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RESUMO

Alteracbes no remodelamento miocardico, vascular, inflamatorio, proteindria e
inflamacdo glomerular em ratos deficientes de 6xido nitrico (NO), tratados com
olmesartana medoxomila (OLM) e/ou rosuvastatina célcica (ROS) foram estudadas
apos 28 dias com o objetivo de avaliar o impacto destes farmacos. Veiculo (G1), L-
nitro-arginina-metil-éster (L-NAME) 30mg/kg/dia (G2), OLM 5mg/kg/dia (G3), ROS
20mg/kg/dia (G4), OLM 0,5mg/kg/dia (G5), ROS 2mg/kg/dia (G6), OLM 0,5+ROS
2mg/kg/dia (G7), OLM 5+ROS 20mg/kg/dia (G8) administrados oralmente a ratos
Wistar. Pressao sistolica (PS) mensurada semanalmente. Analises hematoldgica,
bioquimica {colesterol total (CT), triglicérides (Tg), aminotransferases (AMT),
fosfatase alcalina (FA), creatinina (Cr), nitrito/nitrato (NOX), Interleucina-6 (IL-6),
Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a)}, urinaria: {relacdo albumina/creatinina
(RACU)}. Cortes de ventriculo esquerdo, aorta, rins (hematoxilina/eosina e Masson),
analisados morfometricamente: analise transversa de cardiomiocitos (ATC), relacéo
média e intima sobre o lumen arterial (MILA), fibrose perivascular de arteriolas
intramiocardicas (FPAI). Macrofagos glomerulares (MG) analisados por imuno-
histoquimica. L-NAME elevou a PS, ATC, MILA, FPVAI, IL-6, MG (p < 0,0001), TNF-
a, RACU, reduziu NOx (p < 0,01). OLM reduziu PS (p < 0,001), TNF-a (p <0,05), IL-
6, ATC, MILA, FPVAIM (p < 0,0001), MG (p < 0,01), RACU (G3) (p < 0,05). ROS
elevou NOx (G6), reduziu TNF-a, RACU (G4) (p< 0,05), IL-6, ATC, MILA (G4), FPAI
(p <0,0001), MG (p < 0,001). ROS potencializou efeito de OLM sobre a RACU. OLM
e ROS exercem efeitos benéficos no remodelamento miocéardico, vascular,
inflamatorio e renal em ratos deficientes de NO. Efeitos pleiotrépicos de ROS
independentes da PS e CT, mediados por suas propriedades antioxidantes.
Palavras-chave: Hipertensdo. L-NAME. Bloqueadores do Receptor Tipo | de
Angiotensina Il. Inibidores de Hidroximetilglutaril-CoA Redutases.



ABSTRACT

Changes in myocardial remodeling, vascular inflammation, proteinuria, and
glomerular inflammation in nitric oxide (NO)-deficient rats, treated with olmesartan
medoxomil (OLM) and / or rosuvastatin calcium (ROS) were studied after 28 days in
order to assess the impact of these drugs. Vehicle (G1), nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) 30mg/kg/dia (G2), OLM 5mg/kg/day (G3), ROS 20mg/kg/day (G4), OLM
0,5mg/kg/day (G5), ROS 2mg/kg/day (G6), OLM 0.5+ROS 2mg/kg/day (G7), OLM
5+ROS 20mg/kg/day (G8) orally administered to Wistar rats. Systolic pressure
(SBP) measured weekly. Haematological, biochemical {total cholesterol (TC),
triglycerides (Tg), aminotransferase (AMT), alkaline phosphatase (ALP), creatinine
(Cr), nitrite / nitrate (NOX), Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-
a)}, urinary {albumin / creatinine ratio (UACR)}. Cuts from the left ventricle, aorta,
kidneys (hematoxylin / eosin and Masson) were morphometrically analyzed: cross-
sectional area of cardiomyocytes (Acmy), intima-media thickness on the arterial
lumen (IMT), perivascular fibrosis of intramyocardial arterioles ratio (PFR).
Glomerular macrophages (GM) were analyzed by immunohistochemistry. L-NAME
increased the SBP, Acmy, IMT, PFR, IL-6, GM (p <0.0001), TNF-a, UACR reduced
NOx (p <0.01). OLM reduced SBP (p <0.001), TNF-a (p <0.05), IL-6, Acmy, IMT,
PFR (p <0.0001), GM (p <0.01), UACR (G3) (p <0.05). ROS increased NOx (G6),
reduced TNF-a, UACR (G4) (p <0.05), IL-6, Acmy, IMT (G4), PFR (p <0.0001), GM
(p <0.001). ROS potentiated the effect of OLM on UACR. OLM and ROS exert
beneficial effects on myocardial, vascular, inflammatory and renal remodeling in nitric
oxide deficient rats. The pleiotropic effects of ROS were independent of SBP and TC,
mediated by its antioxidant properties.

Keywords: Hypertension. NG-Nitroarginine Methyl Ester. Angiotensin Il Type 1
Receptor Blockers. Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase Inhibitors .
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1 INTRODUCAO

A Hipertensédo arterial sistémica (HAS) estd associada com alteracdes
estruturais adversas miocardicas, vasculares e aumento da atividade inflamatoria
vascular (TRONC et al., 1996; TOUYZ, 2000), que também podem ser marcadores
de doenca coronaria (ERZEN et al., 2007). Entre os processos celulares subjacentes
descritos para estes eventos, alteracbes no crescimento celular, migracao,
diferenciacdo e aumento do depdsito na matriz extracelular tém sido descritos
(SADOSHIMA e 1ZUMO, 1993; VILLAREAL et al., 1998; TOKUDA et al., 2004;
PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006; ZHANG et al., 2003; PRACYNK et al., 1998).

A angiotensina Il (angio Il) € o mais importante peptideo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) e sua acdo sobre receptores de membrana tipo 1
(AT1) implica na fisiopatologia da doenca cardiovascular por gerar vasoconstrigao,
trombose, producdo de superéxido, modificacdes na arquitetura e integridade da
parede dos vasos pela modulacdo do crescimento celular, sintese de componentes
da matriz extracelular e estimulacdo de mediadores hormonais (PAUL; MEHR;
KREUTZ, 2006; UNGER, 2002; OTSUI et al., 2007).

A angio Il promove hipertrofia de muasculo liso vascular (BERCK, 2001; USHIO-
FUKAI et al., 1996) e de cardiomiécitos (SUDGEN e CLERK, 1998; NAKAMURA et
al., 1998) pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), através da
ativacdo de cascatas de sinalizacdo, por exemplo, proteina C quinase e proteina
quinase ativada por mitogenos (MAPKs) (SUDGEN e CLERK, 1998). As EROs tém
sido também implicadas na fisiopatologia da doenca cardiovascular, como
aterosclerose, hipertensdo arterial e insuficiéncia cardiaca (WILCOX, 2002;
PARAVICINI et al., 2008; LEE e GRIENDLING, 2008).

Os inibidores da enzima conversora da angio Il e antagonistas de receptores
AT1 atenuam a hipertrofia cardiaca, tanto em pacientes hipertensos quanto em
estudos experimentais (WOLLERT e DREXLER, 1999).

Trabalhos clinicos tém demonstrado que inibidores da hidroximetilglutaril
coenzima A (HMGCoA) redutase, conhecidos como estatinas, exercem efeitos
benéficos em pacientes com alto risco cardiovascular (WANG; LIU; LIAO, 2008) e
diminuem pressao arterial em humanos (GLORIOSO et al.,1999; FERRIER et al.,
2002; GOLOMB et al., 2008; TERZOLI et al., 2005) e em experimentos
animais(BAYORH et al., 2005; SICARD et al., 2008). Estatinas também atenuam o
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remodelamento adverso cardiaco pela prevencao de fibrose e hipertrofia (LEE et al.,
2005; BEZERRA e MANDARIM-DE-LACERDA, 2005; ABE et al., 2006), bem como
disfuncéo diastolica ventricular (XU et al., 2008).

Muitos beneficios das estatinas sdo atribuidos a reducdo dos niveis de
colesterol sérico. Entretanto, ao inibirem a HMGCOoA redutase, podem também inibir
a sintese de isoprenoides, importantes ativadores da sinalizagdo intracelular de
moléculas como Rho e Rac-1 (BYRNE et al.,, 2003; PRIVRATSKY et al., 2003;
MAACH; KARTES; KILLER, 2003). A inibicdo da isoprenilacdo e da ativacao de Rac-
1, componente da nicotinamida-adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH
oxidase), maior fonte de EROs (TERZOLI et al., 2005; WASSMANN et al., 2002), e a
diminuicdo da expressdo de subunidades da NADPH oxidase (WASSMANN et al.,
2002) podem mediar as acfes antioxidantes das estatinas.

Portanto, as estatinas exercem muitos efeitos além da reducao de colesterol,
conhecidos como efeitos pleiotropicos, incluindo melhora na funcdo endotelial,
diminuicdo da inflamacdo vascular, inibicdo da proliferacdo de musculo liso e
imunomodulagdo (TERZOLI et al., 2005). Estatinas inibem varios sistemas
sinalizadores que sdo ativados pela angio Il (vias Rho A/Rho quinase e MAPKS),
envolvidas na regulacdo de fatores proé-fibréticos, como fator de crescimento do
tecido conjuntivo e fibrose vascular (RUPEREZ et al., 2007).

Para minimizar o risco cardiovascular associado com dislipidemia, as
estatinas estdo entre as medicacdes mais frequentemente prescritas. Na pratica
clinica, a hipertensdo arterial é frequentemente acompanhada por dislipidemia no
mesmo individuo e o tratamento envolve, muitas vezes, a combinacdo de
antagonistas do SRAA e estatinas (GIRERD e GIRAL, 2004).

A inibicdo da enzima Oxido nitrico sintase pela administracdo cronica de L-
nitro-arginina-metil-éster (L-NAME) induz hipertenséo arterial (RIBEIRO et al., 1992;
ARNAL; WARIN;MICHEL, 1992), estimula fenbmenos pro-inflamatorios (GONZALES
et al., 2000; LUYARA et al., 1998) e pro-coagulantes (CORSEAUX et al., 2002).
Neste modelo experimental, ocorre um descontrole entre o0 SRAA e o fator relaxante
derivado do endotélio, prevalecendo os efeitos da angio Il (LINZ et al., 1999),
associada a piora da funcdo endotelial (KUNG et al., 1995), insuficiéncia renal (ZATZ
e DE NUCCI, 1991), desordens metabdlicas e hemodinamicas (BAYLIS et al., 1992).

A olmesartana medoxomila € um recente membro da familia de bloqueadores
de receptores tipo 1 da angio Il (BROUSIL e BURKE, 2003; BALL;WIILLAMS;
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STUMPE, 2001). Evidéncias clinicas demonstram que olmesartana apresenta
eficacia anti-hipertensiva igual ou superior a outros antagonistas de receptor AT1 ou
mesmo de outras classes terapéuticas (BALL; WIILLAMS; STUMPE, 2001; OPARIL
et al., 2001).

Rosuvastatina célcica é a mais recente estatina sintetizada, apresenta grande
afinidade pela HMGCo-A redutase, elevada hidrossolubilidade, minima distribuicdo a
tecidos extra-hepaticos (SHITARA e SUGYIAMA, 2006).

Embora existam evidéncias dos efeitos pleiotropicos das estatinas, escassos
sdo os estudos disponiveis que empregam a rosuvastatina nos experimentos
animais de remodelamento cardiovascular e renal, sendo que a associagdo com
olmesartana ainda nao foi avaliada. Além disso, alguns resultados séo discrepantes.

Susic et al. (2003) avaliaram os efeitos pleiotropicos vasculares da
rosuvastatina na hipertensdo arterial genética e por inibicdo cronica da sintese de
oxido nitrico (NO), e ndo constataram reducdo da hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) com o tratamento instituido. JA no modelo experimental por
deoxicorticosterona associada a cloreto de sédio, Loch et al. (2006) relataram que o
tratamento com rosuvastatina reduziu a fibrose miocardica, o prolongamento do
potencial de acéo ventricular e a hipertrofia cardiovascular. A reducao da HVE pelo
tratamento com rosuvastatina também foi observada por Habib et al. (2007), no
modelo de hipertensédo em ratos transgénicos Ren2, nos quais a elevacao de renina
e angio Il sdo o0s mecanismos patogénicos responsaveis pelo fendtipo
cardiovascular. Di Napoli et al. (2005) descreveram que a administracao cronica de
rosuvastatina antes da isquemia miocardica induzida, reduziu a disfuncao
miocéardica, a disfuncdo endotelial, e a as enzimas miocardicas, em ratos
normocolesterolémicos.

Em ratos, as concentracdes plasmaticas de lipides sdo geralmente baixas e
as estatinas usualmente ndo modificam este perfil, constituindo-se, assim, excelente
modelo para se estudar seus efeitos pleiotrépicos, considerados efeitos
independentes da reducao de colesterol sérico e da pressao arterial (SUSIC et al.,
2003).

Este estudo pretende avaliar, originalmente, o impacto do tratamento isolado e
associado de rosuvastatina e olmesartana sobre o remodelamento adverso
miocardico, aortico, funcdo renal e parametros inflamatorios, em modelo

experimental de inibicdo cronica da sintese de NO, baseado na hipétese de que
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estes farmacos possam apresentar efeitos benéficos sobre os parametros
supracitados.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fisiopatologia da hipertenséo arterial sistémica

A HAS é uma condicéo clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de presséo arterial. Associa-se frequentemente a alteragdes funcionais
elou estruturais dos 6rgaos-alvo (coracdo, enceéfalo, rins e vasos sanguineos) e a
alteracbes metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos
cardiovasculares fatais e ndo fatais (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010).

Fatores vasculares, neurais, humorais, renais, genéticos, entre outros, estdo
envolvidos em sua génese e sustentacdo, estabelecendo sua caracteristica
multifatorial (KAPLAN, 1994; OPARIL; ZAMAN; CAIHOUN, 2003).

A génese multifatorial envolve principalmente a presenca de fatores de risco
como: idade avancada, género (prevaléncia maior entre os homens até os 50 anos,
invertendo-se a partir da quinta década) e etnia (duas vezes mais prevalente em
individuos de cor ndo branca), excesso de peso e obesidade, ingestdo excessiva de
sédio, ingestédo de alcool por periodos prolongados de tempo, sedentarismo, fatores
socioecondmicos, baixa escolaridade e genética (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010; SCHERR e RIBEIRO, 2009).

O controle da pressao arterial envolve acdes integradas de varios sistemas que
afetam seus maiores determinantes: o débito cardiaco e a resisténcia vascular
periférica. Sugere-se que o controle da excrecdo de sédio pelo rim seja um
mecanismo critico para tal regulacdo (GUYTON, 1991). Lifton, Gharavi e Geller
(2001) demonstraram que desordens mendelianas com maior impacto na
homeostase da pressao arterial sdo causadas por variacées genéticas que afetam a
reabsorcéo de sodio e agua pelo néfron distal.

Guyton et al. (1992) apresentaram inumeros dados experimentais e analiticos
que d&o suporte ao papel central da natriurese pressérica na regulagao fisiolégica e
na patogénese da HAS.

O processo inicia-se por aumento da resisténcia vascular renal pela constricao
da arteriola eferente, mediada por ativagdo do SRAA (ROMERO et al., 1989). Com a
reducéo do fluxo sanguineo renal acoplado a aumento da fragcdo de filtracdo, eleva-

se a pressao transglomerular (HALL, 1991), favorecendo a reabsorcdo de sodio, que
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provoca aumento da pressao arterial por expansédo extracelular (ICHIKAWA e
BRENNER, 1980). A pressdo arterial aumentara até ser capaz de desencadear a
natriurese. Pacientes que apresentam alteracfes nesse mecanismo nhecessitam
niveis pressoricos mais altos para deflagrar aumento da excrecdo de sédio e agua
(HALL, 1991; GUYTON, 1992).

Brenner, Garcia e Anderson (1988) propuseram que mudancas estruturais
primarias nos rins possam determinar HAS e sugerem que a hipertensdo esteja
associada a menor superficie de filtracdo nos néfrons, limitando a excrecdo de
sodio. Esta elevagdo dos niveis pressoricos desencadeia hipertensdo glomerular
com lesdo de outros néfrons e piora da HAS, configurando-se um ciclo vicioso.

Excesso ou reducdo do fluxo nos tecidos causa reajuste automatico do
didmetro vascular naqueles locais, retornando o fluxo aos niveis normais, fenébmeno
conhecido como autorregulacdo, que ocorre em segundos ou minutos, mas, em
grande parte, em horas ou dias. A HAS sera mantida principalmente pelo aumento
secundario da resisténcia periférica, primeiramente por estreitamento funcional e,
posteriormente, espessamento estrutural, precoce e irreversivel da parede vascular
(FOLKOW, 1982).

2.1.1 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O SRAA é o principal sistema regulador da pressédo arterial e homeostase
hidrica (CROWLEY;GURLEY;COFFMAN,2007), é considerado um sistema
enddcrino, com 0s componentes da cascata enzimatica produzidos em locais bem
definidos; seu principal efetor, a angio Il, exerce suas acbes em Orgaos-alvo
distantes do local de producdo, mas também apresenta acbes locais, como no
coracgao e sistema nervoso central (HALL;GUYTON; NIZELLE,1990).

A renina € uma protease com dois lobos homologos que, na sua fenda
interna, possui dois residuos de &acido aspartico com atividade catalitica. Esta
protease cliva o angiotensinogénio, gerando angiotensina |, precursora do produto
ativo do SRAA, a angio Il (CAMPBELL, 1987). Inibidores diretos da renina
(representados pelo alisquireno) diminuem a atividade plasmatica de renina e
também as concentracdes de angio | e Il. A inibicdo do SRAA ocorre por inibicdo
direta de renina e prorenina, impedindo o acesso do angiotensinogénio a enzima e

reducao da expresséao do receptor de renina e prorenina (FISCHER et al., 2008).
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A angio Il € um peptideo que modula a presséo arterial, a homeostase de sodio
e agua, a funcdo neuronal e outros sistemas neuro-humorais (TIMMERMANS et al.,
1993); estd envolvida no desenvolvimento da aterosclerose, infarto agudo do
miocardio, remodelamento miocardico, vascular e insuficiéncia cardiaca congestiva
(GRIEDLING; LASSEGUE; ALEXANDER, 1996; STRAWN; DEAN; FERRARIO,
2000; VAUGHAN, 2000).

