Ao final do
periodo experimental os ratos foram anestesiados (Cetamina/Xilazina, I.P).
Resultados: O tratamento com L-Arginina reduz significativamente a PAM a
partir do terceiro dia quando comparada ao grupo Controle. Como esperado, 0
tratamento com maleato de enalapril 2,5 mg/Kg e 5,0 mg/Kg também reduziu
significativamente a PAM a partir do sexto dia quando comparada ao grupo
Controle. A associacdo entre L-Arginina e maleato de enalapril 2,5mg/Kg
reduziu significativamente a PAM quando comparada ao grupo Controle a partir
do sexto dia e a partir do terceiro dia usando maleato de enalapril 5,0mg/Kg e se
manteve durante todo o periodo experimental. Conclusdo: Os dados indicam
que o tratamento com L-Arginina associada ao maleato de enalapril 5,0mg/Kg
reduz significativamente e mais rapido a PAM quando comparada aos outros
grupos.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the effects of supplemental L-Arginine and L-Arginine
combined with enalapril on mean arterial pressure (MAP) of rats subjected to a
model of hypertension. Materials and methods: Forty-eight male, adult, Wistar
rats were used, allocated in six groups (n=8), according to the treatment. The
animals were submitted to experimental surgery for induction of hypertension by
modified Grollman model. Fifteen days after surgery the hypertensive rats
(MAP>140mmHg) received daily by gavage for thirty days, different types of
treatments. Mean arterial pressure was measured by tail pletismography twice a
week. At the end of experimental period, the rats were anesthetized
(Ketamine/Xylazin, 1.P) and their blood were analyzed. Results: Treatment with
L-Arginine produced a significant reduction in MAP from the third day when
compared to the Control group. As expected, the treatment with Enalapril
Maleate 2,5 mg/Kg and 5,0 mg/Kg also significantly reduced the MAP from the
sixth day as compared to Control and remained through the experimental period.
The association between L-Arginine and Enalapril Maleate 2,5 mg/Kg produced
a significant reduction in MAP when compared with Control from the sixty day
and from the third day using Enalapril Maleate and remained through the
experimental period. Conclusion: These data indicate that the treatment with L-
arginine and L-Arginine associated with enalapril maleate 5,0mg/Kg reduces the
MAP faster and significantly compared with the other groups.

Keywords: L-Arginine, nitric oxide, hypertension.
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS)
¢ uma condigdo clinica  multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados
de pressdo arterial (PA).  Associa-se
frequentemente a alteragBes funcionais e/ou
estruturais dos orgdos-alvo (coragdo, encéfalo,
rins e vasos sanguineos) e a alteragBes
metabdlicas, com consequente aumento do risco
de eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais.”
4

A HAS tem alta prevaléncia e baixas
taxas de controle, é considerada um dos
principais fatores de risco (FR) modificaveis e
um dos mais importantes problemas de salde
publica. =~ A  mortalidade  por  doenca
cardiovascular (bCv) aumenta
progressivamente, com a elevacdo da PA a
partir de 115/75mmHg de forma linear, continua
e independente.! Em 2001, cerca de 7,6 milhdes
de mortes no mundo foram atribuidas a elevacéo
da PA (54% por acidente vascular encefélico —
AVE e 47% por doenca isquémica do coragdo —
DIC),* sendo a maioria em paises de baixo e
médio desenvolvimento econdmico e mais da
metade, em individuos entre 45 e 69 anos. Em
nosso pais, as DCV tém sido a principal causa
de morte. Em 2007, ocorreram 308.466 dbitos
por doencas do aparelho circulatério.? Entre
1990 a 2006, observou-se uma tendéncia lenta e
constante de reducdo das taxas de mortalidade
cardiovascular.

As DCV sdo ainda responsaveis pela
alta frequéncia de internagGes, ocasionando
custos médicos e socioecondmicos elevados.®
Como exemplo, em 2007 foram registradas
1.157.509 internagdes por DCV no SUS. Em
relagdo aos custos, em novembro de 2009,
houve 91.970 internacbes por DCV, resultando
num custo de R$165.461.644,33.°

A doengca renal terminal, outra
condicdo frequente na HAS, ocasionou a
inclusdo de 94.282 individuos em programa de
didlise no SUS, registrando-se 9.486 Obitos em
2007.°

Inquéritos populacionais em cidades
brasileiras nos Gltimos 20 anos apontaram uma
prevaléncia de HAS acima de 30%.%"

Considerando-se valores de PA >
140/90mmHg, 22  estudos  encontraram
prevaléncias entre 22,3% e 43,9%, (média de

32,5%), com mais de 50% dos individuos com
idade entre 60 e 69 anos e 75%, acima de 70
anos.®’

