LUCIANA PIOVESAN NATHAN

ENVOLVIMENTO DOS CANAIS DE CALCIO VOLTAGEM-DEPENDENTES E
DA ENDOTELINA NAS ALTERAGCOES CARDIOVASCULARES INDUZIDAS
PELO BLOQUEIO CRONICO DA SINTESE DE OXIDO NIiTRICO

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
curso de Pés- Graduagdo em Farmacologia da
Faculdade de  Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas para
obtengio do titulo de mestre em Ciéncias, na

area de Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Gilberto de Nucci

Ca . Este e;e_mplar corresponde a versio final da
Dissertacio de Mestrado, apresentada ao Curso de
Pos-Graduaciioc em Farmacologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas - UNICAMP, para obtengiio do titulo
de Mestre em Ciéncias, na Area de Farmacologia da
Bidloga Luciana Piovesan Nathan.

__Lampinas; Wm-ﬁde 1997
4

\L‘ V\i; L_’E,j vﬁ“"""”——..
Prof. Dr&fiilberto de Nucci

= Orientador -

UNiCAEMP
BERIOTECA CENTRM.




avE_ B
HARADA ;

-2 s -I _’
. ' ¥ _‘K
> St

CM-00107387-5

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Nathan, Luciana Piovesan
N195e Envolvimento dos canais de célcio voltagem-dependentes e da
entotelina nas alteragdes cardiovasculares induzidas pelo bloqueio

cronico da sintese de oxido nitrico / Luciana Piovesan Nathan.
Campinas, SP : [s.n.], 1997.

Orientador : Gilberto de Nucci

Tese (Mestrado) Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

1. Oxido nitrico. 2. Hipertensdio . 3. Isquémia . 1. Gilberto de

Nucci. II. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Meédicas. 1. Titulo.




8

%
UNICAMP

Banca Examinadora da Dissertacdo de Mestrado

Orientador:

Prof. Dr. Gilberto de Nucci

Curso de Pos-Graduagdo em Fammacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 21/11/97




Sumario

O éxido nitrico, sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, por meio da
enzima oxido nitrico sintase, é um importante fator de controle do tOnus
vascular. A inibicdo de sua sintese, por meio de compostos andlogos a L-
arginina, tais como Ne-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), constitui um
modelo de hipertensdo arterial acompanhada de isquemia miocardica.

Neste trabalho, investigou-se, em ratos, o efeito do diltiazem (bloqueador
de canais de calcio voltagem-dependentes) e do A-127722.5 (antagonista
seletivo dos receptores ET, da endotelina) nas alteragbes cardiovasculares
induzidas pela administragc&o cronica (8 semanas) de L-NAME.

Para cada estudo, 8 grupos experimentais foram utitizados: 1- Controle
(animais que receberam agua de torneira);, 2- L-NAME (20 mg/rato/dia); 3- L-
NAME (20 mg/rato/dia) + droga de estude (13.5 mg/rato/dia e 1.5 mg/rato/dia
para diltiazem e A-127722.5, respectivamente) e 4- droga de estudc (13.5
mg/rato/dia e 1.5 mg/rato/dia para diltiazem e A-127722.5, respectivamente). O
L-NAME, o diltiazem e o A-127722.5 foram dissolvidos em agua de torneira
diariamente. A presséo arterial de cauda e o peso corporec foram avaliados
semanalmente. Ac final do estude, 0s animais foram sacrificados e os coragbes
removidos para avaliagcdo dos pesos cardiacos e posterior analise histologica
guantitativa.

A administragdo do diltiazem reduziu, significativamente, a hipertensao
induzida por L-NAME, sem, no entanto, modificar as alteracbes miocardicas
(lesbes isquémicas, fibrose intersticial e fibrose perivascular) associadas a este
modelo experimental.

O antagonista da endotelina, A-127722.5, reduziu significativamente a
hipertensdo arterial causada pela inibicdo crénica da sintese de Oxido nitrico,

mas também ndo preveniu o desenvolvimento das lesdes isquémicas.



Em conjunto, estes resultados indicam que o A-127722.5, foi mais efetivo
que o diltiazem, no ftratamento da hipertensdo decorrente de disfuncao
endotelial, indicando uma participagéo importante da endotelina neste modelo
experimental. Por outro lado, verificou-se gue nenhum dos compostos utilizados
foi eficaz em prevenir ou atenuar o desenvolvimente das lesGes isquémicas
induzidas pelo blogueio cronice da sintese de Oxido nitrico, indicando que o
efeito independe dos niveis pressoricos elevados. Considerando-se que 0s
inibidores da sintese de &xido nitrico induzem vasoconstricdo coronariana,
pode-se assim supor gque o efeito isquémico decorra simplesmente da falta
deste fator de relaxamento no leito coronariano do rato, com conseguente
reducBo da perfusdo miocardica e isquemia, a qual evolui para necrose e
fibrose.
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1.1.0xido nitrico