Os efeitos da angio Il sdo mediados pelos receptores de membrana AT1 e
receptores tipo 2 (AT2) (GRIEDLING; LASSEGUE; ALEXANDER, 1996;
TIMMERMANS et al., 1993).

Receptores AT2 sdo predominantemente expressos no cérebro e adrenais de
tecidos adultos, cujo estimulo leva a vasodilatacdo e inibicdo do crescimento de
muasculo liso. Durante a embriogénese, sao expressos nas artérias em
desenvolvimento, participam do crescimento da musculatura lisa e do espessamento
vascular (CAREY; WANG; SIRAGY, 2000).

Muitos efeitos da angio Il sdo mediados por receptores AT1, expressos no
muasculo liso, coracdo, pulmdo, cérebro, figado, rim e glandulas adrenais
(SHANMUGAM e SANDBERG, 1996). Apresentam segmentos alfa-helicoidais
hidrofébicos, regulam proteinas intracelulares pela ativacdo de proteinas ligantes a
guanina (TIMMERMANS et al., 1993), sdo acoplados a superfamilia da proteina G e
a moléculas sinalizadoras, como fosfolipases A2, C e D, adenil ciclase, canais de
calcio voltagem-dependente e quinases envolvidas nas cascatas de fosforilacao
(GRIEDLING; LASSEGUE; ALEXANDER, 1996). A estimulacdo destas vias pode
levar a contracdo celular, hipertrofia, proliferacdo e/ou apoptose (GRIEDLING;
LASSEGUE; ALEXANDER, 1996; MALLAT e TEDGUI, 2000).

O bloqueio do SRAA pode ser potencializado por agonistas inversos, que
blogueiam a transducéo sinalizadora das proteinas G acopladas ao receptor (MIURA
et al., 2006). ZOU et al. (2004) demonstraram que receptores AT1 puros podem ser
ativados em cultura de midcitos de ratos, sem o envolvimento de angio Il, e esta
ativacao é inibida pelo agonismo inverso. O mesmo estudo também demonstrou que
a hipertrofia cardiaca induzida pela constricdo de aorta transversa em ratos knock-
out para angio Il foi atenuada pelo agonismo inverso, sugerindo que o receptor AT1

puro é ativado independentemente da angio Il, por mecanismo estimulatério
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cardiaco in vivo. Desta forma, um agonista inverso para receptor AT1 pode ter
relevancia farmacoterapéutica para o sistema cardiovascular.

A destacada eficacia anti-hipertensiva observada com olmesartana pode ser
decorrente de sua potente atividade agonista inversa que interage com dois
dominios transmembranares do receptor AT1, entre seus grupos hidroxila e
carboxila com Tyrl13 e Lys199, His256 do receptor respectivamente (MIURA et al.,
2006). O dominio GIn257 do receptor demonstrou ser importante para a interacao
com olmesartana, mas néo para a atividade agonista inversa (MIURA et al., 2006).

Adicionalmente, a ativacdo do SRAA inclui acdes extrarrenais da angio I,
estimulacdo simpética e aumento da liberacdo de aldosterona (AGUILERA, 1992;
HALL, 1986; QUINN e WILLIAMS, 1988), que promove reabsor¢cdo de sodio no
néfron distal e gera fibrose cardiaca, hipertrofia vascular. Alguns efeitos induzidos
pela angio Il sdo mediados via aldosterona, por super-regulacdo de receptores AT1,
efeitos inibidos pela espironolactona (SCHIFFRIN; FRANKS; GUTKOWSKA, 1985).

Culturas celulares, modelos animais e estudos clinicos suportam o conceito de
que a ativacdo AT1 causa liberacdo de superoxido vascular in vivo e in vitro, com
prejuizo na vasodilatacdo (LAURSEN et al., 1997), favorecendo a aterosclerose.
Estudos demonstram que a ativacdo destes receptores participa na formacao da
placa, caracterizada por aumento da oxidacdo e captacao de lipoproteina de baixa
densidade (LDL)-colesterol, oxidada por macréfagos, formacéo de célula espumosa
(MORAWIETZ et al.,, 1999). A expressao de receptor para LDL oxidada esta
dramaticamente aumentada pela ativacdo de receptor AT1 (MEHTA e LI, 2002;
MORAWIETZ et al., 1999; NICKENIG e HARRISON, 2002 a,b).

A angio Il promove estresse oxidativo, que tem papel central na estimulacdo de
crescimento e migracdo de células do musculo liso vascular para formacao da placa
ateromatosa (MEHTA e LI, 2001). A ativacdo de receptor AT1 inicia 0 processo
inflamatoério, com producdo de interleucina-6 (IL-6) (SCHIEFFER et al., 2000).
Apoptose das células de mdasculo liso, evento inicial da ruptura da placa
ateromatosa, é induzida pela angio Il e atenuada por seus antagonistas (LEMAY;
HAMET; BLOIS, 2000; MALLAT e TEDGUI, 2000).

A angio Il aumenta a liberagdo de endotelina (HERIZE et al., 1998), promove
contracdo de células mesangiais, reduz o coeficiente de ultrafiltragdo (ARDAILLOU,
1999), efeitos compensados pelo estimulo & producdo de prostaglandinas e NO
(ARENDSHORST; BRANNSTROM; RUAN, 1999).
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As endotelinas sdo potentes peptideos vasoconstritores produzidos por varios
tecidos, como a célula muscular lisa e células epicéardicas, porém a principal fonte
produtora é o endotélio (INOUE et al., 1989; YANAGISAWA et al., 1988). Suas trés
isoformas: Endotelinas tipo 1, tipo 2 e tipo 3 (ET-1, ET-2 e ET-3) séo estimuladas
pelo estiramento vascular (YAMAZAKI; KOMURO; KUDOH, 1996), isquemia e angio
II (ITO et al., 1996). Entre os trés subtipos de receptores de endotelina conhecidos,
receptores de endotelina tipo A, B e C (ETA, ETB e ETC) (SAKURAI et al., 1990), o
subtipo ETA apresenta maior afinidade para ET-1, expresso em células do musculo
liso vascular e cardiaco, ETB apresenta afinidade para todas as isoformas, é
expresso em células endoteliais, renais e musculo liso vascular (RUBANYI e
POLOKOFF, 1994). Estes receptores induzem contracdo, proliferacdo e hipertrofia
celular (DE NUCCI et al., 1988). Receptores ETB endoteliais estimulam ainda a
producdo de o6xido nitrico (NO) e prostaciclina, o que explica a vasodilatacédo
transitoria causada pela aplicacdo intraluminal de endotelina (SCHIFFRIN et al.,
1995).

Outras angiotensinas produzidas tém acbes especificas, como as
angiotensinas Ill e IV e a angiotensina 1-7 (SANTOS et al., 2000). Esta, formada a
partir da angiotensina | ou Il, por acdo da enzima conversora 2 (ECA2) ou
endopeptidases neutras, apresenta acbes opostas a angio Il. Preferencialmente
antagonista de receptores AT1, exerce a¢ao agonista sobre receptores AT2, embora
o principal efetor seja o receptor Mas (SANTOS et al., 2000; VAN DER WOUDEN et
al., 2006; WALTERS; GASPARI; WIDDOP, 2005). Essa caracteristica permite ao
sistema influenciar o crescimento vascular, por exemplo, tanto estimulando (angio II)
como inibindo (angiotensina 1-7) (SANTOS et al., 2000).

Além de ser importante sitio para sua formacao, o endotélio também ¢é alvo
para acdes da angiotensina 1-7, que apresenta atividade vasodilatadora; ao ligar-se
as ceélulas endoteliais, estimula producao de NO, prostaglandinas, fatores relaxantes
derivados do endotélio. Exerce ainda efeitos sobre o remodelamento cardiaco e
possui atividade antiarritmogénica, Descreve-se ainda aumento de fluxo
coronariano, melhora da contratilidade, sendo que, em camundongos knoc-kout para
Mas, ocorre reducdo da performance cardiaca. Antagonista de receptor Mas
bloqueia todos estes efeitos (SANTOS e FERREIRA, 2007).
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O eixo ECA2-Angiotensina (1-7)-receptor Mas é alvo para o desenvolvimento
de novos farmacos, em que o agonista de receptor Mas, AVE 0991, poderia ter
potencialidade terapéutica (SANTOS e FERREIRA, 2007).

2.1.2 Endotélio e 6xido nitrico

O endotélio € uma monocamada de epitélio pavimentoso, localizada entre o
sangue circulante e a camada média vascular, mantém a homeostase da parede
vascular e a regulacéo da circulagdo (FURCHGOTT, 1993). O endotélio é um tecido
enddcrino, paracrino e autocrino, ativo metabolicamente e libera varias substancias
reguladoras do tbnus vascular, que modula a coagulacéo e a inflamacao (BRITTEN;
ZEIHER; SCHACHINGER, 1999).

A integridade do endotélio é essencial a prote¢cdo contra espasmo, trombose e
aterogénese (FURCHGOTT, 1993). Alteracdes destas propriedades, induzidas por
diferentes estimulos e fatores, aumentam as respostas vasoconstritoras, proliferacéo
e migracao das células do musculo liso, adeséo de plaquetas e mondcitos e também
a expressdo de moléculas de adesdo (CARVALHO et al., 1997; SADER e
CELERMAJER, 2001; GIANNOTTI et al., 2010).

Os experimentos pioneiros de Furchgott e Zawadzki (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980) demonstraram a existéncia de um fator relaxante derivado de
endotélio que foi identificado como NO (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007),
produzido a partir da L-arginina pela a¢do do 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
enzima calcio-calmodulina dependente (PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988).

O NO é um gés soluvel, com meia-vida de 6 a 30 segundos (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al., 1987), tem a capacidade de se difundir para as
células musculares lisas vasculares e ativar a guanilato ciclase, promovendo
vasodilatacdo mediada por guanosina monofosfato (GMP ciclico) (SANTHANAM et
al., 2007; DURANTE; JOHNSON, F.; JOHNSON, R., 2007), que, por sua vez, reduz
o influxo de céalcio (RAPAPORT; DRAZAIN; MURAD, 1983). Adicionalmente, regula
células da parede dos vasos e inibe a atividade de fatores de crescimento
(McNAMARA et al., 1993).

Segundo De Caterina et al. (1995), o NO apresenta propriedades anti-

inflamatorias por inibir a expressao de citocina e moléculas de adeséao, efeito que
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pode ser mediado pelo fator de transcricdo nuclear (fator nuclear kB), o qual se liga
a regido promotora de genes e codifica proteinas pro-inflamatorias.

Em condicdes fisioldgicas, o0 NO desempenha importante papel na manutencao
da parede vascular, inibindo a inflamacéo, proliferacéo celular e trombose, reduzindo
o tbnus vascular, a ativacdo de plaquetas e leucdcitos, a proliferacdo de células
musculares lisas, a deposicdo de matriz extracelular e a morte de células endoteliais
(DURANTE; JOHNSON, F.; JOHNSON, R., 2007; DE HAAN et al., 2006).

Substancias vasoativas, como bradicinina, podem estimular a liberacdo de NO,
por efeitos autoécrinos e paracrinos (GROVES et al., 1995). Entretanto, o principal
estimulo é o estresse de parede nos vasos, mecanismo ndo dependente de receptor
(RUBANYI e VANHOUTTE, 1986).

O NO é também um radical livre e, quando produzido juntamente com o anion
superoxido, forma uma espécie pro-inflamatoria altamente reativa: o &nion
peroxinitrito, importante mediador da peroxidacdo de lipidios, incluindo a oxidagéo
da LDL, evento crucial para a aterogénese (DUSTING; SELEMIDS; JIANG, 2004).

Fisiologicamente, pequena quantidade de &anion superdxido intracelular é
requerida para a sinalizagdo normal desempenhada pelo NO. Todavia, seu excesso
diminui a biodisponibilidade de NO, reduzindo sua difusdo para o musculo liso
vascular (NAKATA et al.,, 2008). A producdo crbénica de EROs pode exceder a
capacidade dos antioxidantes celulares enzimaticos {como a glutationa peroxidase-1
- principal enzima antioxidante no citosol e nas mitocondrias (DE HAAN et al., 2006)
- e as formas de superédxido dismutase ligadas & membrana, responsaveis por
dismutar o anion superéxido em H,O,} e ndo enzimaticos, contribuindo para a
doenca vascular por inducdo da ativacdo endotelial (LAURSEN et al., 2001,
DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007).

Grandes quantidades de anion superoxido formadas captam a maior parte ou
todo o NO, promovendo a formagéo de anion peroxinitrito (DURANTE; JOHNSON,
F.; JOHNSON, R., 2007). A formacao e a eliminacdo das EROs s&o balanceadas na
parede vascular (WASSMANN et al., 2004), cujo papel-chave é desempenhado pelo
endotélio na manutencdo do tbnus vascular e na pressdo sanguinea pela liberacao
de substancias vasoativas, como o NO (ULKER;McKEOWN; BAYRAKTUTAN,
2003).

Apesar de seu excesso ser toxico, concentracdes fisiologicas dessas espécies

agem como sinal mediador de diversas respostas, incluindo migracédo celular e
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crescimento (LAURSEN et al.,, 2001). Em condicfes normais, a producdo de NO
predomina, de modo que este radical retira pequenas quantidades de anion
superoéxido formado (LAURSEN et al., 2001; XU et al., 2008), garantindo o equilibrio

do estado oxidativo organico.

2.2 Modelo experimental de hipertenséo por Inibicdo de 6xido nitrico

A administracdo de antagonistas da NO sintase bloqueia a sintese de NO e
eleva a presséao arterial em animais de experimentacdo (COOKE e DZAU, 1987). A
administracao cronica de L-NAME, por via oral, promove hipertensdo persistente e
lesdo renal caracterizada por glomeruloesclerose, isquemia glomerular e infiltrado
intersticial renal (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 1992).

Observa-se, na primeira semana, instalacdo da hipertensdo arterial,
dependente da dose de L-NAME, associada a vasoconstri¢cdo periférica, aumento da
resisténcia vascular (RIBEIRO et al., 1992), taquicardia por hiperatividade simpatica
(SOUZA et al., 2001) e possivel reducédo do débito cardiaco (KASSAB et al., 1998).
A hiperatividade simpatica contribui para a elevacdo da resisténcia periférica e
consequente hipertensédo arterial (CUNHA; CABRAL; VASQUEZ, 1993; SANDER;
HANSEN; VICTOR, 1997). Tem sido proposta também uma possivel acdo simpato-
excitatéria de origem central (QUADRI; CARRETERO; SCICLI,1999).

Apos alguns dias de instalacdo da hipertensdo, a coadministracdo de L-
arginina, substrato natural da NO sintase, reduz, apenas parcialmente, 0s niveis
pressoricos, sugerindo que outros mecanismos fisiopatolégicos estejam envolvidos
(RIBEIRO et al., 1992; ZATS e BAYLIS, 1998).

O SRAA contribui para este modelo (POLLOCK et al., 1993), que aumenta as
atividades da renina plasméatica e da enzima conversora, favorecendo o
desenvolvimento de alteracdes estruturais vasculares e miocardicas (TAKEMOTO et
al., 1997). Tratamentos com inibidores da enzima conversora ou com antagonistas
AT1 podem prevenir a instalacdo ou reverter a lesdo renal ja estabelecida
(POLLOCK et al., 1993; RIBEIRO et al., 1992), indicando a participacdo do SRAA na
génese e manutencao deste modelo de hipertenséo.

O cloreto de sédio também exerce influéncia neste modelo de hipertenséo,
sendo que sobrecarga salina agrava e restricdo sédica previne o desenvolvimento
da hipertensao arterial e leséo renal (ZATS e BAYLIS, 1998).



26

Apébs algumas semanas de inibicdo da NO sintase, observa-se nefroesclerose,
isquemia, necrose glomerular segmentar, infiltrado intersticial, alteracdes
microvasculares renais e albumindria progressiva (ZATS e BAYLIS, 1998). Em fases
mais avancadas, nota-se depressdo da funcdo renal e microangiopatia renal com
caracteristicas funcionais e morfologicas de hipertensdo maligna (RIBEIRO et al.,
1992). Constata-se, ainda, hipertrofia cardiaca, perda de cardiomidécitos e alteracdes
na microcirculacdo miocéardica (PEREIRA e MANDARIM-DE-LACERDA, 2001).

2.3 Efeitos pleiotrépicos das estatinas sobre o endotélio

As estatinas, por conterem um componente de estrutura analoga a da HMG-
CoA redutase, inibem esta enzima competitivamente, limitando a sintese de LDL-
colesterol (McFARLANE et al., 2002), sendo utilizadas na reducdo do risco
cardiovascular (SHITARA e SUGIYAMA, 2006).

Lovastatina, sinvastatina e pravastatina sdo derivadas de produtos fungicos;
fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina s&@o sintéticas, exercendo efeitos mais
potentes (ENDO, 1992).

O transporte para o tecido hepatico € influenciado pelos polipetdideos
transportadores de anions organicos (OATPS), transportadores expressos em VAarios
orgaos. No figado, o OATP-C, membro especifico desta familia, € expresso na
membrana basolateral do hepatdcito (KONIG et al., 2000). Interacbes
farmacoldgicas capazes de reduzir a disponibilidade deste receptor ou polimorfismos
genéticos que diminuam sua expressdo podem reduzir a efetividade de algumas
estatinas (LAU et al., 2006; SHITARA e SUGYAMA, 2006).