Entre os géneros, a prevaléncia foi de
35,8% nos homens e de 30% nas mulheres,
semelhante & outros paises.? Revis&o sistematica
quantitativa de 2003 a 2008, de 44 estudos em
35 paises, revelou uma prevaléncia global de
37,8% em homens e 32,1% em mulheres.®

O objetivo primordial do tratamento da
HAS ¢ a reducdo da morbidade e da mortalidade
cardiovasculares.**

Assim, o0s anti-hipertensivos devem
ndo s6 reduzir a PA, mas também os eventos
cardiovasculares fatais e ndo fatais, e, se
possivel, a taxa de mortalidade. As evidéncias
provenientes de estudos de desfechos
clinicamente  relevantes, com  duracdo
relativamente curta, de trés a quatro anos,
demonstram  reducdo de morbidade e
mortalidade em estudos com diuréticos,**
betabloqueadores,*****>* inibidores da enzima
conversora da angiotensina (IECA),**%
blogueadores do receptor AT1 da angiotensina
(BRA 11)?% e com antagonistas dos canais de
célcio (ACC),*'"?1%% embora a maioria dos
estudos utilizem, no final, associacdo de anti-
hipertensivos.

Este beneficio é observado com a
reducdo da PA per se, e, com base nos estudos
disponiveis até o momento, parece independer
da classe de medicamentos utilizados.**
Metandlises recentes indicam que este beneficio
é de menor monta com betabloqueadores, em
especial com atenolol, quando em comparagéo
com os demais anti-hipertensivos.® '

Os farmacos IECA, além do seu efeito
anti-hipertensivo, ainda possuem efeitos na
prevencdo e regressdo da hipertrofia do
ventriculo esquerdo.®**°

Foi demonstrado que os IECASs, nédo
interferem  somente na  conversdo  de
angiotensina | em angiotensina Il. Esses
farmacos também atuam no sistema Calicreina-
Cininas, diminuindo a acdo da bradicinina,
sendo esta Ultima responsavel pela ativacdo de
varias cascatas intercelulares, especialmente a
de ativacdo das O&xido nitrico sintetases
(NOS).“’M

A familia de enzimas NOS pode ser
dividida em trés diferentes isoformas: tipo | ou
neuronal (NNOS); tipo Il ou induzivel (iNOS);
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tipo Il ou endotelial (eNOS) e sua principal
funcéo é a producdo de 6xido nitrico (NO).**

O NO é um gas inorganico, que
inicialmente era denominado fator de
relaxamento derivado do endotélio.” Este gas é
formado a partir do aminoacido L-arginina, por
uma reacdo catalizada pela NOS.* O NO é
responsavel por vérios efeitos fisioldgicos
essenciais, dentre eles, o mais importante no
controle da pressdo sanguinea é a vasodilatacdo
pela ativacdo de segundos mensageiros na
musculatura lisa dos vasos.”**' Além disso,
varios estudos mostram uma associagdo entre
aumento de fatores de risco cardiovascular com:
diminuicdlo da  expresséo de eNOS;
disponibilidade reduzida de L-arginina e
inativacdo acelerada de NO.**%

Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos da suplementacdo de L-
Arginina e L-Arginina associada ao maleato de
enalapril na pressdo arterial média (PAM) de
ratos submetidos a um modelo de hipertensdo
arterial.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratorios
de fisiologia e de informéatica e na sala de
experimentacdo animal do biotério da Faculdade
de Medicina de Itajuba (FMIt) e obedeceu a Lei
Federal 11.794, de 2008 e as orientagbes do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Foram utilizados quarenta e oito ratos
Wistar adultos, machos, com peso variando
entre 220 e 300 g e com idade entre 60 e 90
dias, oriundos do biotério da Faculdade de
Medicina de Itajuba foram submetidos a um
modelo de cirurgia experimental, pelo modelo
de Grollman modificado. Para tal, os animais
foram anestesiados com éter e, apds constatada
anestesia, submetidos a assepsia de acordo com
a técnica cirdrgica e feita incisdo abdominal
para-mediana a esquerda, a fim de se atingir a
loja renal esquerda. ApOs liberagdo do rim
esquerdo, o mesmo foi submetido a técnica de
isquemia por meio de fio de algod&o, utilizando-
se compressdo em “oito”. Apods esta técnica, foi
realizada revisdo e sutura da cavidade
abdominal. Quinze dias apds a primeira
cirurgia, os animais foram novamente
anestesiados com éter e, ap6s constatada

anestesia, foram submetidos a assepsia de

acordo com a técnica cirlrgica e submetidos a

incisdo abdominal para-mediana direita, a fim

de se atingir a loja renal direita. O rim era
exposto e realizada nefrectomia total & direita.>*

Ap6s o término do procedimento cirdrgico, 0s

animais foram mantidos em gaiolas plasticas

com &gua e racdo ad libitum e submetidos a

ciclo claro-escuro de 12 horas, evitando-se,

assim, o estresse da manipulagéo.