1.1.1 Consideragdes gerais

Até o inicio da década de 80, acreditava-se que © endotélio era
responsavel por fungdes meramente fisicas, como a de constituir uma barreira
seletivamente permeavel entre 0os meios intra e extracelular e a de manter o
padréo de fluxo sanguineo laminar nos vasos. Mais recentemente, a célula
endotelial deixou de ser considerada como simples revestimento dos vasos
sanguineos, revelando-se como verdadeiro sensor de aiteracGes fisico-
guimicas do meio circulante e moduladora da reatividade vascular. Em 1976,
Moncada et al. demonstraram ser a ceélula endotelial a principal fonte de
prostaciclina, substancia com potente agdo _antiagregante plaquetaria e
vasodilatadora. Em 1980, Furchgott e Zawadzki relataram que a presenga do
endotélio era fundamental na modulacdo da motricidade vascular, ao
demonstrarem que a acetilcolina nac acarretava relaxamenio em preparacdes
vasculares nas quais o endotélio ndoc se encontrava integro e que a
vasoconstricdo podia ser observada com concentragbes maiores de acetilcolina.
A recuperacéo da resposta vasodilatadora a acetilcolina era possivel quando
tais preparacdes eram colocadas em contato com a camada intima de uma
arteria cujo endotelio encontrava-se preservado. Finalmente observou-se que o
relaxamento induzido pela acetilcolina era bloqueado pela afropina, antagonista
dos receptores muscarinicos. A partir destas observacbes, os autores
propuseram que a acetilcolina interagindo com receptores muscarinicos,
localizados no endotélio, liberava um fator que foi denominado EDRF
(endothelium-derived relaxing factor), © qual se difundia para o musculo liso
vascular subjacente, promovendo relaxamento deste tecido. Mais tarde, este
composto foi identificado quimica e farmacologicamente como sendo o oxido
nitrico (NO) (lgnarro et al, 1987; Palmer et al. 1987). As pesquisas

direcionaram-se, entdo, no sentido de se determinar como o endotélio produzia
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este fator e culminaram com a proposicdo de Palmer et al. (1988) que
postularam ser a L-arginina o substrato, para a sintese de NO, em uma reagéo
catalizada pela NO sintase. A estas descobertas, seguiram-se outras,
atribuindo-se ao endotelio a responsabilidade pela sintese de substancias
vasoativas, de substancias moduladoras da agregacBo plaguetaria e da
coagulagdo sanguinea, de fatores reguladores da trombogénese, da mitogénese

e do metabolismo de lipoproteinas (Batlouni & Ramires, 1994).

1.1.2 Sintese de NO

NO é sintetizado a partir de um atomo de nitrogénic do terminal guanidina
da L-arginina, a qual é convertida em L-citrulina por acéo da NO sintase (NOS)
(Palmer et al., 1988) em reacdo dependente da presenca de diversos cofatores
(NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopterina, calmodulina e heme) (Bredt & Snyder,
1990; Klatt et al., 1992). O NO produzido age estimulando a guanilatociclase
soluvel nas células musculares lisas dos vasos, causando um aumento da
concentragdo intracelular de 3',5'-monofosfate de guanosina ciclico (GMPc),
acarretando a reducao do influxo de calcio, através do sarcolema e da liberagéo
do fon de seus depdsitos intracelulares (Batlouni & Ramires, 1994). A convers&o
de L-arginina em NO pela NOS ¢ especifica desde que a D-arginina,
enantibmero da L-arginina, nao é substrato para esta reagao.

Atuaimente, trés isoformas da NOS s&o conhecidas: tipo | (neuronal), tipo
Il {induzivel) e tipo Il (endotelial). As isoformas | e Il sdo constitutivas, ou seja,
estdo normalmente presentes e dependem do complexo calciofcalmodulina
para sua ativagao. Por outro tado, a isoforma Il € induzivel por acio de certas
citocinas (interleucinas, fator de necrose tumoral e interferon-y), bem como de
lipopolissacarideo bacterianoc. Ao contrario das demais isoformas a ativagio

desta independe da concentracdo de célcio.
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1.1.3 Inibidores da sintese de NO

Substancias andlogas a L-arginina, como N®-amino-arginina {L-NAA)
(Gross et al., 1990), N° - nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Moore et al.,
1989) e N-iminoetil-L-ornitina (L-NIO) (Mulsch & Busse, 1990), inibem
especificamente a sintese de NO. A diversidade de poténcia desses compostos,
tanto in vitro como in vivo, parece ser devida a diferencas quanto a captacao,
distribuicdo e metabolismo dos mesmos (Moncada et al.,, 1991). Comparados
aos demais inibidores, apenas o L-NMMA e o L-NAME s&o ativos por via oral
(Gardiner et al., 1990).