O colesterol também é sintetizado em tecidos extra-hepaticos e € crucial na
funcdo celular e biosintese de horménios esteroides (CORSINI et al., 1999). A
exposicao de estatinas a tecidos extra-hepaticos pode suprimir a funcéo celular e
ocasionar efeitos adversos, como instabilidade da membrana e dano celular,
possivelmente contribuindo para miotoxicidade (SIRTORI, 1993).

A inibicdo da HMG-Co A redutase reduz a biosintese de farnesil pirofosfato,
metabalito intermediario de ubiquinona/coenzima Q10, isoprenoide relacionado a
transducdo de energia celular no sistema de transporte mitocondrial, gerando
estabilizacdo da membrana (MILES et al., 2005). Segundo Lalani et al. (2005), uma

reducdo desta coenzima pode causar miotoxicidade.
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A reducdo de LDL-colesterol determina super-regulagcdo de receptores LDL
para manter a homeostase intracelular (LENNERNAS e FAGER, 1977). Entretanto, a
isoenzima 7A1 do citocromo P450 (CYP7AL, colesterol 7a hidroxilase), especifica do
figado, transforma o colesterol intracelular em &acido biliar, reduzindo-o no hepatdcito
(BROWN e GOLDSTEIN, 1986).

As estatinas sdo predominantemente biotransformadas pelas enzimas do
citocromo P450 (CYP450) - composto por cerca de 30 isoenzimas (LENNERNAS,
2003). A isoenzima CYP3A4 metaboliza grande numero de farmacos em humanos,
incluindo a lovastatina, a sinvastatina e a atorvastatina. A rosuvastatina nao
apresenta substancial metabolismo pelo CYP450 (WHITE, 2002). Substancias de
carater lipofilico sdo mais susceptiveis ao metabolismo oxidativo por este sistema e
estatinas biotransformadas pelo CYP450 sdo mais propensas a produzir toxicidade
muscular (SHITARA e SUGIYAMA, 2006; THOMPSON et al., 2003).

Na rota de sintese do colesterol, compostos intermediarios sdo formados,
apresentando funcdes biologicas adicionais. Os isoprendides, farnesil pirofosfato e
geranilgeranil-pirofosfato, se ligam a proteinas sinalizadoras, modificando-as,
processo conhecido como prenilacao (LIBBY, 2002; SHITARA e SUGIYAMA, 2006).
Os fixadores lipidicos, Ras, Rho, Rab, Rac, Ral ou Rap, determinam estresse
oxidativo, disfuncdo endotelial e aterosclerose; estatinas bloqueiam a prenilacédo
(LIBBY, 2002; VAN AELST e D’SOUZA-SCHOREY, 1997). A reducado de proteinas
sinalizadoras acarreta menor expressao de substancias inflamatorias ou
relacionadas com a aterogénese, como a IL-6, moléculas de adesdo de mondcitos,
proteinas relacionadas com a hemostasia, como o inibidor do plasminogénio tecidual
(McFARLANE et al., 2002), inibidor endégeno do ativador do plasminogénio tecidual
(WOLFRUM; JENSEN; LIAO, 2003).

Exposicao do endotélio a LDL oxidada favorece a liberacdo de ET-1 (MARTIN-
NIZARD et al.,, 1991) e a expressdo de receptores AT1, sendo que as estatinas
modulam a expressdao de RNA mensageiro de preproendotelina-1 (HERNANDEZ-
PERERA et al., 2000) e atenuam a func¢éo bioldgica da angiotensina Il (WASSMANN
et al., 2001).

Estatinas exercem ainda acdo antioxidante sobre o endotélio (WOLFRUM,;
JENSEN; LIAO, 2003), ativam proteina serina treonina quinase (Akt), que acarreta
inibicdo de apoptose e aumento da producdo de NO em cultura de células
endoteliais (KUREISHI et al., 2000).
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Observa-se, nas analises de dados dos estudos citados, que alguns dos efeitos
benéficos associados com estatinas sdo independentes da reducdo seérica de
colesterol, conhecidos como efeitos pleiotropicos, que tém gerado profundo
interesse sobre o potencial impacto na doenca cardiovascular, como estabilizacao
da placa e o beneficio na sobrevida pelo uso de estatina na sindrome coronéria
aguda (PARADISO-HARDY et al., 2003), na mobilizacdo de células progenitoras
endoteliais (LIEVADOT et al., 2001), na inibicdo de células progenitoras de musculo
liso (KUSUYAMA et al, 2006) e redugcdo do risco absoluto de doenca

cérebrovascular e acidente vascular encefalico (SEVER et al., 2003).

2.4 Farmacologia da olmesartana e da rosuvastatina

2.4.1 Olmesartana

A olmesartana medoxomila [(5-metil-2-0x0-1,3-dioxolen-4-il) metoxi-4-(1-
hidroxil-1-metiletil)-2-propil-1-{4-[2-(tetrazol-5-il)-fenil] fenil} metilimidazol-5-
carboxilato] € um pro-farmaco, hidrolizado rapida e completamente no tubo
gastrintestinal ao metabdlito ativo, olmesartana, sem futura metabolizacdo (MA et al.,
2005; MIZUNO et al., 1995).

Sua estrutura quimica, representada principalmente pelos grupos hidroxila e
carboxila, € importante para promover a atividade agonista inversa, explicando a
potente acdo bloqueadora sobre o receptor AT1 (MIRE;SILFANI; PUGSLEY, 2005).

ESQUEMA 1 Hidrélise de olmesartana medoxomila ao metabdlito olmesartana.
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A olmesartana medoxomila € rapidamente absorvida, apresenta pico de
concentracdo maxima entre 1 a 3 horas, a partir do trato gastrintestinal e a meia-vida
de eliminagdo plasmética é de 10 a 15 horas (KOIKE, 2001). Sua biodisponibilidade
é de 25,6% apos a administracao oral (BRUNNER, 2004; MIZUNO et al., 1995).

A principal via de excrecdo é nas fezes (60% da dose absorvida), com os
remanescentes 40% excretados na urina. A dupla excrecdo tem implicacao prética
em situacdes de disfuncéo hepética ou renal (KOIKE, 2001).

Considera-se baixo o risco de interacdes com olmesartana, devido ao fato de
nao ser biotransformada pelo sistema citocromo P450, ao contrario de muitos
farmacos utilizados na clinica (BRUNNER, 2004).

Existem evidéncias de que olmesartana apresente eficacia anti-hipertensiva
superior a outros medicamentos desta classe terapéutica. Oparil, Zaman e Caihoun
(2003) observaram em estudo comparativo que, apos 8 semanas de tratamento, a
reducdo na pressado arterial média obtida com olmesartana foi superior as obtidas
com losartan e valsartan, mas nao houve diferencga significativa com irbesartana.

Estudos clinicos com olmesartana avaliaram ndo apenas a eficacia anti-
hipertensiva, mas também seus efeitos sobre marcadores de inflamacdo vascular
(EUTOPIA - European Trial on Olmesartan and Pravastatin in Inflammation and
Atherosclerosis). Trata-se de um estudo multicéntrico, randomizado, placebo
controlado, em que se avaliou a significativa reducdo de parametros inflamatdrios
pela olmesartana (FLISER; BUCHHOLZ; HALLER, 2004). Outro estudo objetivou
avaliar a eficicia de olmesartana em aumentar a regeneracao do numero de células
progenitoras endoteliais em pacientes diabéticos ndo dependentes de insulina
(BAHLMANN et al., 2005).

O estudo MORE (Multicentre, Olmesartan, atherosclerosis Regression
Evaluation) analisou os efeitos de olmesartana sobre lesdes aterosclerdticas,
sugerindo um efeito redutor no tamanho da placa de ateroma (STUMPE et al.,
2007). Observou-se, ainda, efeito benéfico na microcirculacdo coronaria com
melhora da dilatacdo coronariana dependente do endotélio (NAYA et al., 2007).0
estudo VIOS (Vascular Improvement with Olmesartan medoxomil Study) demonstrou
0 beneficio do tratamento com olmesartana sobre o remodelamento vascular em

pacientes hipertensos nao diabéticos (SMITH et al., 2008).
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O impacto do tratamento com olmesartana na doenga renal foi avaliado por
dois estudos multicéntricos, que incluiam pacientes diabéticos n&do insulino-
dependentes: ROADMAP (Randomized Olmesartan and Diabetes Microalbuminuria
Prevention Study) (HALLER et al., 2010) e ORIENT (Olmesartan Reducing Incidence
of End Stage Disease in Diabetic Nephropathy Trial) (IMAI et al., 2006). O primeiro
incluiu pacientes com fatores de risco para doenga cardiovascular, sem nefropatia.
Pacientes receberam olmesartana ou outro anti-hipertensivo que ndo atuasse no
SRAA. O objetivo primério foi identificar no grupo com olmesartana o retardo no
inicio da microalbuminuria. O segundo estudo incluiu pacientes com nefropatia
diabética e o objetivo foi avaliar a progressédo da doenca renal. Ambos os estudos

demonstraram nefroprotecao para o grupo com olmesartana.
2.4.2 Rosuvastatina

A rosuvastatina calcica 7- [4- (4- pfluorofenil)- 6 -isopropil- 2 -(N-
metilmetanesulfonamido)- 5 -pirimidinil- 3,5 - dihidroxi- 6 - heptenoato] € a mais
recente estatina sintetizada com capacidade inibitéria da HMGCoA redutase

(SCHACHTER, 2005; SHITARA e SUGYIAMA, 2006).

ESQUEMA 2 Estrutura quimica de rosuvastatina célcica.
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Sao atingidas concentracdes plasmaticas maximas de rosuvastatina
aproximadamente 5 horas ap6s a administracdo oral. Sua biodisponibilidade
absoluta € de aproximadamente 20%. Captada pelo figado, apresenta ligacdo de
90% com proteinas plasmaticas, principalmente albumina (SCHACHTER, 2005).

Estudos in vitro demonstram minimo metabolismo da rosuvastatina em
hepatdécitos, sendo que este ocorre predominantemente pela CYP2C9 e com menor
participacdo pela CYP2C19 (SHITARA e SUGYIAMA, 2006).

O principal metabdlito formado, o N-desmetil rosuvastatina, possui 50% da
atividade inibitéria do componente ativo; produz ainda o metabdlito lactona
(clinicamente inativo). HA pouco ou nenhum metabolismo via CYP3A4, indicando
reduzido potencial para interacbes com substancias metabolizadas por esta enzima
(NEZASA et al., 2004).

Cerca de 90% das doses administradas séo excretados sob a forma inalterada
nas fezes (consistindo em substancia ativa absorvida e nao absorvida) e o
remanescente excretado na urina, sendo que 5% s&o excretados sob a forma
inalterada na urina. A meia-vida de eliminacéo plasmatica € de aproximadamente 19
horas (SHITARA e SUGYIAMA, 2006).

A rosuvastatina esta indicada para tratamento de hiperlipidemia primaria e
dislipemia mista por reduzir os niveis elevados de colesterol total, LDL-colesterol,
Apolipoproteina B, e triglicéridos; para aumentar o HDL-colesterol, para tratamento
da hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia familiar homozigoética. Indica-se também
para alentecer a progressédo da placa arterial de ateroma. Ao inibir a HMG-CoA,
rosuvastatina reduz os niveis de colesterol total, LDL-colesterol, triglicérides e
promove aumento moderado de HDL-colesterol (SCHACHTER, 2005; SHITARA e
SUGYAMA, 2006).

Estudos clinicos sobre rosuvastatina compdem o Programa GALAXY
(SCHUSTER, 2007), projeto multicéntrico que incluiu 55 paises e objetivou realizar
varios estudos sobre rosuvastatina, com foco principal sobre perfis lipidicos
aterogénicos e marcadores da inflamacao, efeitos sobre a placa de aterosclerose e
impacto na morbimortalidade cardiovascular. Neste projeto, patrocinado pela
empresa farmacéutica Astra-Zéneca, analisaram-se efeitos da rosuvastatina sobre
os perfis lipidicos aterogénicos e marcadores da inflamagéo vascular. Entre estes,
citamos alguns estudos, como o COMETS (COmparative study with rosuvastatin in

subjects with METabolic Syndrome). Estudo randomizado, duplo cego de 12
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semanas de duracdo que compara o efeito da rosuvastatina com atorvastatina e
placebo sobre os niveis de colesterol LDL em pacientes com sindrome metabdlica e
baixo risco cardiovascular (STALENHOEF et al., 2004).

O ECLIPSE (An Evaluation to Compare Lipid lowering effects of rosuvastatin
and atorvastatin In force titrated subjects: a Prospective Study of Efficacy and
tolerability) é um estudo randomizado de 24 semanas de duracdo, que compara a
eficacia de rosuvastatina e atorvastatina em pacientes com hipercolesterolemia
primaria e alto risco cardiovascular (FAERGEMAN; SOSEF; DUFFIELD,2006).

Citamos também MERCURY | e Il (Measuring Effective Reductions in
Cholesterol Ousing Rosuvastatin therapY). Estudos randomizados abertos de 16
semanas de duracdo, que comparam a efichcia e a seguranca de rosuvastatina
frente a atorvastatina, pravastatina e sinvastatina em pacientes com
hipercolesterolemia primaria (STENDER et al., 2005; BALLANTYNE et al., 2005).

Ha ainda POLARIS (Prospective Quptimisation of Lipids by Atorvastatin or
Rosuvastatin Investigated in high-risk Subjects with hypercholesterolaemia). Estudo
randomizado duplo cego de 26 semanas de duracdo, que compara a eficacia e
seguranca da rosuvastatina e a atorvastatina em pacientes com hipercolesterolemia
e alto risco cardiovascular (LEITER et al., 2005).

Ja4 o PULSAR (Prospective study to evaluate the Utility of Low doses of the
Statins Atorvastatin and Rosuvastatin), € um estudo randomizado aberto, que
compara a seguranca e eficacia de rosuvastatina e atorvastatina a baixas doses em
pacientes com hipercolesterolemia e alto risco cardiovascular (CLEARFIELD et al.,
2005).

Citamos também STELLAR (Statin Therapies for Elevated Lipid Levels
compared Across doses to Rosuvastatin). Estudo randomizado, que compara a
eficAcia de rosuvastatina com a atorvastatina, pravastatina e sinvastatina em
pacientes com hipercolesterolemia primaria (JONES et al., 2003).

Outro estudo que também devemos ressaltar € DISCOVERY (Dlrect Statin
COmparison of LDL-C Values: an Evaluation of Rosuvastatin therapY). Estudo
randomizado, aberto, de 12 semanas de duracéo, desenhado para avaliar a eficacia
da rosuvastatina frente a outras estatinas em pacientes com hipercolesterolemia
primaria (STRANDBERG; FEELY; SIGURDSSON, 2005).

O estudo ORBITAL (Open label primary care study: Rosuvastatin Based

compliance Initiatives linked to achievement of LDL goals) é randomizado, aberto, de
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24 semanas de duracdo, e avalia a efichcia de rosuvastatina isolada e em
associacdo em pacientes com hipercolesterolemia primaria (WILLICH et al., 2004).

E por ultimo, ndo menos importante, citamos URANUS (The Use of
Rosuvastatin versus Atorvastatin iN type 2 diabetes mellitUS). Estudo randomizado,
duplo cego, que compara em pacientes diabéticos tipo Il a resposta do LDL-
colesterol com o tratamento com rosuvastatina ou atorvastatina (BERNE e
SIEWERT, 2005).

Outros estudos objetivaram avaliar os efeitos da rosuvastatina sobre a placa
de aterosclerose: ASTEROID (A Study To Evaluate the effect of Rosuvastatin On
Intravascular ultrasound-Derived coronary atheroma burden). Estudo aberto, de 24
meses de duracdo, desenhado para avaliar os efeitos de rosuvastatina sobre a
espessura da placa de ateroma coronaria (NISSEN, 2003; STEVE e NISSEN, 2006);
METEOR (Measuring Effects on intima média Thickness: an Evaluation Ouf
Rosuvastatin). Estudo randomizado, duplo cego, de 24 meses de duracdo, que
avalia o efeito da rosuvastatina sobre a placa de ateroma carotidea em pacientes
assintomaticos com hipercolesterolemia de baixo risco (CROUSE et al., 2007) e
ORION (Qutcome of Rosuvastatin treatment on carotid artery atheroma:a magnetic
resonance Imaging ObservatioN). Estudo randomizado, duplo cego, de 24 meses de
duracdo, avalia o efeito da rosuvastatina sobre a placa carotidea de ateroma em
pacientes hipercolesterolémicos assintomaticos (HATSUKAMI et al., 2001).

O efeito da rosuvastatina sobre a morbimortalidade cardiovascular foi
observada nos estudos:

CORONA (COntrolled ROsuvastatin MultiNAtional Trial in Heart Failure).
Estudo randomizado, duplo cego, que avalia o efeito da rosuvastatina em 5.016
pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia isquémica (NYHA II-IV) com
tratamento convencional (KJEKSHUS et al., 2006).

JUPITER (Justification for the Use of statins in Primary prevention. an
Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin). Estudo randomizado, duplo cego, que
avalia a eficacia da rosuvastatina na prevencdo primaria de doencas
cardiovasculares, versus placebo (RIDKER et al., 2003).

AURORA (A study evaluating the Use of Rosuvastatin in patients requiring
Ongoing Renal dialysis: an Assessment of survival and cardiovascular events).

Estudo de 2.775 pacientes com insuficiéncia renal terminal e submetidos a
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hemodialise comparando os eventos cardiovasculares do grupo que utiliza
rosuvastatina contra placebo (FELLSTROM et al., 2006).

Outros estudos paralelos, néo incluidos originalmente no programa GALAXY,
comparam rosuvastatina com outros farmacos utilizados no tratamento da
dislipidemia. Entre eles, destacam-se os estudos: ANDROMEDA (A raNdomized,
Double-blind study to compare Rosuvastatin [10 e 20mg] and atOrvastatin [10 e
20mg] in patiEnts with type Il DiAbetes) (BETTERIDGE;GIBSON, 2007) e SOLAR
(Satisfying Optimal LDL-C ATP Il goals with Rosuvastatin (INSULL et al., 2007).