Os animais foram separados em seis
grupos (n=8), de acordo com o tratamento. Apos
quinze dias de cirurgia, 0s ratos hipertensos
(considerados com pressdo arterial média
(PAM) > 140mmHg) foram selecionados e
receberam, pelo método de gavagem, o0s
seguintes tratamentos pelo periodo de trinta
dias:
¢ Grupo 01- (Controle) 4gua de torneira, V.O

por gavagem (n=8)

Grupo 02- 500 mg/Kg de L-arginina, V.O por
gavagem (n=8)

Grupo 03- 500 mg/Kg de L-arginina + 2,5
mg/Kg de maleato de enalapril, VV.O por
gavagem (n=8)

Grupo 04- 500 mg/Kg de L-arginina + 5,0
mg/Kg de maleato de enalapril, V.O por
gavagem (n=8)

Grupo 05- 2,5 mg/Kg de maleato de enalapril,
V.0 por gavagem (n=8)

Grupo 06- 5,0 mg/Kg de maleato de enalapril,
V.0 por gavagem (n=8)

A L-arginina utilizada foi do
laboratério Vetec e o Maleato de Enalapril foi o
Renitec] do laboratério Merck Sharp Dohme e
foram administrados na forma de comprimidos
dissolvidos em agua, sendo a dose estipulada,
realizada ap6s revisdo bibliografica na
literatura. Porém, no intuito de identificar um
possivel efeito sinérgico da administracdo
associada dos farmacos, foi usada sub-doses do
inibidor da ECA. %7

A PAM foi mensurada duas vezes por
semana, pelo método de plestimografia de
calda, que consiste na contengdo mecénica do
animal e posterior alojamento deste numa gaiola
por aproximadamente cinco minutos com
lampada incandescente de 100 W acoplada, a
fim de aquecé-lo. Esse aquecimento reduz o
estresse e, consequentemente, melhora o fluxo
sanguineo.®® A pletismografia de cauda utiliza
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um manguito de cauda (“tail cuff”) acoplado a
uma coluna de merclrio. Sendo assim, apds
aquecimento e colocacdo do manguito na base
da cauda, a extremidade da mesma é colocada
numa camara vedada de borracha, que a
comprime. Segue-se com a insuflagdo do
manguito e verificacdo da pressdo, segundo a
variacéo da coluna de mercurio.>*®¢!

Ao final do periodo experimental, os
animais foram anestesiados (Ketamina/Xilazina,
intra-peritoneal) e realizada a eutanasia por
meio da puncdo aspirativa do ventriculo
esquerdo.

Para a realizacdo dos célculos
estatisticos  foi  utilizado o  Software
STATISTICA® instalado nos computadores do
laboratorio de informatica da Faculdade de
Medicina de Itajuba. Na andlise estatistica foi
utilizado o teste de Student, entre dois grupos
independentes, para a comparacdo dos grupos
em cada momento, com o célculo das
estatisticas t e p. Foi utilizada a analise de
variancia para a comparacdo dos momentos em
cada grupo, com o célculo das estatisticas t e p.
Nos casos em que p foi menor que 0,05, a
estatistica era considerada significativa. Quando
p situou-se entre 0,05 e 0,10 foi referido como
tendéncia a significancia onde p é a
probabilidade de erroneamente concluir pela
significancia.®

RESULTADOS

No grupo em tratamento com L-
Arginina observou-se uma reducdo da PAM
estatisticamente significante, quando comparada
ao grupo Controle, no terceiro dia (136,8mmHg
+ 6,5 contra 154,0mmHg + 11,6, p < 0,05).
Apos este inicio, o efeito anti-hipertensivo da L-
Arginina manteve-se estdvel durante 0s
préximos 27 dias do periodo experimental.

Como esperado, 0s tratamentos com
Maleato de Enalapril 2,5 mg/Kg e 5,0 mg/kg
também apresentaram uma reducédo
estatisticamente significante da PAM, quando
comparados ao Grupo Controle, porém esta teve
inicio no sexto dia de tratamento (121,7mmHg +
14,6 contra 153,6mmHg * 116, p < 0,01 e
122,8mmHg + 9,5 contra 153,6mmHg £ 10,5, p
< 0,01, respectivamente).