Recentes estudos demonstraram que a administracio oral de L-NAME,
por 4-8 se.manas, em ratos constitui um modelo de hipertenséo arterial (Baylis et
al., 1992; Ribeiro et al., 1992). Da mesma forma, a administragdo aguda destes
inibidores também promove aumento da resisténcia vascular sistémica e
consequente hipertens&o arterial em ratos e cies (Gardiner et al., 1990;
Zappeilini et al, 1996), ac passo que a hipertensdo, decorrente da
administracéo cronica de L-NAME, ¢é sensivel aos inibidores da ECA, como o
enalapril (Baylis et al., 1992, Moreno Jr et al., 1995) e aos antagonistas de
receptores AT; da angiotensina Il, como o losartan (Ribeiro et al., 1992),
compostos estes que agudamenie alteram a atividade do sistema renina-
angiotensina nao interferindo nas aiteracfes cardiovasculares induzidas pelos
inibidores de sintese de NO (Nafrialdi & Mimran, 1993; Zappellini et al., 1996).
Os mecanismos responsaveis por essa discrepancia nio séo ainda conhecidos,
mas sugerem que o sistema renina angiotensina (SRA) participa na génese da
hipertens&o induzida pela administragdo cronica de L-NAME. No entanto, néo
se observam alteragbes consistentes quando se avalia a atividade da renina
(Dananberg et al., 1993; Deng et al., 1994; Hu et al., 1994; Navano et al., 1994),

ou da enzima conversora de angiotensina (Teixeira et al., 1997), o que
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demonstra que embora participante, este sistema ndo deve ser o unico na
regulagao da presséao arterial neste modelo experimental.

Paralelamente aos efeitos pressoricos, observa-se que a administracéo
cronica de L-NAME induz vasoconstricdo € hipoperfuséo renais (Baylis et al.,
1990; Rees et al., 1980; Zatz et al.,, 1991, Baylis et al.,, 1992) associadas a
queda na filtracdo giomerular e aumento na fracdo de filtrag&o (Ribeiro et al.,
1992). Do ponto de vista histologico, verifica-se estreitamento difuso nas
arteriolas renais com obliterac&o focal difusa e necrose fibrindide glomerular
segmentar {(Ribeiro et al, 1992). Certas alteracbes encontradas na
microvasculatura renal, como a hipertrofia das arteriolas e a obliteragio do
limen das mesmas, séo caracteristicas da hipertensao arterial maligna (Mistry
et al., 1990; Laragh & Pickering, 1991). E improvavel que o dano renal seja
decorrente de toxicidade direta do L-NAME, ja que o desenvolvimento de
microangiopatia € prevenido pela administracao de iosartan (Ribeiro et al.,
1992). A prevengio das alteracdes morfoldgicas e a reverséo parcial das
alteragbes funcionais nos rins, pelo losartan, fortalecem a importancia do SRA
neste modelo de hipertenséo arterial.

Finatmente, a nivel cardiaco, observa-se que a inibicdo cronica da
sintese de NO, na dose de 20 mg/rato/dia, acarreta fibrose intersticial e necrose
subendocardica (Moreno et al, 1996), e discreta hipertrofia ventricular
esquerda. As lesfes isquémicas observadas no coragdo sao alteragdes
similares aquelas encontradas nos rins neste mesmo modelo experimental
{(Moreno et al., 1996).

1.2. Endotelina

A primeira evidéncia de um peptideo vasoconstritor derivado do endotélio
veio com estudos de células endoteliais em cultura, cujo sobrenadante possuia
propriedades contrateis em artéria bovina (’Brien & McMurtry, 1984), artéria

coronéria de porco (Hickey et al., 1985) e artéria coronéria de coelho (Gillespie
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et al.,1986). A inibigcdo da ciclooxigenase ou lipoxigenase, bem como o bloqueio
de receptores beta adrenérgicos, serotoninérgicos, histaminérgicos ou
colinergicos nao alteraram a atividade vasoconstritora do sobrenadante. No
entanto, ¢ efeito foi abolido utilizando-se procedimentos que afetavam a
estrutura proteica efou conformacional, o que indicava que a nova substancia
apresentava natureza peptidica (Hickey et al., 1985; Gillespiie et al., 1986). Em
1988, Yanagisawa et al., descreveram, a partir do sobrenadante de cultura de
células endoteliais de porco, um novo fator derivado do endotélio, denominado
endotelina-1 (ET-1). Posteriormente, foram ainda identificadas as ET- 2, no
genoma de ratos, e ET- 3, exclusiva do genoma humano (inoue et al., 1989).
Saida et al. (1989) descreveram um novo peptideo, denominado peptidio
vasoativo intestinal (VIC), uma vez que o genoma responsavel por sua sintese é
encontrado exclusivamente no intestino de camundongos. Estes peptideos
apresentam estreita correlagdo estrutural com peptideos neurotdxicos
(sarafotoxinas) encontrados no venenc de certas serpentes do género
Atractaspis. Estes peptidios contém 21 aminodcidos com duas pontes de
dissulfeto na estrutura. Interessante notar o elevado grau de homologia entre
estes peptideos; com relagéo a ET-1, ET-2, ET-3, VIC e sarafotoxina S6b que
apresentam respectivamente, 2, 6, 3 e 7 residuos de aminoacidos diferentes.
Para a sintese das endotelinas, sabe-se que a expressdo do RNAm da
preproendotelina e estimulada por hormbnios vasopressores (adrenalina e
vasopressina), por substancias derivadas dos agregados plaquetarios (TGF-B),
por produtos da coagulagdo (trombina) e por citocinas (interteucina-1), entre
outros (Lascher et al.,1993). As preproendotelinas, especificas para cada
endotelina, s&o proteinas com aproximadamente 200 aminoacidos, que apds
clivagem, transformam-se em pré-endotelinas, também conhecidas como ‘“big
endotelin®. Estes peptideos sa@o clivados, entre os residuos triptofano 21 e
valina 22, por uma enzima conversora de endoteling, liberando as endotelinas

na sua forma madura. A sintese da endotelina ndo & restrita as células
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endoteliais, mas também ocorre em outros tecidos como, por exemplo, células
epiteliais da traquéia (Black et ai., 1989).