2.5 Estudos experimentais in vivo com olmesartana e rosuvastatina

Furuhashi et al. (2004) administraram olmesartana (0,1 mg/kg/dia) a ratos
Sprague-Dawley hipertensos e resistentes a insulina e verificaram reducdes
presséricas com duas semanas de tratamento. Na dosagem de 0,3 mg/kg/dia
observou-se também efeito favoravel sobre a producado de radicais livres de oxigénio
(YOSHIDA et al.,, 2004). Ja na dose de 0,6 mg/kg/dia Mizuno et al. (2002)
observaram melhora na proteinuria, hipoalbuminemia e hiperlipidemia, efeitos estes
dose-dependentes.

Em doses mais elevadas (1, 3, 5 e 10 mg/kg/dia), olmesartana atenuou a
hipertrofia e fibrose cardiaca, a expressdo de peptideo natriurético cerebral (KIM-
MITSUYAMA et al., 2004); os danos renais e a proteindria na nefropatia diabética
(NANGAKU et al., 2003). Segundo XU et al. (2001), a administracdo de olmesartana
(3 a 10 mg/kg/dia) proporcionou melhora significativa da esclerose glomerular, efeito
este considerado dose-dependente.

Outro estudo (KADOWAKI et al., 2009) objetivou avaliar a relacdo entre a
atividade antioxidante de olmesartana e suas acdes farmacoldgicas, tais como
efeitos redutores da pressdo arterial e efeitos nefroprotetores em ratos
nefrectomizados. Nestes animais, a relacdo albumina oxidada/néo oxidada, pressao
arterial sistolica e diastolica, creatinina plasmatica e excreg¢ao urinaria de proteina
estdo elevadas. A olmesartana significativamente suprimiu todos estes parametros,
apos oito semanas de tratamento. A olmesartana também aumentou a remocao de
radicais livres do plasma. Observou-se uma boa correlagédo entre a relagdo de
albumina oxidada e a funcdo renal, enquanto que nenhuma correlagdo foi

encontrada relacionada com a pressao arterial. Baseado nestes achados, os autores
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concluiram que as propriedades antioxidantes de olmesartana possam estar
relacionadas aos seus efeitos nefroprotetores de forma mais importante que seus
efeitos anti-hipertensivos.

Em estudos experimentais, a rosuvastatina foi administrada a ratos em
dosagens que variaram de 0,2 a 20 mg/kg/dia. Na dose de 0,2 mg/kg/dia apresentou
reducdo do dano miocéardico, da hipermeabilidade vascular e reducdo de lesédo
endotelial (DI NAPOLI et al., 2005); com 0,25 e 1,25 mg/kg/dia, melhorou a derivada
de pressao ventricular sobre o tempo, efeito bloqueado com inibidor da NO sintase
(IKEDA; YOUNG; LEFER, 2003). Atenuou processo inflamatorio associado com
doenca cérebrovascular, na dosagem de 1 e 10mg/kg/dia (SIRONI et al., 2005). A
rosuvastatina (2 mg/kg/dia) melhorou a resposta vasodilatadora coronaria (MILLER,;
TULBERT; BUSIJA, 2004) e a disponibilidade de NO (DI NAPOLI et al., 2005).

Di Napoli et al. (2005) demonstraram que a rosuvastatina (doses de 0,2 e 2
mg/kg/dia) reduziu a injaria celular, a permeabilidade vascular e o dano mitocondrial
apos reperfusdo miocéardica. No entanto, na dosagem de 20 mg/kg/dia, estes efeitos
nao foram observados, provavelmente, decorrente da perda de efeitos benéficos da
substancia sobre a expressao de NO sintases (indutivel e constitutivel), associado a
maior dano mitocondrial e disfuncdo da microcirculacdo coronéria. Kim, S.; Kim, C.;
Vaziri (2005) verificaram que a rosuvastatina (20 mg/kg/dia) melhorou o perfil lipidico
e reduziu a proteindria.

Os resultados do estudo de Susic et al. (SUSIC et al., 2003) demonstram que
rosuvastatina reduziu a pressao arterial em ratos geneticamente hipertensos
decorrente da reducdo da resisténcia vascular periférica. Estes achados
hemodindmicos foram independentes da reducdo de colesterol plasmatico. Ratos
tratados com L-NAME apresentaram marcada reducdo do fluxo coronario com
consequente isquemia ventricular, depresséo da funcao sistélica e reducéo do débito
cardiaco. Entretanto, nestes animais, a rosuvastatina n&o reduziu a pressao arterial,
mas diminuiu significativamente a resisténcia vascular. Simultaneamente, atenuou a
reducdo do débito cardiaco induzido por L-NAME, em parte decorrente do aumento
do retorno venoso e pelo aumento do fluxo sanguineo coronario, mantendo a
pressdo arterial inalterada. Em conclusdo, rosuvastatina reduziu a resisténcia
vascular periférica em ambos os modelos experimentais, 0 que pode ser decorrente

da melhora da func&o endotelial observada no modelo induzido por L-NAME.
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Ratos (n = 60) em insuficiéncia cardiaca foram tratados durante 17 meses
com rosuvastatina isolada e associada a terapia classica para insuficiéncia cardiaca
(quinapril, torasemide e carvedilol) (GOMEZ-GARRE et al., 2010). Todos os
farmacos foram administrados na agua de beber. O tratamento classico para
insuficiéncia cardiaca inibiu a dilatagdo ventricular esquerda, hipertrofia cardiaca,
fibrose e inflamacdo, comparativamente aos animais nao tratados. Rosuvastatina
(10 mg/kg/dia), isoladamente, preveniu a dilatacdo ventricular esquerda e inflamacéo
cardiaca, mas nao modificou a pressao arterial ou a hipertrofia miocardica.
Entretanto, ao ser adicionada a terapia classica, a rosuvastatina preveniu a dilatacédo
ventricular esquerda, preservou a funcdo cardiaca e normalizou a inflamagé&o. Estes
dados mostram que a adi¢cdo de rosuvastatina ao esquema classico para tratamento
de insuficiéncia cardiaca pode aumentar o beneficio sobre o remodelamento
cardiaco neste modelo animal. Todos estes efeitos observados com rosuvastatina
foram independentes da reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol e podem ser
atribuidos a reducéo na inflamacdo miocardica.

Neto-Ferreira et al. (2010) analisaram a eficacia do tratamento com
rosuvastatina (20mg/kg/dia, via oral) durante cinco semanas sobre o remodelamento
aortico no modelo de hipertenséo arterial por deficiéncia crénica da sintese de 6xido
nitrico. Espessamentos das camadas meédia e intima de aorta toracica foram
observados no grupo hipertenso por L-NAME, sendo que rosuvastatina preveniu
estas alteracbes. Alteracdes ultraestruturais promovidas por L-NAME, como
presenca de vesiculas intracelulares, alteracdo na morfologia da membrana em
células endoteliais, deposi¢cdo na matriz extracelular e projecdes citoplasmaticas das
células de musculo liso para a lamina elastica interna, foram atenuadas pela
rosuvastatina, neste modelo animal. Estes achados ndo foram acompanhados de

reducdo da pressao arterial.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos dos tratamentos (isolado e associado) de olmesartana e
rosuvastatina sobre o remodelamento miocérdico, vascular, inflamatoério e fungéo
renal em ratos Wistar hipertensos induzidos pela inibicdo cronica da sintese de oxido

nitrico.

3.2 Especificos

e Avaliar a pressao arterial e a frequéncia cardiaca nos animais durante o

periodo de tratamento dos grupos experimentais;

¢ Analisar os parametros bioquimicos, hematolégicos, analise urinaria e fatores

inflamatérios como: NO e citocinas;

e Identificar o desenvolvimento de processo inflamatdrio em tecido renal através
da presenca de infiltracdo de macréfagos, empregando a andlise imuno-

histoquimica,;
e Verificar a presenca de hipertrofia ventricular esquerda;

e Determinar a ocorréncia de remodelamento adverso miocardico e vascular
através de andlise morfométrica e morfolégica das estruturas e o impacto dos

tratamentos sobre 0 mesmo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados oitenta ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) machos, com
cerca de 5 semanas de vida e peso corporal variando de 160 a 180 gramas,
oriundos do Biotério da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
Minas Gerais.

Os oitenta animais foram alojados em grupos de cinco por gaiola de
polipropileno de 30 cm de largura, 60 cm de profundidade e 20 cm de altura,
forradas com maravalha artificial (ndo esterilizada). As mesmas foram mantidas em
ambientes climatizados, com temperatura média de 23°C e umidade média de 80%.

A alimentacdo solida (peletizada) era composta de ragdo comercial Nuvilab
CR1 (Nuvital®, Brasil), cujas caracteristicas estdo descritas no Anexo 1, foi fornecida
diariamente na proporcao de 10-15 gramas/dia e agua filtrada, ad libitum.

Todos os procedimentos seguiram 0s principios éticos na experimentacao
animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados sob o nimero 016/2007 pela Comissdo de Etica na Experimentacéo
Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de Pesquisa/UFJF.

4.2 Tratamentos

Os animais receberam L-NAME diluido na 4gua de beber, na propor¢do média
de 1mg da substancia/5 mL de agua, e tiveram o consumo de agua monitorado
diariamente, a fim de garantir a ingesta da substancia na dosagem pré-estabelecida
(30 mg/kg/dia). A confirmacdo da inducdo do modelo de hipertenséo foi verificada
através da avaliacdo semanal da presséao arterial.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos, sendo que em um
destes houve apenas a administracdo de veiculo (dgua destilada) por via oral
(gavage) (G1 — CONT - controle negativo). Nos outros sete grupos, foi administrada
solugcéao de L-NAME (Sigma), durante quatro semanas, na dosagem de 30 mg/Kg/dia
(BARBUTO et al., 2004), diluida na agua de beber. Esta solucdo foi preparada e

administrada diariamente para evitar degradagdo. O primeiro, entre estes sete
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grupos de ratos, recebeu apenas L-NAME (G2 — LN - controle positivo), sendo que
0S outros seis grupos, identificados como G3 (LN+OLMS5), G4 (LN+ROS20), G5
(LN+OLM0,5), G6 (LN+ROS2), G7 (LN+OLMO0,5+R0OS2) e G8 (LN+OLM5+R0OS20)
foram tratados diariamente com olmesartana (Sankyo), e/ou rosuvastatina (Astra-
Zeneca), durante quatro semanas. A administracdo destes farmacos foi realizada em

cada um dos animais, por via oral (gavage), diariamente, pela manha.

Os comprimidos de olmesartana e rosuvastatina foram triturados e diluidos em
agua destilada, diariamente, iniciando-se com o primeiro dia da administracao de L-

NAME, nas dosagens conforme especificadas:

Grupo G3 (LN+OLM5) recebeu durante quatro semanas L-NAME e

olmesartana na dose de 5mg/Kg/dia;

Grupo G4 (LN+ROS20) recebeu L-NAME e rosuvastatina na dose de
20mg/Kg/dia;

Grupo G5 (LN+OLMO,5) recebeu L-NAME e olmesartana na dose de
0,5mg/Kg/dia;

Grupo G6 (LN+ROS2) recebeu L-NAME e rosuvastatina na dose de
2mg/Kg/dia;

Grupo G7 (LN+OLMO0,5+R0OS2) recebeu L-NAME e olmesartana na dose de
0,5mg/Kg/dia associada a rosuvastatina na dose de 2mg/Kg/dia;

Grupo G8 (LN+OLM5+R0OS20) recebeu L-NAME e olmesartana na dose de

5mg/Kg/dia associada a rosuvastatina na dose de 20mg/Kg/dia.

No vigésimo oitavo dia ap6s o inicio do experimento, os animais foram
eutanasiados mediante anestesia profunda com pentobarbital sédico (Thiopental,
Cristalia, Brasil) administrado intraperitoneal na dose de 50mg/kg de peso corpéreo
(HIGASHIURA et al., 2000).
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4.3 Coleta de material bioldgico

ApoGs anestesia profunda, o térax e o abdome dos animais foram abertos
através de incisdo mediana ventral e as amostras biologicas de interesse foram
coletadas.

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo no ventriculo direito para a
realizacdo das analises de interesse, empregando-se um tubo contendo citrato e
outro EDTA como anticoagulantes e, ainda, outra aliquota sem anticoagulante para
a obtencao do soro. O plasma citratado e o soro foram obtidos por centrifugacdo a
1811 x g, a temperatura de 4°C durante 15 minutos. Aliquotas de ambos foram
armazenadas em freezer -80°C até o momento da andlise. O sangue total (contendo
EDTA) foi empregado para a realizacdo das analises hematoldgicas.

Amostras de urina foram obtidas por puncdo de bexiga para determinar o
parametro de funcéo renal (relacao albumina/creatinina).

O atrio direito foi aberto e o catéter de perfusdo introduzido no ventriculo
esquerdo para perfundir o sistema cardiovascular, primeiramente com solucdo
fisiol6égica e, posteriormente, com solucdo fixadora contendo formol tamponado a
10% pH=7,4. Os 6rgaos (rim, figado, coracao e aorta) foram imediatamente retirados
e, fragmentos foram mantidos em solucdo de formol tamponado a 10% até o

processamento.

4.4 Avaliacado de parametros fisiolégicos e hemodinamicos

Os grupos foram avaliados diariamente para analise do consumo de &gua,
diluicdo e administracdo dos farmacos. O peso corporeo e pressao arterial foram
mensurados semanalmente. Os parametros do tempo controle foram realizados
antes do inicio do experimento, ap0s 0s animais estarem totalmente condicionados

ao procedimento, com o objetivo de minimizar o estresse.
a- Peso corpéreo

Foi utilizada balanca de precisédo para afericdo da massa corpérea, ao longo do

experimento.

b- Pressao arterial sistolica e frequéncia cardiaca
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Foi utilizada a medida indireta da presséo arterial com o método ndo invasivo
de pletismografia da artéria da cauda com alta equivaléncia com a medida direta (LE
5001, Panlab, Espanha), avaliando-se a pressao arterial sistolica (PS) e frequéncia
cardiaca (FC). Este procedimento foi realizado ap6s o animal estar completamente
adaptado ao procedimento, necessario para minimizar o estresse. Foram
considerados os valores das médias das medidas pressoricas, obtendo-se pelo
menos seis valores de cada animal por semana. As verificacbes da PS e da FC
foram realizadas pela manha em todos os grupos.

Valores de PS e de FC foram obtidos no inicio do experimento e no final de
cada semana, para todos os animais em todos os grupos, perfazendo cinco

momentos de analise (basal, semanas 1, 2, 3 e 4).

4.5 Andlises laboratoriais

4.5.1 Analises bioquimica, hematoldgica e urinaria

No soro dos animais foram quantificados os niveis de colesterol total (CT),
triglicérides (Tg), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), creatinina (Cr). Analises bioquimicas foram realizadas,
utilizando-se o equipamento Cobas Mira, Roche (Kit Biotécnica).

No sangue total foram avaliados os parametros hematolégicos (hemograma e
plaguetas) empregando sistema automatizado.

Foi determinada na urina a relacdo albumina/creatinina, de acordo com

protocolos de rotina.

4.5.2 Dosagem de Oxido nitrico e de citocinas

O NO foi avaliado pelos produtos oriundos de quebra enzimatica do nitrito
(NOy) e nitrato (NO3") através do método de Griess (GREEN et al., 1982). O nivel de
nitrito/nitrato (NOx) foi determinado como descrito previamente por Saleh et al.
(1999). As amostras foram homogeneizadas com acido tricloroacético 50% e
centrifugadas a 14.000 rpm (em g) por 10 minutos. Apds centrifugacdo, foram
adicionados 100 pL do sobrenadante de cada amostra e 100 uL do reagente de

Griess a cada poco da placa. Foi preparado o branco o qual continha 100 pyL de
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agua destilada e 100 pL do reagente de Griess. Solucdo de nitrato de sodio (NaNOy)
foi utilizada com padréo para a construcado da curva de calibragdo (concentracéo:
0,012 — 200 puM). A concentracdo de nitrito/nitrato foi estimada através de reacéo
colorimétrica, com auxilio de leitor de placa (Organon Tecknica, Roseland, NJ, USA)
em comprimento de onda fixo de 540 nm. As analises foram realizadas em duplicata
e 0s resultados foram expressos como pM.

Os parametros de atividade inflamatoria foram avaliados no plasma dos
animais pela analise de Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-
a) OptEIA, BD pelo método ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), de acordo
com instrucdes do fabricante. Nessa técnica, um anticorpo monoclonal especifico foi
adsorvido a placa. Ap6s adicdo da amostra de soro na qual se encontra o mediador
a ser dosado, procedeu-se a incubacéo, ocasido em que as moléculas de antigenos
se fixaram aos anticorpos adsorvidos a placa. Por meio de lavagem, todo o material
nao-fixado foi eliminado. A seguir, adicionou-se novo anticorpo, com especificidade
para um determinante antigénico ligado a placa, obtendo-se o complexo anticorpo-
antigeno-anticorpo-enzima (técnica de sanduiche). Nova lavagem foi feita para
remocao dos anticorpos néo-ligados. A seguir, acrescentou-se substrato que tem a
propriedade de, quando em contato com a enzima, assumir coloragdo diferente,
proporcional a quantidade de mediador presente na amostra (antigeno). A leitura foi
feita em leitora de placas (BioRad) em comprimento de onda fixo de 450 nm e
comparada a uma curva padrdo obtida com concentracdes conhecidas dos

mediadores recombinantes.

4.5.3 Analises histopatoldgica, morfométrica e imuno-histoquimica

Amostras de tecidos (coracao, aorta, figado e rim) foram fixadas em formol
tamponado a 10% (pH=7,0) por um periodo minimo de 24 horas. Apos a fixagao, as
amostras foram desidratadas gradativamente em concentracdes crescentes de
alcool etilico (70 a 100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina,
conforme métodos histopatoldgicos de rotina. Os fragmentos incluidos em parafina
foram cortados utilizando-se micrétomo (American Optical Co. “820”, Spence, EUA),
obtendo-se secdes de 3 micra de espessura. As laminas histopatologicas foram

mantidas em estufa para secagem, e 0s cortes, posteriormente, submetidos a
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coloracdo por hematoxilina e eosina para analise morfologica e tricromio de Masson,
para analise das estruturas intersticiais conjuntivais.