Os grupos tratados com L-Arginina +
Maleato de Enalapril 2,5 mg/Kg, a partir do
sexto dia (122,3mmHg + 11,3 contra 154mmHg
+ 11,6, p < 0,01) e o grupo tratado com L-
Arginina + Maleato de Enalapril 5,0 mg/Kg, a
partir do terceiro dia, tiveram esta queda
(125,4mmHg + 13,7 contra 154mmHg * 11,6, p
< 0,01) e ambos mantiveram-se alterados até o
final do periodo experimental. (Figura 1)
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Figura 1: Variagdo da pressdo arterial média (PAM) pelo tempo de tratamento, nos diferentes tipos de
tratamento.
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Quando comparada as variagfes do
peso corporal ndo observou-se diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos (p
> 0,05). (Figura 2)
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Figura 2: Variacdo de peso pelo tempo de tratamento, nos diferentes tipos de tratamento.

DISCUSSAO

Como esperado, houve uma diminuicdo
dos niveis  pressOricos  estatisticamente
significante nos grupos em tratamento com a L-
Arginina, quando comparado ao grupo Controle,
que corrobora com os dados presentes nos
trabalhos de Brunini et al. (2006). Este trabalho
avaliou o papel do 6xido nitrico na hipertensdo
pulmonar, mostrando diminuigdo dos seus
valores e levando a disfuncdo endotelial. Sander
et al. (1999) avaliaram 0s mecanismos neurais
do efeito do oxido nitrico na regulagcdo da
pressdo arterial e obtiveram resultados
semelhantes. Estes resultados também foram
observados no trabalho de Forstermann et al.
(1994). 49,50,51

Esta mesma reducéo foi observada nos
trabalhos de Gouvéa et al. (2003), que
encontraram uma reducdo de 23% na pressdo
arterial média (PAM) de ratos hipertensos ap6s
7 dias de administragdo oral de L-Arginina em
um modelo de hipertensdo renovascular (2 rins
1 clipe).”®

Porém, em alguns trabalhos, ndo foram
observados reducdo da PAM utilizando-se L-
Arginina de forma cronica, como nos trabalhos
de Frantisek Kristek (1998), Chen & Sanders
(1991), Stier, Sim & Levine (1991) e Matsuoka
et al. (1996).%*% Isso provavelmente se deve a
dose utilizada em tais  experimentos
(300mg/kg), demonstrando necessidade de altas
doses de L-Arginina (a partir de 500mg/kg) para
que se obtenha efeito hipotensor significativo e
melhora na microperfuséo periférica.®

Os grupos tratados apenas com o
Maleato de Enalapril também apresentaram
valores menores da PA, quando comparados ao
grupo Controle, o0 que também ja estd
referenciado em varios experimentos, por
exemplo no trabalho de Kannel et al. (1996) que
através de uma pesquisa  retrospectiva
observaram a urgéncia na indicacdo desta
terapia em pacientes hipertensos, visando uma
reducdo dos riscos de eventos cardiovasculares.
Psaty et al. (1977) e Wright et al. (1999)
consideraram o uso de Maleato de Enalapril,
como uma das primeiras drogas a serem
utilizadas no tratamento da HAS. Este
tratamento, como mostrado no trabalho de
Hansson et al. (1999), além de diminuir a PA
diminui a morbidade e mortalidade de pacientes
hipertensos e portanto, é aceito a décadas como
tratamento em humanos da HAS, 911218

N&do foram observados diferencas
presséricas quanto aos grupos tratados apenas
com o Maleato de Enalapril, em comparacdo
com o0s grupos Maleato de Enalapril mais L-
arginina, porém ndo ha estudos
comparando estes grupos na literatura.

Dessa forma, os dados obtidos indicam
que tanto o tratamento somente com L-Arginina
ou com Maleato de Enalapril, assim como L-
Arginina associada ao Maleato de Enalapril
reduziram significativamente a PAM dos
animais.

Pode-se concluir também que o grupo
tratado apenas com L-Arginina e o grupo
tratado com L-Arginina associada ao Maleato
de Enalapril 5,0 mg/Kg apresentaram uma
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reducdo mais

rapida da PAM, quando

comparados com 0s outros grupos estudados.

N&o se observou alteracdo dos pesos

corporais dos animais, porém € necessario um
estudo de alteragOes do sistema Gsteo-muscular
e das cartilagens em um préximo trabalho, além
de tentar-se determinar a dose minima de L-

Arginina que produzird um

efeito  anti-

hipertensivo.

CONCLUSAO

Os dados obtidos indicam que tanto o

tratamento isolado com L-Arginina ou maleato
de enalapril nas doses estudadas ou a associac¢ao
dessas substancias reduz significativamente a
PAM guando comparada ao grupo controle.
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