As ETs liberadas interagem com receptores especificos. Atualmente dois
tipos de proteinas receptoras s&o conhecidas: ET, (Arai et al, 1990) e ETs
{Sakura et al., 1990). Estes receptores apresentam estrutura semelhante 3
rodopsina, encontram-se acoplados a proteinas G, e estdo presentes em sitios
vasculares e né@o vasculares, tais como tecidos cardiaco e renal, glandulas
suprarenais, sistema nervoso central, putmdes, traquéia e trato gastrointestinal.
Os receptores do tipo ETa apresentam maior afinidade pela ET-1 do que pela
ET-3, enquanto que os receptores ETg n&o apresentam afinidade diferenciada
para estes peptideos (Milier et al., 1993). A dissociagio dos peptideos de seus
sitios receptivos & extremamente ienta, o que poderia explicar a natureza
prolongada dos efeitos bioldgicos das ETs (Hirata et al., 1988). A ET circulante
¢ removida essencialmente pelos pulmdes (cerca de 2/3 numa Unica passagem:
de Nucci et al., 1988).

Apos o acoplamento desses peptidios aos receptores, ocorre estimulacao
de uma proteina G, responsavel pela hidrélise de GTP (Miller et al., 1993). A
proteina G determina a ativagéo de fosfolipase C, iniciando assim a cascata do
fosfatidil inositol, resultando na liberagdc de inositol trifosfato (IP;) e
diaciiglicerol (DAG). O IP; atua em receptores especificos promovendo a
liberacdo de calcio dos estoques intracelulares (reticulo sarcoplasmatico). O
calcio, normalmente associado & calmoduling, ativa ou modula processos de
secreco e ativagdo enzimdtica, como a proteina quinase da cadeia leve da
miosina, responsavel pelos mecanismos contrateis celulares. As proteinas
quinases s&o também ativadas pelo DAG. Sabe-se que a ativacdo do receptor
ETa promove a contrag&o muscular € que, o acoplamento ao receptor ETs
promove ativagéo da fosfolipase A, de membrana e da NOS, com consequente
liberagéo de prostaciclina e NO. No entanto, mais recentemente, com a

descoberta de agonistas e antagonistas seletivos, foi possivel verificar que a
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ativaca@o de receptores ETg pode produzir contracéo também de mdsculos lisos
vasculares (Sumner et al., 1992) e n&o vasculares como a traquéia {Cardell et
al., 1993).

Atualmente, sabe-se que as ETs estdo envolvidas em varios processos
fisiologicos e fisiopatoidgicos. Dentre os efeitos fisiologicos, podemos citar
inotropismo e cronotropismo positivos (Ishikawa et al.,, 1988a,b), aumento da
resisténcia vascular (Goetz et al, 1988), diminuigdo da taxa de filtragdo
glomerular e do fluxo sanguineo renal (Miller et al., 1989), aumento do
hematocrito e secrecdo de fator natriurético atrial (Tsuchiya et al., 1990). Além
disso, sabe-se que as ETs alteram a fungdo plaquetdria de forma indireta
{Thiemmerman et al., 1988; Battistini et al., 1990; Ohlstein et al., 1990). Estudos
de agregacao plaquetaria ex-vivo de coelhos demostraram gue a ET-1 promove
uma inibicdo da agregacéo induzida por ADP e que este efeito inibitério pode
ser revertido pelo pré-tratamento dos animais com indometacina, sugerindo a
participacao de prostaciclina como mediador deste fendmeno (Thiemmerman et
al., 1988),

A lista de patologias nas quais os niveis de ET encontram-se alterados
Inclui as mais variadas desordens, entre as quais podemos citar: diabetes, pré-
eclampsia (Clark et al.,, 1992), hipertensdo arterial, infarto do miocardio,
vasoespasmo coronariano e cerebral, intoxicagdo induzida por ciclosporina,
asma, desordens de comportamento, choque endotoxico, aterosclerose, entre
outros (Nayler, 1990). No entanto, desconhece-se, até o momento, se as
patologias ocasionam aumento dos niveis circulantes de endotelina, ou vice-

versa.
1.3. Calcio e contragcdo muscular
Células da musculatura lisa vascular expressam canais de calcio

voltagem-dependente (tipo L) que representam uma importante via na

transferéncia do calcio extracelular para 0 meio intracelular. Além disso, este
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cation pode ser liberado do reticulo sarcoplasmatico pelo propio célcio ou por
IP; proveniente da transdugdo do sinal de agonistas apropriados quando do
acoplamento destes a seus receptores (Sato et al., 1988).

O aumento dos niveis intracelulares de caicio livre culmina com a
vasoconstricdo por mecanismos bem conhecidos que envolvem a calmodulina
com consequente deslizamento das fibras de actina sobre as de miosina.