Todas as analises histologicas foram realizadas pelo mesmo observador sem
conhecimento prévio de qual grupo pertencia os animais.

Imagens histolégicas foram obtidas pelas objetivas de 4x a 100x do microscépio
de luz (BX51, OLYMPUS, EUA), fotografadas com camara digital (COOLSNAP-PRO
COLOR, Media Cybernetics, EUA) e avaliadas em um sistema computadorizado de
captura de imagens Image Pro-Plus. As analises morfométricas foram realizadas a
seguir. Os perimetros das fibras cardiacas foram avaliados a partir de cortes
transversais e comparados entre os animais dos diferentes grupos experimentais com
o0 objetivo de detectar aumento do diametro, caracterizando hipertrofia de midcito
cardiaco. Cortes circulares ou proximos a circulares de aorta toracica de cada grupo
foram selecionados aleatoriamente e analisados histomorfometricamente, para
calculo da relacdo média e intima/limen (WANG et al., 2007), indicativa de
hipertrofia vascular. Esta relacdo foi obtida através de planimetria, realizando-se a
mensuracao da area da camada meédia e intima e a area do limen arterial, obtendo-
se, assim, a relacdo média e intima / lamen.

Areas de deposicéo de fibrose perivascular foram quantificadas por morfometria
e relacionadas as areas totais dos vasos da microcirculacdo miocérdica.

No tecido hepdtico foi analisada a presenca de alteracdes histopatoldgicas com
a finalidade de avaliar hepatoxicidade.

No tecido renal foi realizada andlise morfoldgica dos tubulos (para pesquisa de
dilatacao tubular), vasos sanguineos (para identificar fibrose intimal, microtrombose,
necrose fibrindide), glomérulos (para andalise de glomeruloesclerose, atrofia
glomerular) e compartimento intersticial para detectar alteraces no colageno e
pesquisa de células inflamatdrias (400X), com o objetivo de graduar as possiveis
alteracdes vigentes. Area da superficie glomerular foi analisada morfometricamente
para determinar a area (um?) de pelo menos 50 glomérulos por animal (TU et al.,
2008). Também no tecido renal foi realizada imuno-histoquimica em parafina para
detectar o numero de macrofagos nos glomérulos dos animais, utilizando-se
anticorpo monoclonal contra macréfagos/mondcitos de ratos (CD68, code
MCA3414GA, lot 131107, Serotec, Oxford, UK) (HARTNER et al., 2005). O namero
de glomérulos foi determinado contando-se aleatoriamente 100 glomérulos nos

campos microscopios com aumento de 400X. A preparacdo do material foi realizada
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pelo laboratorio Anticorpos, Niterdi, Rio de Janeiro, adotando-se a técnica descrita
abaixo.

Cortes histologicos com 4 micra de espessura foram pré-tratadas com 10Mm de
tampéo citrato / pH 6,0 em banho-maria durante 40 minutos a 95-99°C para
recuperacgdo antigénica por calor. Apoés esfriar por 20 minutos, seguiram-se lavagens
em &gua corrente. A seguir, procedeu-se ao bloqueio da peroxidase endégena com
solucdo de peroxido de hidrogénio (H».0,) a 3% em metanol a 70% (ou solucéo
comercial de agua oxigenada a 3% = 10 volumes), em um banho de 20 minutos;
seguindo-se lavagens em agua corrente. Apos o bloqueio da peroxidase enddgena
as laminas foram incubadas com o anticorpo primario diluido na proporcdo 1:100 (1
parte de anticorpo para 100 partes de solucédo tampéao fosfato, conforme descrito a

seguir) por 1 hora em temperatura ambiente.

Solucédo tampéao fosfato 7,6 (tampéao de lavagem):

Cloreto de sOdio p.a. (NACI) .....cooveviiiiiiiiieie e 8,17q;
Fosfato de sédio dibasico anidro p.a.(Na2HPO4)..............c.covueee. 1,05¢;
Fosfato de sédio monobasico p.a.(NaH2P04.2 H,0).................... 0,31g;
Agua destilada, 0.5.P....ccvviveeeeeeeeeeeee e, 1000ml.

Apbs incubacédo das laminas com anticorpo especifico, iniciou-se a reagdo da
estreptavidina-biotina-peroxidase (EasyPath Super ABC KIT, Brasil), da forma como
se segue: lavagem das laminas com solucdo tampao PBS; incubacdo com anticorpo
secundario biotinilado, diluido em PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente;
lavagem com solucédo tampédo PBS; incubacdo com complexo ABC/StreptABC
diluido em tampéo PBS, durante 30 minutos a temperatura ambiente; revelacao e
montagem (incubacdo das laminas em solucdo substrato - diaminobenzidina - DAB
marca Dako cddigo K3466 -, durante 30 segundos a 2 minutos, lavagem com agua
corrente quando o corte histolégico adquirir coloracdo marrom; contracoragem com
hematoxilina de Harris por 20 segundos a 1 minuto e lavagem em &agua corrente;
desidratacdo das laminas (élcool e xilol); montagem das laminas com balsamo de

Damar (goma de Damar diluida em xilol) para leitura em microscopia éptica comum.
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4.6 Desenho experimental

O fluxograma dos grupos experimentais e o fluxograma dos diferentes

tratamentos propostos estdo esquematizados a seguir:



FLUXOGRAMA 1 Fluxograma dos grupos experimentais.

Animais
Normais
l Hipert |
G1 (CONT) ipertensos

G2 G3 G4 G5 G6
(LN) (LN+OLM5) (LN+ROS20) (LN+OLMQ,5) (LN+R0OS2)

G7

(LN+OLMO,5+
ROS2)

G8
(LN+OLM5+
ROS20)
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FLUXOGRAMA 2 Fluxograma dos diferentes tratamentos propostos.

I Grupos Expernmentais \
Controle
I Mormotenso \ I L-NAME \
Controle Fosuvastatina Olmesartana SIZoEEELIE S
Hipertenso Olmesar‘[ana
20 0.5 2+0.5 20+5
mgfkgfdla mg/kg/dia mg/kg/dia mgfkgfdla mg/kg/dia mag/kg/dia
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4.7 Anélise estatistica

As variaveis morfométricas, o0s parametros fisioldégicos, bioquimicos,
hematoldgicos e imuno-histoquimicos foram submetidos a analise estatistica
descritiva e inferencial mediante submissdo dos mesmos a andlise de variancia
(ANOVA — one way) seguida pelo teste pos-hoc de Tukey ou a analise de Kruskall-
Wallis seguida pelo teste de Tamhane, quando aplicaveis. Os resultados foram
apresentados como média £ erro padrdo da média (S.E.M.). O nivel de significancia
adotado foi de 5 % (p < 0,05).

Andlises e gréficos foram realizados utilizando-se pacote estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versédo 13.0 e GraphPad Prism versao

5.01 para Windows.



5 RESULTADOS

5.1 Pressao arterial sist6lica e frequéncia cardiaca

Os valores iniciais da presséao arterial sistolica foram semelhantes em todos os
grupos. Ao final da primeira semana de tratamento com L-NAME, o grupo G2 (LN)
exibiu elevacéo da PS em relagéo ao controle (G1 - CONT) (p < 0,0001). Ao final da
segunda semana de tratamento, 0s grupos de animais tratados com rosuvastatina
20 ou 2mg/kg/dia mantinham-se hipertensos, padrdo que se manteve até o final do

experimento, na quarta semana (Gréfico 1 e Tabela 1 em Anexo A).
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GRAFICO 1  Pressdo Arterial Sistélica (mmHg) dos animais pertencentes aos

diferentes grupos experimentais.
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Gl=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5mg/kg/dia; G4=grupo
rosuvastatina 20mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina
2mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia + rosuvastatina 2mg/kg/dia; G8=grupo
olmesartana 5mg/kg/dia + rosuvastatina 20mg/kg/dia. ANOVA seguida de Tukey (*p < 0,0001).
Andlises estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes grupos experimentais.
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Os valores da FC do grupo L-NAME (G2 - LN) mantiveram-se inalterados em
relacdo ao grupo controle (G1 - CONT), durante todo o experimento. No final do
estudo, apenas o grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia + rosuvastatina 2mg/kg/dia (G7 -
LN+OLMO0,5+R0OS2) demonstrou reducdo da FC comparativamente ao grupo L-
NAME (G2 - LN) (p < 0,05) (Gréfico 2 e Tabela 2 em Anexo B).

GRAFICO 2 Frequéncia cardiaca (bpm) dos animais pertencentes aos diferentes

grupos experimentais.
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Gl=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5mg/kg/dia; G4=grupo
rosuvastatina 20mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina
2mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia + rosuvastatina 2mg/kg/dia; G8=grupo
olmesartana 5mg/kg/dia + rosuvastatina 20mg/kg/dia. ANOVA seguida de Tukey (*p < 0,0001).
Analises estatisticas realizadas e entre G2 e os diferentes grupos experimentais.
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5.2 Andlises laboratoriais
5.2.1 Paradmetros bioquimicos e hematoldgicos

Os diversos grupos experimentais apresentaram valores semelhantes para
CT, Tg, AST, ALT, FA e Cr, quando comparados ao grupo controle (G1 - CONT)
(Tabela 3).

TABELA 3 Colesterol total, triglicérides, aminotransferases, fosfatase alcalina e

creatinina dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais.
CT (mg/dL) TG AST (U/L) ALT (U/L) FA (mg/dL) Cr mg/dL)
G1 71,0+6,3 73,715,8 250,3+45,1 102,3+12,1 236,0+14,6 1,1+0,04
G2 74,1+4,4 89,2+6,8 222,4+7.,8 112,5+3,5 254,2+10,2 0,9£0,03
G3 88,5+4,7 90,7%6,2 199,7£17,9 104,3x10,1 277,3x27,6 0,9+0,07
G4 82,5+£7,0 78,7£15,7 227,3£13,1 116,0+4,0 259,9+23,5 1,0+0,09
G5 88,6+2,7 92,8+6,4 192,0+£14,7 96,4%5,2 257,1+13,7 0,9£0,03
G6 72,8+£3,9 72,6£4,5 186,1+13,2 99,2+2 4 236,7+15,3 1,0+0,07
G7 74,5£3,9 73,1£3,1 174,8+2,9 93,6%6,2 254,1+£10,5 1,0+0,07
G8 87,9+2,6 78,1+2,1 182,4+3,6 103,0+2,4 263,1+9,0 0,9+0,03

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e
analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de Tukey (p > 0,05). G1=grupo controle;
G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia;
G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana
0,5 mg/kg/dia+rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia+rosuvastatina 20
mg/kg/dia. CT (colesterol total), Tg (triglicérides), AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina
aminotransferase), FA (fosfatase alcalina), Cr (creatinina). Os pardmetros bioquimicos dos diferentes
grupos experimentais ndo apresentaram diferencas significativas.

Os animais pertencentes ao Grupo 2 (LN) apresentaram elevacdo da contagem
global dos leucocitos em relagcdo aos animais do Grupo 1 (CONT) (p = 0,007). Este
aumento no numero global de leucocitos promovido por L-NAME nao foi observado
nos animais tratados simultaneamente com rosuvastatina 20 mg/kg/dia (G4 -
LN+ROS20) (p = 0,002).

Na andlise diferencial da série branca e nos demais parametros
hematoldgicos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos

estudados (Tabela 4).



TABELA 4 Parametros hematoldgicos dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais ao final do protocolo.
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Parametros G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
hematologicos P
Seg"}?/gtados 16,63+0,56 | 17,13+2,02 | 1613+1,94 | 13.63+1,32 | 16,25+0.67 | 15,63+1.44 | 1350+1,21 | 1525+1.63
R
Linfocitos (%) | 65504175 | 67,75¢1,33 | 70,38+1,31 | 67,63+1,18 | 66,25+1,49 | 67,13+0,97 | 69.75£0.92 | 66,38+0,89
e
Monocitos (%) | 18134172 | 15134203 | 13,63:0,80 | 18.88+1,00 | 17,5¢1,58 |17.25¢1.71 | 1504096 | 20,13+1,65 | ~0:05
Hematimetria | - 198,511 | 7524005 | 7,463:0,08 | 7,334+0,18 | 7,200008 | 7.46 +0.07 | 7,413+0.08 | 7,300+0.18
(milhdes/mm?®)
o
Hematocrito (%) | 43164120 | 44,5073 | 44.77+0,74 | 42414106 | 43224111 | 44,14+072 | 44,18+0,51 | 42,60+0,92
He"(‘s/%'f)b'”a 15,02+0,52 | 14,66+0,29 | 14,97+0.26 | 14,41+0,36 | 14,47+0,37 | 14,52+0,28 | 14,55+0,23 | 14,23+0,35
m&e&aﬁ 641,0430,8 | 620,1+27,1 | 703,6+30,18 | 651,0+37,38 | 642,1+28.6 | 658,9+14,3 | 700,4+25,6 | 655,9+25,9
Leucometria N .
global (miymm?) | 6:09:0.32 | 7,00:0,22 6,03+0,38 5,06+0,45 631:0,23 | 7,13:0,19 | 6,83:0,29 | 640:023 | o,

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de
Tukey (p<0,05). G1=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana
0,5 mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia+rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5
mg/kg/dia+rosuvastatina 20 mg/kg/dia.  Analises  estatisticas realizadas entre G2 e o0s diferentes grupos  experimentais.
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5.2.2 Andlise da proteinuria

O grupo hipertenso (G2 - LN) evidenciou aumento da relacdo
albumina/creatinina urinaria (RACU) em relacéo ao grupo controle normotenso (G1 -
CONT) (p = 0,009). Os grupos tratados com olmesartana 5 mg/kg/dia (G3 -
LN+OLMb5), rosuvastatina 20 mg/kg/dia (G4 - LN+R0OS20) e as associacdes destes
farmacos exibiram menores RACU (p = 0,022; p = 0,002 e p = 0,022,

respectivamente) (Grafico 3 e Tabela 5 em Anexo C).

GRAFICO 3 Relacdo Albumina/Creatinina Urinaria dos animais pertencentes aos

diferentes grupos experimentais.
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Gl=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5mg/kg/dia; G4=grupo
rosuvastatina 20mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina
2mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia + rosuvastatina 2mg/kg/dia; G8=grupo
olmesartana 5mg/kg/dia + rosuvastatina 20mg/kg/dia. ANOVA seguida de Tukey (*p < 0,05; #p <
0,01). Analises estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes grupos experimentais.
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5.2.3 Andlise dos parametros inflamatorios
5.2.3.1 Oxido nitrico

Os animais pertencentes ao grupo L-NAME (G2 - LN) apresentaram reducao
significativa de NOx em relacdo ao controle (p = 0,005). Apenas o0s animais
pertencentes ao grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia (G6 - LN+ROS2) e as associagdes
de olmesartana e rosuvastatina (G7 - LN+OLMO0,5+R0OS2 e G8 - LN+OLM5+R0OS20)
evidenciaram elevacao significativa de NO em relagédo ao grupo L-NAME (G2 - LN)
(p < 0,05) (Gréfico 4 e Tabela 6 em Anexo D).

GRAFICO 4 Nitrito/Nitrato plasmético dos animais pertencentes aos diferentes

grupos experimentais.
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Grupos Experimentais

Gl=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5mg/kg/dia; G4=grupo
rosuvastatina 20mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina
2mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5mg/kg/dia + rosuvastatina 2mg/kg/dia; G8=grupo
olmesartana 5mg/kg/dia + rosuvastatina 20mg/kg/dia. Kruskal-Wallis, seguido de
Tamhane(*p<0,05; #p<0,01).

5.2.3.2 Citocinas

Os animais pertencentes ao grupo L-NAME (G2 - LN) apresentaram elevacéo
plasmatica significativa de IL-6 em relacdo aos animais pertencentes ao grupo

controle (G1 - CONT) (p < 0,0001). Todos os tratamentos instituidos inibiram
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igualmente a elevagdo induzida por L-NAME (p < 0,0001). O grupo L-NAME (G2 -
LN) exibiu elevacéo plasmatica significativa de TNF-a em relagéo ao controle (G1 -
CONT) (p= 0,008). Os animais pertencentes ao grupo rosuvastatina 2mg/kg/dia (G6
- LN+R0OS2), e os demais tratamentos instituidos, inibiram a elevacéo induzida por
L-NAME (p < 0,001; p < 0,05, respectivamente) (Tabela 7).

TABELA 7 Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral-a plasmaticos dos

animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

IL-6 (pg/mL) TNF- a(pg/mL)

G1 7,4+0,4 25,5+1,8#
G2 25,3+2,0 35,3+4,7

G3 6,9+0,6* 26,4+1,5+
G4 8,7+0,1* 26,1+1,4+
G5 6,9+0,6* 27,4+1,0+
G6 10,2+0,5* 25,4+1,2&
G7 8,6+0,4* 27,1+0,7+
G8 9,3+0,2* 26,9+0,8+

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e
analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de Tukey (*p < 0,001; #p < 0,01; &p<0,001;
+p < 0,05). IL-6=interleucina-6; TNF- a=fator de necrose tumoral-alfa; G1=grupo controle; G2=grupo
L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia; G5=grupo
olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5
mg/kg/dia+rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia+rosuvastatina 20
mg/kg/dia. Andlises estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes grupos experimentais.

5.3 Andlises histoldgicas e morfométricas

5.3.1 Area transversa de cardiomidcito

Os animais pertencentes ao grupo L-NAME (G2 - LN) apresentaram maior area
transversa dos cardiomidcitos (Fotografia 2), indicativo de hipertrofia miocardica, em
relacdo ao grupo controle (G1 - CONT) (p < 0,0001). Todos os tratamentos
instituidos inibiram significativamente o desenvolvimento de hipertrofia miocardica (p
< 0,0001) Fotografia 1 — Tabela 8.
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FOTOGRAFIA 1 Area transversa dos cardiomiocitos (setas pretas) dos animais

pertencentes aos diferentes grupos experimentais, corados com

hematoxilina-eosina (HE) e analisados por microscopia de luz
(aumento 1.000X).