A sinalizagdo intracelular desencadeada por este céation é determinada
por mecanismos, que diminuem a concentragdo intracelular de calcio, tais como:
bombas de calcio-ATP dependentes nas membranas plasmatica, mitocondrial e
do reticulo sarcoplasmatico, bem como atraves da troca calcio/sédio (Figura 1).
Neste dltimo sistema, o efluxo de calcio depende da concentragdo de
intracelular de sodio, a qual é adequadamente mantida através da Na'/K'
ATPase (Mc Carron et al., 1994). ]

Devido a importancia dos ions calcio em diversos processos biolégicos, a
manutengo de sua homeostase pela célula muscular lisa vascuiar € de
fundamental importancia. Em principio, este controle é exercido pelo potencial
de membrana, duragdo e freqiéncia dos potenciais de acdo, estimulo de
receptores por agonistas apropriados, niveis intracelulares de nucleotideos
ciclicos e atividade das bombas de céicio (Fleckenstein, 1996). Além disso, H e
Mg™ constituem importantes antagonistas fisiolégicos do célcio ao nivel da
celula muscular lisa vascular (Fleckenstein 1996). Os ions hidrogénio diminuem
a sensibilidade das proteinas contrateis ao caicio (Nagesetty & Paul, 1994), o
influxo de calcic através dos canais voltagem-dependentes (Kiéckner &
Isenberg, 1994) e a liberacdo do calcio do reticulo sarcoplasmatico por 1P,
(Bootman et al., 1995). Por outro lado, os ions Mg™ reduzem a probabilidade do
estado aberto dos canais voltagem-dependentes (Langton & Standen, 1993)
alem de inibirem a liberago de calcio do reticulo sarcoplasmético impedindo o
acoplamento do IPs a0 seu receptor (Bootman et al., 1995).

Do ponto de vista terapéutico, os blogueadores de canais de calcio

dividem-se em trés classes principais:
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Os canais de caicio voltagem-dependentes representam proteinas
oligoméricas compostas por 5 sub-unidades. A sub-unidade «, (212 KDa) € o
componente central e funcional do canal € forma um complexo com outras 4
subunidades: subunidade B intraceiular (55 KDa), sub-unidade transmembrana
glicosilada (30 Kda) e um complexo glicoproteico formado pelas sub-unidades
oz (143 KDa) e § (27 KDa) (Catterall & Striessing, 1992; De Waard et al,,
1994).

Estudos bioquimicos indicam que ‘as diferentes classes de blogueadores
de canais de calcio ligam-se a sitios especificos da sub-unidade a4 (Triggle,
1992; Schwartz, 1994), o que talvez explique a relativa seletividade destes
compostos para o miocardio, para as células do marca-passc e da musculatura
lisa vascular. Com relagdo ao verapamit, sabe-se que este agente exerce efeitos
quantitativamente comparaveis nos frés diferentes tipos celulares. Q diltiazem
por sua vez, apresenta efeito vasodilatador mais pronunciado enguanto a
nifedipina apresenta maior seletividade vasocdilatador com discretos efeitos
cardiacos (Flenckenstein, 1996).

Por causarem vasodilatagdo, através de inibicdo dose-dependente do
influxo de célcio para a célula muscular lisa vascular, os bloqueadores de

canais de calcio exercem pronunciado efeito antihipertensivo (Flenckenstein &
Flenckenstein, 1990).
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Figura 1. Esquema da homeostase do calcio na célula da musculatura lisa
vascular.SAC: canal ativado por estiramento; NSC: canal de cétion n&o seletivo;
L-VGCC: canal de calcio voltagem-dependente do tipo L; ROC: canal operado
por receptor; Mi: mitocondria; SR: reticulo sarcopiasmatico; R: receptor; PLC:
fosfolipase C; DG: diacilglicerol; IPs: inositol 1,4,5-trifosfato; circulo em preto:

bombas idnicas adenosina trifosfato.
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Considerando-se que a hipertensdo arterial, os efeitos vasoconstritores
s&o dependentes de caicio, € que no modelo de hipertensdo causado pela
inibigdo cronica da sintese de oxido nitrico é acompanhada por isquemia
miocardica, nosso primeiro objetivo foi avaliar o efeito do diltiazem na
hipertens&o e nas alteragbes cardiovasculares induzidas pelo blogueio crénico
da sintese de NO. Em uma segunda etapa, investigamos a participacéo da
endotelina neste modelo experimental, através do composto A-127722.5,

antagonista seletivo dos receptores ET4  biodisponivel por via oral.
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3.1. Animais

Para a realizacdo destes estudos, foram utilizados ratos machos Wistar
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas,
com peso inicial enire 150 a 200 g. Os animais foram mantidos em condi¢cdes
controladas de temperatura e luminosidade (ciclo 12h claro/ 12h escuro) e

alimentados com ragdo padrao (Nuvilab CR1, Nuvital, Brasil).