Area transversa dos cardiomidcitos (setas pretas) dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais, corados com hematoxilina-eosina (HE) e analisados por microscopia de luz
(aumento 1.000x). Legenda: G1 = grupo controle, G2 = grupo L-NAME (G2), G3 = grupo
olmesartana 5 mg/kg/dia, G4 = grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia, (G5) = grupo olmesartana 0,5
mg/kg/dia, (G6) = grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia, G7 = grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia
associado a rosuvastatina 2 mg/kg/dia, (G8) = grupo olmesartana 5 mg/kg/dia associado a
rosuvastatina 20 mg/kg/dia. Barra corresponde a 5 um.

5.3.2 Andlise da relacdo média e intima sobre o limen de aorta toracica

Os animais pertencentes ao grupo L-NAME (G2 - LN) apresentaram maior
relacdo média e intima sobre o limen de aorta toracica (Fotografia 2), denotando
hipertrofia vascular em relagdo aos animais pertencentes ao grupo controle (G1 -
CONT) (p < 0,0001). Os animais pertencentes aos demais grupos de tratamento nao
apresentaram hipertrofia vascular em relagédo aos animais do grupo L-NAME, exceto
0sS animais tratados com rosuvastatina isoladamente na dosagem de 2 mg /kg/dia
(G6 - LN+R0OS2). Rosuvastatina na dosagem de 20 mg/kg/dia potencializou o efeito
de olmesartana sobre a hipertrofia vascular (G8 - LN+OLM5+R0S20) (p < 0,05)
(Tabela 8).
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FOTOGRAFIA 2 Cortes transversais de aorta toracica dos animais pertencentes
aos diferentes grupos experimentais, corados com hematoxilina-
eosina (HE) e analisados por microscopia de luz (aumento
1.000X).

2t

G1 G2 G3 e Ga

i

G5 . G6

Cortes transversais de aorta toracica dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais, corados com hematoxilina-eosina (HE) e analisados por microscopia de luz
(aumento 1.000X). Legenda: G1 = grupo controle, G2 = grupo L-NAME (G2), G3 = grupo
olmesartana 5 mg/kg/dia, G4 = grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia, (G5) = grupo olmesartana 0,5
mg/kg/dia, (G6) = grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia, G7 = grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia
associado a rosuvastatina 2 mg/kg/dia, (G8) = grupo olmesartana 5 mg/kg/dia associado a
rosuvastatina 20 mg/kg/dia.

5.3.3 Andlise da fibrose perivascular de arteriolas intramiocéardicas

Os animais pertencentes ao grupo L-NAME (G2 - LN) apresentaram significativo
aumento do percentual de fibrose perivascular nas arteriolas intramiocéardicas
(Fotografia 3), em relacdo ao grupo controle (G1 - CONT) (p < 0,0001). Todos os
tratamentos instituidos resultaram em menor percentual de fibrose perivascular de

arteriolas intramiocardicas (p < 0,0001) Fotografia 3 — Tabela 8.
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FOTOGRAFIA 3 Arteriolas intramiocardicas demonstrando em azul a area de
fibrose perivascular dos animais pertencentes aos diferentes

grupos experimentais, corados com tricrobmio de Masson e

analisados por microscopia de luz (aumento 1.000X).

Arteriolas intramiocardicas demonstrando em azul a area de fibrose perivascular dos animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais, corados com tricromio de Masson e analisados
por microscopia de luz (aumento 1.000X). Legenda: G1 = grupo controle, G2 = grupo L-NAME (G2),
G3 = grupo olmesartana 5 mg/kg/dia, G4 = grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia, (G5) = grupo
olmesartana 0,5 mg/kg/dia, (G6) = grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia, G7 = grupo olmesartana 0,5
mg/kg/dia associado a rosuvastatina 2 mg/kg/dia, (G8) = grupo olmesartana 5 mg/kg/dia associado a
rosuvastatina 20 mg/kg/dia. Barra corresponde a 5 pm.



60

TABELA 8 Area transversa de cardiomiocitos, relacdo média e intima sobre o
limen arterial e fibrose perivascular de arteriolas intramiocéardicas dos

animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

Grupos ATC (um?) RMILA FPVAI
G1 43,8+1,5 0,3+0,02 0,5+0,03
G2 61,9+1,7 0,4+0,01 1,640,15
G3 48,1+1,3* 0,3+0,01* 0,4+0,02*
G4 46,7+1,7* 0,3+0,01* 0,7+0,05*
G5 50,4+0,9* 0,3+0,01* 0,4%0,04*
G6 47,0+0,9* 0,4+0,02 0,7+0,03*
G7 43,5+0,5* 0,3+0,01* 0,5+0,02*
G8 39,6+0,8* 0,2+0,01* 0,5+0,05*

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e
analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de Tukey (*p < 0,0001). ATC=4&rea transversa
de cardiomidcito; RMILA=relacdo média e intima sobre o limen arterial; FPVAI=fibrose perivascular
de arteriloas intramiocardicas. G1l=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5
mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo
rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia+rosuvastatina 2 mg/kg/dia;
G8=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia+rosuvastatina 20 mg/kg/dia, Analises estatisticas realizadas entre
G2 e os diferentes grupos experimentais.

5.3.4 Andlise histolégica do tecido hepatico

Os tecidos hepaticos dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais nao demonstraram anormalidades histoldgicas (dados néo

mostrados).

5.3.5 Andlise histoldgica renal e andlise imuno-histoquimica da infiltracdo de

macréfagos nos glomeérulos

Andlise histolégica em tecido renal ndo revelou alteragbes nos grupos de
ratos nas coloragbes hematoxilina-eosina ou tricomio de Masson, nos
compartimentos analisados. Areas de superficies glomerulares foram similares em

todos os grupos experimentais (Tabela 9).
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O grupo L-NAME (G2 - LN) evidenciou aumento do numero de macrofagos
nos glomérulos renais (Fotografia 4) em relacdo ao grupo G1 (CONT) (p < 0,0001).
Todos os animais dos diferentes grupos experimentais exibiram menor

infiltrado de macréfagos em relacdo ao grupo G2 (LN) — Tabela 9.

FOTOGRAFIA 4 Infiltrado de macréfagos nos glomérulos renais dos animais

pertencentes aos diferentes grupos experimentais, corados com

hematoxilina-eosina (HE) e analisados por microscopia de luz
(aumento 1.000X).

Infiltrado de macréfagos nos glomérulos renais dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais, corados com hematoxilina-eosina (HE) e analisados por microscopia de luz
(aumento 1.000X). Legenda: G1 = grupo controle, G2 = grupo L-NAME (G2), G3 = grupo
olmesartana 5 mg/kg/dia, G4 = grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia, (G5) = grupo olmesartana 0,5
mg/kg/dia, (G6) = grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia, G7 = grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia
associado a rosuvastatina 2 mg/kg/dia, (G8) = grupo olmesartana 5 mg/kg/dia associado a
rosuvastatina 20 mg/kg/dia.
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TABELA 9 Infiltrado de macrofagos glomerulares e area da superficie glomerular
nos rins dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais,

ao final do experimento.

Grupos Macréfagos Area glomerular
(%) (m?)

Gl 39+3* 3833161
G2 10714 3673t64
G3 46+3* 3731435
G4 56+4* 3688+83
G5 92+4# 3699457
G6 45+6* 3911+75
G7 60+3* 3812456
G8 70+4* 3798466

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e
analisados estatisticamente através de Kruskall-Wallis seguida de Tamhane (*p < 0,0001; #p < 0,01).
G1=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina
20 mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo
olmesartana 0,5 mg/kg/dia+rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia +
rosuvastatina 20 mg/kg/dia. Anadlises estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes grupos
experimentais.



6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos de rosuvastatina e olmesartana, isolados e
associados, sobre o remodelamento adverso do miocardio, da aorta toracica, sobre
a funcdo renal e a resposta aos marcadores de inflamagdo vascular no modelo
experimental de inibicdo crénica da sintese de 6xido nitrico.

O modelo de inibicdo cronica da sintese de NO por L-NAME em ratos produz
disfuncdo endotelial, hipertrofia vascular e cardiaca, fibrose, aterosclerose,
inflamag&o perivascular, insuficiéncia renal, e aumento da resposta vascular aos
estimulos adrenérgicos. Varios outros fatores, incluindo o SRAA, fatores constritores
endoteliais, remodelamento arterial e sistema nervoso simpatico estdo envolvidos
em sua génese (RIBEIRO et al., 1992; PECHANOVA et al., 1999; HSIEH et al.,
2004; PAULIS et al., 2008).

Este modelo de hipertensédo arterial se caracteriza ainda por ser de faclil
manuseio e 0s animais submetidos ao tratamento com L-NAME apresentam baixa
mortalidade (DOGGRELL e BROWN, 1998).

Em humanos, embora a hipertensao arterial, na maioria das vezes, seja de
natureza multifatorial, o quadro hipertensivo pode ser parcialmente revertido pela
administracdo de L-arginina em pacientes hipertensos. Este fato demonstra que o
NO parece ter importante papel no processo hipertensivo em humanos (FRANCA,
1995). Além disso, o transporte de L-arginina é alterado na hipertenséo arterial € no
estresse. Como a L-arginina é um aminodacido precursor do NO, € possivel que o
controle da pressao arterial e a reducdo do estresse aumentem a producao de NO,
trazendo beneficios para o hipertenso, devido aos seus efeitos vasodilatadores
(MALAGRIS, 2004).

Estudos de fluxo sanguineo e resisténcia em circulacdo regional, sem
modificacdo da pressdo arterial, demonstraram em humanos normotensos
(VALLANCE; COLLIER; MONCADA, 1989) e hipertensos (TOLLNSM et al., 1990) a
importancia do NO para o controle do tdnus vascular de repouso (basal).

Em ratos, as concentracdes plasmaticas dos lipides séo geralmente baixas e as
estatinas usualmente ndo modificam este perfil, constituindo-se assim um excelente
modelo para se estudarem seus efeitos pleiotropicos (SUSIC et al., 2003).
Comparativamente, as maiores doses de rosuvastatina e olmesartana utilizadas

neste estudo sdo muito mais elevadas que aquelas empregadas na medicina
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humana, ou seja, as deste estudo sdo 10 a 20 vezes maiores do que a dose maxima
recomendada para pacientes, o que poderia trazer uma possivel questdo de
relevancia fisioldgica no presente estudo. Entretanto, sabemos que, em geral, doses
de varios farmacos utilizados em estudos com ratos sdo 50 a cem vezes maiores do
que aquelas utilizadas em medicina humana.

Assim, a dose efetiva de hidroclorotiazida em ratos é 80 mg/kg versus cerca de
1mg/kg em pacientes; a dose de metoprolol em ratos é 150 mg/kg versus 1 a 2
mg/kg em pacientes; a dose de lisinopril em ratos € 20 mg/kg versus 0,1 a 0,5 mg/kg
em humanos (SUSIC et al., 2003). Desta forma, por inferéncia, o fato de estas doses
de rosuvastatina e olmesartana serem altas ndo podera, por si s, abolir a relevancia
de nossos dados.

Adicionalmente, as doses de olmesartana e rosuvastatina foram escolhidas de
acordo com estudos prévios em ratos, necessarios para se avaliarem os efeitos
destas substancias em modelos animais (SANADA et al., 2001; SUSIC et al., 2003;
Di NAPOLI et al., 2005; OTTO et al., 2006; YAMAMOTO et al., 2007; MONETTI et
al., 2007; HABIB et al., 2007).

Os dados obtidos neste estudo demonstram que, neste modelo experimental,
ocorreu elevagao persistente da PS desde a primeira semana de inducéo e, ainda,
que o tratamento com olmesartana (em ambas as doses avaliadas), € eficaz em
atenuar seu desenvolvimento.

O efeito das estatinas sobre a presséo arterial pode ser dose dependente em
alguns modelos animais, como em ratos geneticamente hipertensos (ZHAI;, GAO;
WU, 2008), sal-sensivel (ZHOU; JAIMES; RAIJ, 2004) e dependente de angio Il
(DELBOSC et al., 2002) , onde moderadas ou elevadas doses reduziram a pressao
arterial em diferentes modelos de hipertenséao.

Nossos resultados ndo demonstram reducdo da PS com rosuvastatina, quer
seja na dosagem de 2 ou de 20mg/kg/dia, ratificando os achados de Susic et al.
(2003). Em nosso presente estudo, todos os tratamentos instituidos com
olmesartana foram eficazes na reducéo da PS.

A inibicdo da sintese de NO endotelial parece ndo ser o Unico mecanismo de
elevacdo da pressao arterial neste modelo. Sabe-se que a estimulagdo simpatica e o
SRAA tém participacdo crucial (CUNHA; CABRAL; VASQUEZ, 1993; POLLOCK et
al., 1993; SANDER; HANSEN; VICTOR, 1997). Antagonistas de receptores AT1 ou

inibidores da enzima conversora previnem o desenvolvimento da hipertensao por L-
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NAME, fato este constatado apés a segunda semana de tratamento com
olmesartana (0,5 e 5 mg/Kg/dia).

Os valores da FC do grupo G2 (LN) mantiveram-se inalterados em relacéo ao
grupo G1 (CONT) durante todo o experimento. Na primeira semana de
administragao de L-NAME, foi descrito um aumento da FC, ocorrendo, a seguir,
bradicardia (WHEAL et al., 2007). A manutencdo da FC ao longo do tratamento com
L-NAME, sem reducao evolutiva, também foi relatada (RUIZ et al., 2008), aspecto
também evidenciado em nosso estudo.

O NO regula a permeabilidade do epitélio intestinal, portanto, a inibicdo crénica
de sua sintese podera predispor o intestino a inflamacédo. Miller et al. (1994)
relataram que a elevacao de leucdcitos na corrente sanguinea induzida por L-NAME
€ dose e tempo dependentes. Estes autores observaram que, apds uma semana de
administracéo de L-NAME (100 pg/mL), houve desenvolvimento de leucocitose, mas
a contagem diferencial manteve-se inalterada, e atribuiram este achado a
inflamacéo intestinal. Em nosso estudo, o grupo L-NAME também promoveu
leucocitose, dado que somente foi constatado ao final de 28 dias, no momento da
eutanasia. A contagem diferencial também esteve inalterada em todos os grupos
experimentais.

Segundo Naito et al. (2006), a rosuvastatina apresenta efeito protetor contra
inflamacédo e isquemia intestinal em ratos e reduz a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias. Nossos resultados demonstram que a rosuvastatina administrada na
dose de 20mg/kg/dia (G4 - LN+ROS20) atenuou a ocorréncia de leucocitose
induzida por L-NAME, fato este ndo observado com animais dos outros grupos de
tratamentos.

A rosuvastatina demonstrou atividades anti-inflamatorias e
antiaterotrombadticas em camundongos deficientes de apolipoproteina E na auséncia
de efeito redutor de colesterol (MONETTI et al., 2007). No nosso estudo, observou-
se que os tratamentos com rosuvastatinia e/ou olmesartana nao alteraram os niveis
plasmaticos de CT, aminotrasferases, FA e Cr, apesar do tratamento instituido com
rosuvastatina, potente farmaco hipolipemiante. Isto pode ser atribuido ao fato de
que, em ratos, as concentracdes plasmaticas de lipidios séo geralmente baixas e as

estatinas usualmente ndo modificam este perfil (SUSIC et al., 2003).
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Além disso, os tratamentos instituidos ndo modificaram parametros bioquimicos
de fungcdo hepética e também n&o observamos modificacbes histologicas nos
tecidos hepaticos dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

O endotélio tem importancia central na homeostase vascular através da
liberacéo de substancias vasoativas e trombogénicas, moléculas de sinalizacdo e
fatores de crescimento (RAITAKARI et al., 2000). Desde os estudos de Furchgott
(1999), conhece-se que o NO é uma das mais importantes substancias derivadas do
endotélio, responsavel por muitos dos efeitos protetores da parede vascular
(DAVIGNON e GANZ, 2004). A reducdo na biodisponibilidade de NO é o principal
mecanismo para disfungao endotelial, geralmente resultante do aumento do estresse
oxidativo, que, posteriormente, pode levar a reducdo na producdo de NO e/ou
aumento na sua degradacédo (DAVIGNON e GANZ, 2004).

A disfuncdo endotelial é considerada um marcador precoce da aterosclerose,
frequentemente, antecedendo evidéncias clinicas de placas ateroscleréticas
(DAVIGNON e GANZ, 2004). Em geral, a disfuncdo endotelial é caracterizada pela
reducdo da concentracdo plasmatica dos principais metabélitos de NO, NOx, e/ou
piora na vasodilatacdo dependente do endotélio em resposta a estimulos fisioldgicos
ou farmacologicos.

A producéo de NO pode ser avaliada pela mensuragéo de NOx, como produtos
oxidados estaveis finais de seu metabolismo (MOSHAGES et al., 1995; WATANABE
et al., 2000). A presenca de NOx em fluidos biol6gicos tem demonstrado ser bom
indicador da formacdo de NO, bem como em varias condicdes fisiopatoldgicas
(MISONOWU et al., 2006; ZUNIC et al., 2000; ZUNIC et al., 2005).

Em alguns casos, apenas o nitrito tem sido mensurado como metabdlito de NO
(GORDON et al., 2001). Por outro lado, nitratos ndo sao apenas produtos finais da
oxidacdo de NO via nitritos, mas poderiam também ser produzidos a partir de
peroxinitritos (GRISHAM et al., 1999). Evidéncias sugerem que nitrito por si s6 é
uma molécula sinalizadora fisioldégica, com papel no transporte endocrino
intravascular de NO, vasodilatacdo hipoxica, sinalizagéo e citoprotecdo (GONZALES
et al., 2008).