3.2. Grupos experimentais

3.2.1 Tratamento com diltiazem

Para este estudo, os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:

e CONTROLE (n=15}: animais que receberam racac padréo e agua fresca;

e L-NAME (N”-nitro-L-arginina-metil éster; n=20}. animais que receberam racao
padrdo e L-NAME (20mg/rato/dia) dissolvido na agua de beber.

o |-NAME + DILTIAZEM (n=20). animais que receberam rac¢io padrdo e L-
NAME (20mg/rato/dia) + diltiazem (13.5 mgfrato/dia) dissolvidos na agua de
beber.

¢ DILTIAZEM (n=19): animais que receberam racdo padrdo e diitiazem (13.5

mg/ratofdia) dissolvido na agua de beber.

Ambas as drogas foram dadas simultaneamente. A fim de se evitar a
degradacgédo do diltiazem, composto fotossensivel, o composto foi pesado no

escuro e 0s bebedouros foram pintados de preto.
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3.2.2 Tratamento com A-127722.5

Para este estudo, os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:
s CONTROLE (n=15): animais que receberam racéo padréo e agua fresca.
e L-NAME (n=15) animais que receberam ragdo padrao e L-NAME
(20mg/rato/dia) na agua ingerida.
o L-NAME + A-127722.5 {n=15): animais que receberam ragdo padr&o e L-
NAME (20 mg/rato/dia) + A-127722.5 (1.5 mg/rato/dia) na &gua ingerida.
o A-127722.5 (n=14): animais que receberam racéo padréo e A-127722.5 (1.5

mg/rato/dia) na &gua ingerida.
Tanto o L-NAME quanto o A-127722.5, foram dadas simultaneamente.
3.3. Avaliacao da presséo arterial e do peso corpoéreo

A press3o arterial de cauda foi avaliada de acordo com o meétodo descrito
por Zatz (1990). Para tanto, os animais foram pré-aquecidos a fim de se
promover dilatagdo da artéria caudal. Em seguida, os animais foram colocados
em uma caixa de contengdo e um manguito foi posicionado em torno da cauda
do animal. Este manguito foi conectado a um microfone (sensor) que por sua
vez foi acoplado ao osciloscopio (CS-405, Kenwood, Japdo). A medida da
pressdo arterial foi realizada no minimo em duplicata para cada animal.
Paralelamente, avaliou-se o peso corpdrec dos animais. Estas determinagdes

foram realizadas previamente o estudo e semanalmente, durante 8 semanas.
3.4. Avaliagdo dos pesos cardiacos
Ao final de 8 semanas, 0s animais foram anestesiados com pentobarbital

sddico (Sagatal®, 30 mg/kg, i.p.) para a retirada dos coragbes. Estes foram

lavados com salina (0.9%, p/v) para remoc¢éo de coagulos e imersos em formol-
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dlcoo! 10% por 24 h. Em seguida, os coracbes foram dissecados, os atrios
removidos e os ventriculos pesados, obtendo-se desta forma o peso cardiaco
total (PCT, mg). Apds retirada do venfriculo direito, © tecido remanescente foi
pesado e obteve-se o peso ventricular esquerdo (PVE, mg). Estes valores foram
corrigidos em fungdo do peso corporeo obtido na Gltima semana e desta forma,
foram finalmente expressgs como: peso cardiaco relativo (PCR = PCT/peso
corpéreo, mg/g) e indice do peso ventricular esquerdo (IPVE = PVE/peso

corporeo, mg/g).

3.5. Analise estereolégica

Apods a obtenc&o dos pesos cardiacos, os coragbes foram colocados em
formalina 10% por 24 h e incluidos em parafina. Foram, entdo, cortados
perpendicularmente ao seu maior eixo, em 5 niveis equidistantes, em seccdes
de 5 um e corados com-tricrdmico de Masson. A seguir, o grau de fibrose do
miocérdio foi avaliado quantitativamente pelo método de volumetria de pontos,
utilizando-se um sistema-teste, no caso, uma ocular com reticulo de integracao
de 25 pontos. Em uma lamina proveniente do coragao de cada um dos animais,
contou-se€ o0 numero de vezes em que 0s pontos cairam sobre as fibras
cardiacas, tecido conjuntivo ou vasos, em 40 campos microscopicos. A fim de se
obter a fragdo de volume ocupada por cada um dos componentes cardiacos
(Ppi), a seguinte férmula foi utilizada:

Ppi = p/P, onde:
p= soma do numero de pontos que caem sobre o tecido em questao,

P= namero total de pontos que caem sobre ¢ campo total da lamina
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3.6. Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como média e + erro padrdo da média.
Analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas foi aplicada para avaliar
diferengas no peso corporal e na pressao arierial de cauda e ANOVA de uma
via fol usada para comparar 0s pesos cardiacos. Quando os resultados da
ANOVA eram significantes, o teste de Bonferroni foi aplicado. Nos estudos
estereologicos, ANOVA foi seguida pelo teste de Tukey. Em todos os casos,

valores de p<0.05 foram considerados significativos,

3.7. Procedéncia dos reagentes

N®-nitro-L-arginina metil éster foi obtido da Sigma (EUA). Pentobarbital
sodico (Sagatal®) foi comprado da Rhéne Mérieux (Franga). Dittiazem foi doado

pela Boehringer de Angeli (Brasil). A-127722.5 foi doado pela Abbot (USA).
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4.1. Animais tratados com diltiazem

4.1.1 Evolugéo do peso corporeo

Nao se observou diferenga significativa na evolugéc ponderal dos
diferenies grupos experimentais. O pesos iniciasi foram; 157 + 1.94, 157 + 1.22,
156 + 1.57, 158 + 1.64, e ao final de 8 semanas o$ pesos foram: 399 £ 8.2 g,
314 £+ 78 g, 330 £ 114 g e 348 + 7.6 g respectivamenie para 08 Qrupos
Controle, L-NAME, L-NAME + Diltiazem e Diltiazem (Tabela 1).

4.1.2 Presséao arterial de cauda

A administracao cronica de L-NAME induziu um aumento, dependente da
dose, da pressao arterial: Apds 2 semanas de tratamento, a presséo arterial dos
animais tratados com L-NAME foi significativamente maior (p<0.01) gue aquela
observada nos animais do grupo Controle. Nos animais nos quais o L-NAME foi
co-administrado com diltiazem, a pressdo arterial também estava elevada
(p<0.01 versus conirole). Ao final do tratamento, o diltiazem reduziu
significativamente a hipertens&o induzida por L-NAME (p<0.1). A administracdo
de diltiazem n&o promoveu altera¢bes significativas na pressao arterial (Figura
2).
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Controle L-NAME L-NAME+Dilt | Diltiazem

Basal 157 +1.94 157 +1.22 156 + 1.57 158 £ 1.64
Semana 1 247 +10.38 234 +975 226 + 9.88 234 £8.74
Semana 2 269 + 10.39 253+9.75 244 +9.83 252 +8.78
Semana 3 289+ 962 269 + 8.96 260 + 8.63 269 +7.65
Semana 4 309 +11.73 285 1+ 852 2851+ 878 286 +6.44
Semana § 324 +10.54 302 £6.98 315 £9.26 306 +6.38
Semana 6 335+ 987 311 +£6.60 326 + 9.28 316 £6.17
Semana 7 342 +7.88 319+ 555 329 +9.91 328 +6.23
Semana 8 349+ 8.16 314 £7.81 330 +11.37 348 +7.59

Tabela 1- Peso corporeo dos animais dos grupos Controle, L-NAME, L-NAME +
Diltiazem e Diltiazem durante 8 semanas de observacdo. Os resultados sao

expressos como média + S.E.M.

+
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—— L-NAME
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Figura 2- Efeito do diltiazem na hipertensdo induzida pelo tratamento cronico de
ratos com L-NAME. Os resuitados s30 expressos como média + S.E.M.
B representa os valores obtidos na semana que antecedeu o inicio do

tratamento.

*p<0.01 L-NAME e L-NAME + Diltiazem versus Controle
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# p<0.01 L-NAME + Diltiazem versus L-NAME
4.1.3 Pesos cardiacos

Apos o tratamento de 8 semanas, os animais dos grupos Controle, L-
NAME, L-NAME + Diltiazem e Diltiazem néo apresentaram diferenca
significativa com reiag&o ao PCT, PVE, PCRe, IPVE. (Figuras 3 e 4).

4.1.4 Estereologia

Neste estudo, observou-se maior guantidade de tecido conjuntivo (indice
de fibrose) nos coragdes tratados com L-NAME (p<0.05 versus Controle, figura
5). A administracdo de diltiazem ndo reverteu as lesbes induzidas pelo L-NAME
(p<0.05 verus grupo Controle). Finalmente, ndo se observaram alteragGes

estruturais nos animai tratados com diitiazem (Figura 5).

4.1.5 Mortalidade

Ao final de 8 semanas de tratamento, a mortalidade observada foi de
20% e 15%, respectivamente para os grupos L-NAME e L-NAME + Diltiazem.
Todos os animais dos grupos Controle e Diltiazem sobreviveram ao longo do

periodo experimental.



900~ -
T i %
600 :/:,
o el
E /
300 2
7
o
od Ll LB
PCT

N

T

7
%

PVE

35

I Controle
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L-NAME+Diltiazem
I Diltiazem

Figura 3- Efeito do tratamento crénico com L-NAME, na auséncia ou presencga

de diltiazem no peso cardiaco (PCT) e no peso ventricular esquerdo (PVE) ao

final de 8 semanas. Os resultados sdo expressos como média + S EM.
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Figura 4- Efeito do tratamento crénico com L-NAME, na auséncia ou na

presenca de diltiazem no peso cardiaco relativo (PCR) e indice do peso

ventricular esquerdo (IPVE) ao final de 8 semanas. Os resultados sdo expressos

como media = S.E.M.
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Figura 5- Analise estereolbgica do ventriculo esquerdo dos animais
provenientes dos diferentes grupos experimentais. A figura mostra a
porcentagem de fibras cardiacas que foram substituidas por tecido conjuntivo.

Os resultados $40 expressos como média £ S.EM.

*p<0.05 e ** p<0.01 L-NAME e L-NAME + Diltiazem versus Controle e Diltiazem
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Figura 6: Corte histologico de um coragao representativo do grupo Controle. Na
fotografia observam-se a luz ventricular (L) e fibras cardiacas (Fc) preservadas
da parede ventricular esquerda.