Tem sido sugerido que, em decorréncia de os niveis plasmaticos de NOXx
poderem nao refletir NO biologicamente ativo e ndo serem apenas endotélio-
dependentes, sua andlise deveria ser acompanhada de avaliagdo de parametros

funcionais (TINA et al., 2009). Neste estudo, entretanto, nossa analise comparativa
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foi realizada a partir do grupo controle (G1), basal, o que n&o inviabiliza nossos
dados.

Di Napoli et al. (2005) avaliaram a acdo de rosuvastatina sobre a injaria de
reperfusdo em coracao de ratos. Estes autores utilizaram as dosagens de 0,2; 2 e 20
mg/kg/dia, porém observaram que, com 2 mg/kg/dia, a rosuvastatina
significativamente aumentou a expressdo de RNA mensageiro de NO constitutivo
{endotelial - (eNOS)}, comparativamente ao grupo nao tratado, e inversamente
reduziu a expressdo de RNA mensageiro de NO indutivel (INOS). Estes efeitos
foram mais evidentes do que na dosagem de 0,2 mg/kg/dia. Entretanto, a maior
dosagem utilizada (20mg/kg por dia) ndo resultou em cardioprotecéo, e os autores
atribuiram este fato a perda dos efeitos benéficos de rosuvastatina sobre a
expressdo de eNOS e iINOS, associada com maior dano mitocondrial e disfuncéo
microcirculatoria.

No presente estudo, ocorreu atenuacdo da resposta inibitéria sobre NOx nos
tratamentos instituidos com rosuvastatina (G6 - LN+ROS2) ou com rosuvastatina
(2mg/kg/dia e 20mg/kg/dia) associada com olmesartana (0,5mg/kg/dia e 5mg/kg/dia
— respectivamente grupos G7 e G8) em relagao ao grupo G2 (LN).

A rosuvastatina na dosagem de 20mg/kg/dia (G4 - LN+R0OS20) nao alterou os
niveis plasmaticos de NOx, em relagdo ao grupo G2 (LN). Porém, parametros
inflamatorios plasmaticos, IL-6 e TNF-a foram diminuidos em todos os tratamentos
associados com L-NAME.

Até o momento, através das buscas realizadas em periédicos especializados,
nao foram encontrados dados sobre o papel da associacdo de rosuvastatina e
olmesartana sobre a biodisponibilidade de NO em modelo de hipertenséo arterial
induzida por L-NAME. Assim, é possivel que o impacto destas terapias e seus
efeitos subsequentes sobre a homeostase endotelial possam ser sinérgicos. Desta
forma, a associacdo destes farmacos parece ter papel aditivo, efeito de potencial
importdncia nos pacientes com disfuncdo endotelial, como ocorre em muitas
situagcbes em medicina, como na hipertensdo arterial, diabetes, dislipidemia e
aterosclerose.

De acordo com Miller et al. (1994), a administracdo de L-NAME inibe as duas
formas de Oxido nitrico sintase, a constitutiva e a indutivel. O tratamento por longo
prazo com estatinas super-regula a expressao e a atividade da enzima éxido nitrico

sintase endotelial e aumenta a biodisponibilidade de NO, resultando em sub-
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regulacdo de enzimas oxidativas e eliminacdo do &anion superoxido. Como a
producdo de espécies reativas de oxigénio estda aumentada em vérias condicdes
clinicas, tais como hipercolesterolemia, diabetes e hipertensao arterial, 0 aumento
da expressdo de NO endotelial pelas estatinas podera representar um importante
mecanismo dos efeitos protetores destas substancias (OTTO et al., 2006).

As estatinas super-regulam e ativam a sintese de eNOS na vasculatura

sistémica através do blogueio da Rho geranilgeranilacdo (LAUFS e BOHM, 2005),
bem como pela ativacéo da fosfatidilinositol quinase 3/via Akt (NAITO et al., 2006). E
bem estabelecida na aterosclerose uma intima relacéo da piora da fung&o endotelial
vascular, causada pela reducgéo na sintese de NO e aumento de sua inativagao, pelo
superéxido. Portanto, a disfuncdo da enzima Oxido nitrico sintase e a ativacdo de
NADPH oxidase, geradora de superéxido, tém papel central na disfuncado endotelial
e remodelamento vascular (YAMAMOTO et al., 2007).
Recentemente, o estudo clinico JUPITER avaliou individuos sem hiperlipidemia e na
auséncia de prévia manifestacdo de aterosclerose, mas com niveis elevados de
proteina C reativa (PCR) de alta sensibilidade, rosuvastatina reduziu
significativamente a incidéncia dos principais eventos cardiovasculares, confirmando
a importancia do aspecto inflamatério na doenca cardiovascular (RIDKER et al.,
2008). Neste estudo foram incluidos homens e mulheres, aparentemente saudaveis,
com idade maior ou igual a 50 ou 60 anos, respectivamente. Deve-se considerar
que extrapolacdes dos resultados para outras populacdes nem sempre Sao
adequadas. Algumas criticas tém sido feitos a este estudo, em relacdo a sua
metodologia. Uma andlise cuidadosa revela que uma propor¢do ndo desprezivel
apresentava importantes fatores de risco cardiovascular: mais de 50%
apresentavam obesidade ou sobrepeso. A prevaléncia de sindrome metabdlica foi
de 41%, de tabagismo 16% e 12% tinham histérico familiar para doencga coronéria
prematura. Além disso, a demonstracdo de maior beneficio entre os participantes
deste estudo que obtiveram niveis mais baixos de ambos LDL-colesterol e PCR de
alta sensibilidade, fica a indagacdo de quanto deste beneficio pode ser atribuido a
gueda de LDL-colesterol e quanto a reducéao da PCR de alta sensibilidade.

Estudos experimentais tém documentado que niveis elevados da citocina proé-
inflamatoria TNF-a podem causar remodelamento, desenvolvimento (LI et al., 2000;
BOURRAINDELOUP et al., 2009) e progressdo (MANN, 2002) de disfungéao

ventricular esquerda. O TNF-a reduz a biodisponibilidade de NO, tanto por diminuir
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sua producdo (GOODWIN et al., 2007; PICCHI et al., 2006; AHMAD et al., 2002;
GREENBERG et al., 2002) quanto por facilitar a sua remocéao (GAO et al., 2007)
também estimula a geracdo endotelial de EROs pela ativacdo de NADPH oxidase,
provavelmente pelas subunidades gp91 P NOX-1, p47"" e p22P"* e ativa a
transcricdo de NF-kB, que regula a expressao de genes envolvidos na inflamacéo,
estresse oxidativo e disfuncdo endotelial (DELA PAZ et al., 2007; RIMBACH et al.,
2000; KUMAR et al., 2004).

O bloqueio da atividade de TNF-a suprime a formacdo neointimal apoés
transplante cardiaco em coelhos (CLAUSELL et al., 1994). A inibicdo da expressao
de IL-6 induzida por TNF-a, observada com telmisartana, e ndo com valsartana,
sugere que este efeito pode néo ser dependente de classe terapéutica (TIAN et al.,
2009).

A IL-6 é importante citocina inflamatdria implicada na fisiopatologia e no curso
clinico da aterosclerose (BLAKE e RIDKER, 2001; YUDKIN et al., 2000). Esta
citocina exerce suas acOes bioldgicas através de um complexo receptor, que
consiste de duas membranas glicoproteicas, um componente ligante (IL-6R) e um
componente de sinalizacdo (gp130) (MODUR et al., 1997). Embora IL-6 possa se
ligar a IL-6R e iniciar resposta biolégica, também ativa a IL-6R soluvel (sIL-6R). O
complexo IL-6/sIL-6R tem sido implicado no estimulo ao recrutamento de leucdcitos
e promocdao da resposta inflamatéria endotelial (ROMANO et al., 1997; JONES et al.,
1999).

A IL-6 favorece o crescimento de musculo liso vascular (IKEDA et al., 1991),
aumenta a producao do fator quimiotatico de monécito-1 (WATANABE et al., 2004) e
€ também um biomarcador util na predicdo de futuros eventos cardiovasculares
(KOENIG e KHUSEYINOVA, 2007). Estudos demonstram que a PCR é um
regulador fisiologico de sIL-6R e aumenta a formagdo do complexo sIL-6R/IL-6
(JONES et al., 1999). A PCR aumenta a secrecdo de IL-6 de células endoteliais,
qgue, por sua vez, é potente estimulo hepatico para PCR. Assim, o aumento na
producdo vascular pode representar um mecanismo de feedback positivo para a
continua producéo de PCR pelo figado (VERMA et al., 2002).

Em geral, em estudos clinicos ou experimentais, medicamentos anti-
hipertensivos sdo analisados entre duas ou mais classes terapéuticas, com
farmacos capazes de reduzir a HAS, mas sem efeito metabdlico. Neste estudo, ao

avaliarmos comparativamente um potente anti-hipertensivo antagonista de receptor
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tipo 1 da angio Il, olmesartana, com estatina, rosuvastatina, identificamos possiveis
efeitos pleiotrépicos exercidos pela rosuvastatina.

Nossos resultados demonstram que todos os tratamentos instituidos reduziram
niveis plasmaticos de IL-6 e TNF-a, indicando que tanto olmesartana quanto
rosuvastatina (em ambas as doses, isoladas e associadas) podem atenuar a
inflamacé&o vascular. Este efeito observado nao foi dose dependente, e a inibicdo
promovida pela rosuvastatina foi independente da resposta pressorica e da reducao
de colesterol sérico.

Os ratos tratados com L-NAME representam um atrativo modelo de
remodelamento adverso ventricular esquerdo (PAULIS et al., 2008; KASAL et al.,
2008). Embora a hipertrofia ventricular esquerda seja considerada resposta
adaptativa ao aumento da sobrecarga hemodinamica, esta também se associa com
aumento da morbidade e mortalidade cardiovasculares (ALFAKIH et al., 2006;
CUSPIDI et al., 2006; MANCIA et al., 2008), sendo importante sua reversdo com o
tratamento instituido.

O aumento da massa ventricular esquerda poderd preservar sua natureza
adaptativa se a homogeneidade estrutural do miocardico for mantida e a fibrose
prevenida (PAULIS et al., 2008). E bem conhecido que o remodelamento vascular
na HAS é influenciado pelo estresse oxidativo, que aumenta o depésito de
componentes da matriz extracelular, entre outros efeitos (PARAVICINI e TOUYZ,
2008; LEE e GRIENDLING, 2008).

A HVE constitui um indicador de dano cardiaco e € caracterizada por um
grande aumento na massa do ventriculo esquerdo, correlacionando-se com risco
aumentado de eventos cardiovasculares, incluindo acidente vascular encefalico,
coronariopatia, insuficiéncia cardiaca; reducbes na HVE foram associadas com
diminuicdo na mortalidade cardiovascular (NUSSBERGER e KOIKE, 2004; ITO et
al., 2007).

Recentes investigagcfes implicam o SRAA na promocédo de disfungéo cardiaca
por induzir estresse oxidativo, inflamacdo e resisténcia a insulina, acarretando
hipertrofia cardiaca, remodelamento ventricular adverso e disfungéo ventricular (ITO
et al., 2007). A angio Il é conhecida por seus efeitos presséricos, proliferativos,
profibroticos e acdes pro-inflamatorias. Adicionalmente, a angio Il modula o
crescimento e a diferenciacao celular, o metabolismo e o remodelamento tissular
(HABIB et al., 2007).
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Determinadas classes de anti-hipertensivos, como os antagonistas de angio II,
podem alterar a histéria natural da doenca hipertensiva, através de efeitos
antioxidantes, acarretando reducdo de HVE (SEKO, 2006; ITO et al.,, 2007).
Antagonistas dos receptores AT1 sdo poderosos agentes anti-hipertensivos e
apresentam caracteristicas que os diferem de outras classes terapéuticas, por
apresentarem efeitos pleiotrépicos protetores aos oOrgdos-alvo, independentes da
reducado da pressao arterial, e excelente tolerabilidade (ASMAR, 2006).

A olmesartana regula fatores de transcricdo, a expressdo de citocinas e
moléculas de adesao, as quais tém importancia no desenvolvimento de inflamacao
(SEKO, 2006). Portanto, a olmesartana apresenta efeitos anti-hipertensivos e
pleiotropicos que diferem daqueles exercidos pelas estatinas (YAMAMOTO et al.,
2007).

Yamamoto et al. (2007) demonstraram que a olmesartana e a pravastatina
melhoraram a injaria vascular na hipertensdo experimental sal-sensivel,
independentemente da modificacdo dos valores de pressdo arterial ou niveis de
lipides plasmaticos; exercendo efeitos sobre o remodelamento coronario. Estes
altimos autores observaram que olmesartana normalizou a atividade de NADPH
oxidase, de superdxido e de peroxinitrito em maior extensdo do que pravastatina;
por outro lado, a pravastatina significativamente melhorou a fosforilagdo Akt, ao
contrario de olmesartana.

Em modelo animal de insuficiéncia cardiaca, rosuvastatina (10 mg/kg/dia)
(GOMEZ-GARRE et al., 2010) preveniu a dilatacdo ventricular esquerda e
inflamacdo cardiaca, mas ndo modificou a pressdo arterial ou a hipertrofia
miocardica. Todos estes efeitos observados com rosuvastatina foram independentes
da reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol e podem ser atribuidos a reducao
na inflamag&o miocardica.

Em nosso estudo, demonstrou-se que, através de efeitos pleiotropicos, a
rosuvastatina (em ambas as doses avaliadas) foi eficaz em prevenir 0
desenvolvimento de HVE, avaliada pela analise planimétrica da area transversa de
cardiomiocitos de ratos, independentemente da reducdo pressorica e sérica de
colesterol. Este achado foi constatado apos 28 dias do inicio do experimento. As
estatinas exercem acles diretas e benéficas sobre a fungéo cardiaca, decorrentes
da reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em Vvarios tecidos,

originadas da ativacdo de NADPH oxidase, ativadas pela prenilacdo de Racl, que
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determina translocacdo de membrana em seu dominio regulatério (LIBBY, 2002). A
Racl tem papel critico na hipertrofia cardiaca mediada pela angio II.

As estatinas, além de reduzirem os niveis séricos de colesterol, também
reduzem os niveis de isoprenoides e inibem a isoprenilagdo, atuando no
remodelamento cardiaco inverso (VAN AELST e D'SOUZA-SCHOREY, 1997,
LIBBY, 2002). Na clinica médica, a rosuvastatina melhora o perfil lipidico, reduz a
inflamacéo e o estresse oxidativo através da diminuicdo dos niveis séricos de IL-6,
TNF-a e aumento de superoxido dismutase (GOMEZ-GARCIA et al., 2007).

Ressaltamos ainda que as estatinas inibem varios sistemas sinalizadores
intracelulares (vias Rho/RhoA e MAPK) ativados pela angio Il (RUPEREZ et al.,
2007), envolvidos na regulagdo dos fatores pro-fibroticos, fator de crescimento de
tecido conjuntivo, depdsito de componentes da matriz extracelular e sdo moduladas
pelo processo redox (RUPEREZ et al., 2007).

Os resultados de nosso estudo demonstram que tanto olmesartana quanto
rosuvastatina, nas dosagens avaliadas, foram eficazes em inibir a HVE induzida por
L-NAME. Em corages hipertrofiados, usualmente, ocorre remodelamento vascular,
por mecanismos dependentes e independentes da pressao arterial (NUSSBERGER
e KOIKE, 2004; SEKO, 2006; ITO, 2007).

Nossos dados evidenciaram que a relacdo média e intima sobre o lumen da
aorta toracica encontrou-se elevada no grupo G2 (LN), comparativamente ao grupo
G1 - CONT), indicativo de hipertrofia vascular. Os tratamentos com olmesartana (G3
- LN+OLM5) e rosuvastatina (G4 - LN+R0OS20) reduziram significativamente este
achado. Porém, a hipertrofia vascular ndo foi inibida pelo tratamento instituido com
rosuvastatina na dosagem de 2mg/kg/dia - G6 - LN+R0OS2), embora tenha ocorrido
neste grupo reducéo de parametros inflamatérios no plasma dos animais.

Neto-Ferreira et al. (2010) relataram efeito benéfico do tratamento com
rosuvastatina (20 mg/kg/dia, via oral — cinco semanas) sobre o espessamento das
camadas meédia e intima de aorta toracica no modelo de hipertenséo arterial
induzida por L-NAME. As alteracdes ultraestruturais promovidas pela inibicao
cronica da sintese de NO foram atenuadas pela rosuvastatina neste modelo animal.
Estes achados ndo foram acompanhados de reducdo da pressao arterial.

Foram avaliados os efeitos do tratamento com estatina sobre a fibrose cardiaca
em recente estudo. Camundongos com dez semanas de idade receberam infuséo

continua subcutanea de angio Il (2 mg/kg/dia durante 14 dias) e foram aleatorizados



73

para administracdo de pitavastatina ou tempol (redutor de radicais livres) diluidos na
adgua de beber, ou veiculo. A pitavastatina e tempol atenuaram a hipertrofia de
cardiomidcito induzida por angio Il, a fibrose intersticial miocardica e a fibrose
perivascular de artérias coronarias no atrio esquerdo. O grupo que recebeu
pitavastatina apresentou prote¢ao contra o remodelamento atrial induzido pela angio
Il, através da atenuacdo do estresse oxidativo mediado pela proteina sinalizadora
rac 1 (YAGI et al., 2010).

Nossos dados demonstram que a fibrose perivascular nas arteriolas
intramiocardicas foi igualmente inibida por olmesartana e rosuvastatina nas
dosagens avaliadas.

O modelo de hipertenséo arterial em ratos, induzida pela inibicdo crénica da
sintese de NO, é util para o estudo tanto do desenvolvimento quanto do tratamento
de lesGes renais, por se assemelhar ao encontradado em humanos, uma doenca
associada com piora generalizada e precoce da funcdo endotelial. Neste modelo,
ocorrerd reducao no fluxo sanguineo renal, na excrecdo de agua e sodio, alterando
a curva de natriurese-pressorica para a direita e elevacdo da pressao arterial
(JOVER e MIMRAN, 2001).

A ocorréncia de proteindria, albumindria e inflamacdo renal (avaliada pela
infiltracdo renal de macr6fagos) indica progressao da nefropatia. Ja a reducdo da
albumindria se correlaciona com menor risco de doenca renal terminal e eventos
cardiovasculares em pacientes com hipertensao arterial (DE ZEEUW, 2004).

Estudo clinico demonstrou a eficdcia de olmesartana na dosagem de
40mg/dia (n=2.232) versus placebo (n=2.215) na prevencao de microalbuminudria em
pacientes diabéticos ndo insulino-dependentes, sem nefropatia (HALLER et al.,
2010).

O tratamento atual da nefropatia cronica, como a que pode ser desenvolvida
pela HAS, é limitado aos inibidores da enzima conversora da angiotensina e
bloqueadores de receptores AT1, mas existem evidéncias de que as estatinas
possam ter papel terapéutico (BAE et al., 2010). Embora seja dificil distinguir os
efeitos que sdo dependentes ou independentes da reducao do colesterol em ensaios
clinicos, existem evidéncias de que a acao renoprotetora oferecida pelas estatinas é
devido as suas propriedades pleiotropicas e anti-inflamatoérias (BAE et al., 2010).

Estudo duplo-cego, randomizado, investigou os efeitos da pravastatina sobre a

proteindria em pacientes normocolesterolémicos e concluiu que a reducdo da
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proteindria ocorreu independentemente da reducdo de colesterol, pela inibicdo da
sintese renal de ET-1, um potente agente pré-inflamatério (LEE; SU; TSAI, 2002).
Em outro estudo prospectivo e randomizado, envolvendo 91 pacientes com doenca
renal cronica, observou-se que o tratamento com rosuvastatina na dosagem de
10mg/dia durante 20 semanas reduziu substancialmente os niveis do biomarcador
inflamatério PCR de alta sensibilidade e aumentou a taxa de filtracdo glomerular
(VERMA et al., 2005).

Glomeruloesclerose, isquemia glomerular e fibrose intersticial foram
encontradas na histopatologia renal de ratos deficientes de NO submetidos a dieta
rica em sédio (VIEIRA et al., 2005). Modificacdes na densidade glomerular e na
densidade vascular pela analise esterioldégica, também foram relatadas neste
modelo (PEREIRA et al., 2004). Os niveis de PS atingidos nos animais destes
estudos foram 212 e 200 a 225 mmHg, respectivamente. Entretanto, Lecian et al.
(2006) ndo encontraram anormalidades histolégicas nos rins dos animais tratados
com inibidor da sintese de NO, e estes animais apresentaram niveis pressoricos de
175 mmHg. Em nosso estudo, o grupo hipertenso atingiu cifras de 140 mmHg versus
98 mmHg do grupo controle, o que poderia explicar a auséncia de anormalidades
histoldgicas renais em nossos resultados.

Os dados atuais demonstram que ocorreu significativo aumento de acumulo de
macrofagos nos glomérulos renais de ratos hipertensos induzidos por L-NAME.
Adicionalmente, ocorreu também disfuncéo renal traduzida pela elevacdo da RACU
neste grupo (G2 - LN). Todos os tratamentos instituidos foram eficazes na reducgéo
da infiltracdo de macr6fagos glomerulares, indicativo de melhora do padrédo
inflamatorio.

Em relacdo a olmesartana, este efeito foi dose-dependente, pois houve maior
reducdo de macréfagos glomerulares na dosagem de 5 mg/kg por dia (G3 -
LN+OLMb5). A rosuvastatina reduziu o infiltrado de macrofagos glomerulares e este
efeito foi mais evidente na dosagem de 2 mg/kg/dia (G6 - LN+R0OS2), superior ao
encontrado na dosagem de 20 mg/kg/dia (G4 - LN+R0OS20). Desta forma, € possivel
gue a rosuvastatina atenue a inflamacédo por reduzir a expressdo de citocinas
inflamatorias no rim de ratos hipertensos. Este mecanismo podera inibir a
progressdo da doenca renal.

Nossos dados demonstram que a redugdo na RACU foi evidenciada nos

tratamentos instituidos com olmesartana (G3 - LN+OLM5) e com rosuvastatina (G4 -
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LN+ROS20 e G6 - LN+ROS2), além das associacbes destes farmacos (G7 -
LN+OLMO0,5+R0OS2 e G8 - LN+OLM5+R0S20).

Em ratos espontaneamente hipertensos, o tratamento com rosuvastatina (1 e
10 mg/kg/dia) reduziu a transcricdo de proteina quimiotatica de mondcitos-1, fator de
crescimento B1, interleucina 1B e TNF-a (rins) P-selectina (artérias cerebrais) e
aumentou NO sintase endotelial (aorta) destes animais. A excrecdo urinaria de
proteinas de fase aguda aumentou ao longo do tempo em animais tratados com
veiculo, mas ndo apresentou modificacdo significativa nos animais tratados com
rosuvastatina. Estes efeitos observados foram independentes das modificacdes nos
pardmetros fisioldgicos. Os tratamentos realizados com sinvastatina (2 e
20mg/kg/dia) nao exerceram efeito protetor (SIRONI et al., 2005).

Em sintese, este estudo demonstrou que olmesartana (0,5 e 5 mg/kg/dia) e
rosuvastatina (2 e 20 mg/kg/dia), isoladas e associadas, atenuaram efeitos adversos
observados na hipertensdo arterial em ratos por inibicdo cronica da sintese de NO
induzida por L-NAME. O grupo de animais hipertensos (G2 - LN) desenvolveu
hipertensdo arterial desde o final da primeira semana de inducédo; ao final do
experimento, observou-se reducdo dos niveis plasmaticos de NOx, elevacdo de
parametros inflamatorios (IL-6 e TNF-a), HVE, fibrose perivascular nas arteriolas
intramiocardicas, infiltracdo de macréfagos em glomérulos renais e disfungéo renal.

Os animais tratados simultaneamente com L-NAME e olmesartana
apresentaram inibicdo destes parametros, excetuando-se a RACU na dosagem de
0,5 mg/kg/dia (G5 - LN+OLMO,5). A rosuvastatina (2mg/kg/dia) potencializou o efeito
protetor de olmesartana (0,5 mg/kg/dia) sobre a proteintria (G7 -
LN+OLMO0,5+R0OS2. O tratamento com rosuvastatina resultou em aumento de NOXx
(somente na menor dosagem avaliada, 2 mg/kg/dia - G6 - LN+R0OS2) e inibicdo dos
parametros inflamatorios induzidos por L-NAME. Nas dosagens de 20 e 2 mg/kg por
dia (G4 - LN+ROS20 e G6 - LN+ROS2, respectivamente), a rosuvastatina inibiu
proteindria. Tratamentos associados com olmesartana e rosuvastatina (G7 -
LN+OLMO0,5+R0OS2 e G8 - LN+OLM5+R0S20) inibiram todos os parametros
induzidos por L-NAME.

Portanto, nossos dados sugerem que olmesartana e rosuvastatina podem atuar
beneficamente na prevencdo de lesdo de oOrgdo-alvo em ratos hipertensos por
inibicdo crénica da sintese de NO por L-NAME. O dado mais importante deste

estudo, demonstrado pela primeira vez, € que, nas dosagens analisadas,
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rosuvastatina apresenta similaridade em relacdo a olmesartana, potente antagonista
de receptor AT1 da angio Il, na prote¢cdo do remodelamento adverso miocardico,
vascular, inflamatério e renal, neste modelo experimental. Todos os efeitos
encontrados com rosuvastatina foram independentes da reducéo da presséo arterial
e do colesterol séricos, decorrentes de suas propriedades anti-inflamatérias.

Futuros estudos mecanisticos poderdo avaliar a totalidade destes achados, no

que diz respeito aos mecanismos moleculares envolvidos em todos estes efeitos.

6.1 Limitacdes e implicacdes clinicas:

Este estudo demonstra, principalmente, efeitos protetores de olmesartana e
rosuvastatina sobre o0 remodelamento miocardico, vascular, parametros
inflamatérios, inflamacgéo renal e proteinuria. Porém, avaliamos apenas o modelo
experimental de hipertenséo arterial por inibicdo crénica da sintese de éxido nitrico.
Além disto, ndo temos dados mecanisticos que mostrem com clareza a forma com
gue estes achados acontecem. Em relacdo as dosagens utilizadas, poderiamos
aventar as possibilidades de novos ensaios com diferentes doses dos mesmos
medicamentos, ou mesmo associacfes das maiores doses de um farmaco com as
menores doses do outro e vice-versa. O tempo de indu¢cdo do modelo experimental
utilizado foi suficiente para gerar as alteracdes descritas, porém, com um periodo de
observacdo mais prolongado outros dados poderiam ser avaliados, bem como para
a analise da toxicidade dos farmacos. Todas estas limitacdes poderdo ser
respondidas a medida que novas pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo
de tornar claras estas questdes.

As implicacBes clinicas deste estudo podem ser direcionadas para aqueles
pacientes de alto risco cardio-vascular, portadores de hipertensdo arterial e
dislipidemia entre outras co-morbidades, como diabetes mellitus, e que requerem a
associacdo de farmacos para tratamento destas entidades. O efeito sinérgico entre
rosuvastatina e olmesartana evidenciado neste estudo podera beneficiar este tipo de
paciente, reduzindo seu risco por inibir o remodelamento estrutural de 6rgaos-alvo e

também o aspecto inflamatorio.



7 CONCLUSOES

Conclui-se, com base nos resultados do presente estudo que:

O L-NAME induziu hipertensdo arterial, leucocitose, reducdo dos niveis
plasmaticos de NOx, elevacdo de parametros inflamatérios (IL-6 e TNF-a),
hipertrofia ventricular esquerda, fibrose perivascular de arteriolas intramiocardicas,
infiltracdo de macréfagos em glomérulos renais e proteinuria. A FC néo foi
modificada pelo L-NAME.

A olmesartana e a rosuvastatina atenuaram estes efeitos adversos.

A rosuvastatina (2 e 20 mg/kg/dia) exerceu efeitos independentes da reducao
da pressdo arterial e do colesterol séricos, decorrentes de suas propriedades
antiinflamatorias.

A olmesartana (0,5 e 5 mg/kg/dia) e a rosuvastatina (2 e 20 mg/kg/dia)
associadas inibiram todos os parametros induzidos por L-NAME.

A olmesartana (0,5 mg/kg/dia) ndo melhorou a proteinuria.

A rosuvastatina (2 mg/kg/dia) aumentou NOXx, nao inibiu a hipertrofia vascular e
nas dosagens de 20 e 2 mg/kg/dia inibiu proteinuria.

A rosuvastatina (2 e 20 mg/kg/dia) potencializou o efeito protetor de
olmesartana sobre a proteinuria.

Nas dosagens analisadas, a rosuvastatina apresentou similaridade em relacéo
a olmesartana na protecdo do remodelamento nefro-cardiovascular neste modelo

experimental.
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ANEXO A —Tabela 1

TABELA 1 Presséo arterial sistélica (mmHg) dos animais pertencentes aos

ANEXOS

diferentes grupos experimentais ao longo do tempo.

Inicial Semanal Semana2 Semana3 Semana4
Gl 96,6+x1,4 96,6+1,9* 98,6+2,3 96,2+2,4 98,4+2,2
G2 93,8+1,6 111,241,9 125,3+2,7 135,2+2,3 140,3+3,1
G3 93,7+1,6 105,1+1,7 102,3+2,3* 104,8+2,4* 108,8+2,0*
G4 96,9+1,9 115,1+1,8 117,4+2,4 127,7+1,9 132,2+2.,3
G5 94,3+1,8 107,6+1,8 107,7+1,6* 104,4+1,6* 106,5+1,2*
G6 92,1+2,2 113,1+1,4 119,8+1,3 129,0+1,8 132,5+1,7
G7 92,0+1,6 105,6+1,6 104,3+1,8* 106,2+1,1* 102,4+1,7*
G8 91,4+2,1 104,5+1,5 102,9+1,4* 103,8+1,3* 101,4+1,2*

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10
animais/grupo) e analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de Tukey (*p <
0,0001). G1l=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia;
G4=grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo
rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia+trosuvastatina 2
mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5 mg/kg/diatrosuvastatina 20 mg/kg/dia. Andlises
estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes grupos experimentais.
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ANEXO B — Tabela 2

TABELA 2 Frequéncia cardiaca (bpm) dos animais pertencentes aos diferentes

grupos experimentais ao longo do tempo.

Inicial Semanal Semana2 Semana3 Semana4
G1 420,845,5 421,1+6,3 420,3%5,2 417,3%6,6 419,8%45,7
G2 428,7t45 422,1+54 426,3+5,2 418,5+4,8 429,7+3,9
G3  425,9+4,4 428,8+4,1* 429,145,8* 426,4+3,9* 429,1+4,7
G4  419,845,8 416,8+5,1 417,7+3,9 419,0+4,3 418,5+4,2
G5 412,9+4,7 411,0+¢6,0 409,1+49 4125+46 411,245,3
G6 406,1+6,1 406,1+4,1* 405,8+4,6* 405,6+5,3* 409,0+4,6
G7 415,1+4,8 408,4+4,1 406,5+4,4* 410,7+4,1 405,7+4,7*
G8 410,1+5,9 408,2+5,2 408,3+5,1* 409,0+5,1 410,045,3

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10
animais/grupo) e analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de Tukey (*p <
0,05). Gl=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia;
G4=grupo rosuvastatina 20 mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo
rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia+rosuvastatina 2
mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5 mg/kg/diat+rosuvastatina 20 mg/kg/dia;
bpm=batimentos por minuto. Analises estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes
grupos experimentais.
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ANEXO C - Tabela 5

TABELA 5 Relagdo albumina/creatinina urinaria dos animais pertencentes aos

diferentes grupos experimentais.

Grupos RACU

Gl 0,02+0,004#
G2 0,08+0,03
G3 0,03+0,008*
G4 0,02+0,005#
G5 0,04+0,003
G6 0,04+0,007
G7 0,03+0,003*
G8 0,03+0,002*

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e
analisados estatisticamente através de ANOVA seguida de Tukey (*p < 0,05; #p < 0,01). G1=grupo
controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina 20
mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo
olmesartana 0,5 mg/kg/diatrosuvastatina 2  mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5
mg/kg/dia+rosuvastatina 20 mg/kg/dia. RACU = relacdo albumina/creatinina urinaria. Andlises
estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes grupos experimentais.
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ANEXO D — Tabela 6

TABELA 6 Nitrito/nitrato plasmatico dos animais pertencentes aos diferentes grupos

experimentais.

Grupos experimentais NOX (LM)
G1 2,1+0,5#
G2 0,5+0,1
G3 0,4+0,1
G4 0,8+0,1
G5 1,7£0,4
G6 2,3+0,6*
G7 2,2+0,5*
G8 2,1+0,4*

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (n=10 animais/grupo) e
analisados estatisticamente através de Kruskall-Wallis seguida de Tamhane (*p<0,05; #p<0,01).
G1=grupo controle; G2=grupo L-NAME; G3=grupo olmesartana 5 mg/kg/dia; G4=grupo rosuvastatina
20 mg/kg/dia; G5=grupo olmesartana 0,5 mg/kg/dia; G6=grupo rosuvastatina 2 mg/kg/dia; G7=grupo
olmesartana 0,5 mg/kg/dia+rosuvastatina 2  mg/kg/dia; G8=grupo olmesartana 5
mg/kg/dia+rosuvastatina 20 mg/kg/dia. Andlises estatisticas realizadas entre G2 e os diferentes
grupos experimentais.
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ANEXO E - Dieta

A racdo comercial oferecida aos animais foi a racdo RC Focus 1722
(Agroceres®, Brasil), com as seguintes caracteristicas:

Composicdo basica do produto: carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de
soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, cloreto de sédio, premix vitaminico mineral e
de aminoacidos, aditivo antioxidante.

Niveis de garantia do produto: umidade (maxima 12,5%); proteina bruta
(minimo 22%); extrato etéreo (minimo 4%); material mineral (maximo 10%); matéria
fibrosa (maximo 8%); calcio (méaximo 1,4%); fésforo (minimo 0,8%).

Vitaminas: vitamina A 12.000 Ul; vitamina D3 1.800 Ul; vitamina E 30 mg;
vitamina K3 3 mg; vitamina B1 5 mg; vitamina B2 6 mg; vitamina B6 7 mg; vitamina
B12 20 mcg; niacina 60 mg; acido pantoténico 20 mg; acido félico 1 mg; biotina 0,05
mg; colina 600 mg.

Microelementos minerais: ferro 50 mg; zinco 60 mg; cobre 10 mg; iodo 2 mg;
manganés 60 mg; selénio 0,05 mg; cobalto 1,5 mg.

Aminoécidos: DL-metionina 300 mg; lisina 100 mg

Aditivos: antioxidante 100 mg.
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ANEXO F — Certificado

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO

Certificatnos que o Protocolo n° 016/2007-CCEA sobre “Hipertensiio arterial por

deficiéncia de dxido nitrico em ralos Wistar tratados com estatina e blogueador do
. receptor AT da angiotensina II”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de José

Marcos Girardi, esta de acordo cdm os Principios Eticos na Experimentagiio Animal,

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagiio Animal (COBEA), e foi aprovado

pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CEEA) da PRO-

REITORIA DE PESQUISA/UFIJF, em reunifio realizada em 06/02/2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 016/2007- CCEA about “Pﬁpmtensﬁo arterial por
deficiéneia de éxido nitrico em ratos Wistar tratados com estatina e blogueador do
receptor ATl da angiotensina II - José Marcos Girardi - in apgreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFIF - ETHICAL COMMITTEE FOR
ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 06/02/2007.

~

Presldente/CEEA Secretarlo/CEEA