Coloracao: Tricromico de Masson, aumento 65x



Figura 7: Corte histologico de um coracgéao representativo do grupo L-NAME. Na
fotografia podem-se extensas area de fibrose reparadora (Fr), fibrose intersticial
(Fi), fibrose perivascular (Fpv) além de fibras cardiacas (Fc). Notam-se também
o epicardio (seta) e discreto infiltrado linfocitario ().

Coloracgdo: Tricromico de Masson, aumento 130x



Figura 8 Corte histolégico de um coragéo representativo do grupo L-
NAME+Diltiazem. Observam-se areas de fibrose reparadora (Fr), vénulas
dilatadas (V), intensa neovascularizagao (seta) e discreto infiltrado linfocitario
(*). Notam-se ainda a luz ventricular (L), o endocardio (cabega de seta) e as
fibras cardiacas (Fc) preservadas em pequeno numero.

Coloracao: Tricromico de Masson, aumento 130x
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Figura 9: Corte histologico de um coragéo representativo do grupo Diltiazem.
Observam-se o epicardio (seta) e as fibras cardiacas (Fc) sem alteracbes
morfologicas.

Coloragéo: Tricromico de Masson, aumento 65x.
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4.2. Animais tratados com antagonista de endotelina (A-127722.5)

4.2.1 Evolucgao do peso corpéreo

A partir da segunda semana, os animais do grupo L-NAME apresentaram
um menor ganho ponderal em relagéo ao grupo Controle, sendo esta diferenga
ndo observada na ultima semana de tratamento. Os animais do grupo L-NAME +
A-127722.5 também apresentaram um menor ganho ponderal em relagdo aos
animais do grupo Controle a partir da terceira semana de tratamento. Ao final do
tratamento, ndo se observaram diferencgas significativas entre 0s quatros grupos

experimentais (Tabela 2).

4.2.2 Presséo arterial de cauda

Tanto os animais-do grupc L-NAME guanto os do grupo L-NAME + A-
127722.5 apresentaram aumento significativo da pressdo arterial apés uma
semana de tratamento (p<0.01) versus grupo Controle. A partir da segunda
semana, o antagonista de endotelina, A-127722.5, atenuou significativamente o
desenvoivimento da hipertensdo arterial induzida por L-NAME. Ao final do
tratamento, os animais do grupo L-NAME + A-127722.5 apresentaram valores
presséricos significativamente menores em relacéo aos animais do grupo L-
NAME (p<0.01). Finalmente, os animais dos grupos Controle e A-127722.5 néo
apresentaram variagbes significativas da presséo arterial durante o periodo de

tratamento (Figura 10}.



Controle L-NAME L-NAME+A-12 A-12

Basal 155+1 .1 155+0.9 165+1.2 156+1.2
Semana 1 238+3.3 23716 .9 232+1.9 237+3.1
Semana 2 259+3.4 24612 4** 249+1.9 25513
Semana 3 27943.6 26242 2** 26542 9** 271+3.1
Semana 4 300£3.4 284+2.3* 289+2 9* 289+2.9
Semana b 316+3.1 30241 .1* 303+1.5* 306+2 .6
Semana 6 331+2.5 315+1.5™ 319+1.2™* 322+2 5*
Semana 7 344423 335+1.7* 33541.7* 336+2.1
Semana 8 347+6.4 328+7.6 34946.3 351+7.8
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Tabela 2- Evolugéo ponderal nos animais dos grupos: Controle (n=15); L-NAME

(n=14); L-NAME + A-127722.5 (n=14) e A-127722.5 (n=14) durante as 8

semanas de tratamento. Os pesos corpéreos (g) s@o expressos como media +

S.E.M.

*p<0.05 e ** p<0.01 L-NAME, L-NAME + A-127722.5 e A-127722.5 versus

Controle

Basal: valores obtidos na semana gue antecedeu o inicio do experimento.
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Figura 10- Efeito do A-127722.5 na hipertens&o induzida pela inibicdo crénica
da sintese de NO. Os resultados sio expressos como média + S.EM.

B representa os valores obtidos na semana que antecedeu o inicio do
tratamento.

*p<0.01 L-NAME e L-NAME + A-127722.5 versus Controle

# p<0.01 L-NAME versus L-NAME + A-127722.5

4.2.3 Pesos cardiacos

Apds 8 semanas de tratamento, tanto os animais do grupo L-NAME + A-
127722.5 quanto aqueles do grupo A-127722.5 apresentaram um aumento
significativo do PCT e PVE quando comparado aos valores observados no
grupo Controle (p<0.01, Figura 11). Nao se observou diferenga significativa
quando os animais do grupo L-NAME foram comparados aqueles do grupo
Controle. Quando os pesos cardiacos foram corrigidos pelo peso corpéreo, os
animais do grupo L-NAME apresentaram aumento significativo do IPVE em
relacéo ao grupo Controle (p<0.05). O mesmo ocarreu com os animais do grupo
A-127722.5 onde os valores de PCR foram significativamente maiores que

aqueles observados no grupo Controle (p<0.05, Figura 12).
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4.2.4 Estereologia

Neste estudo, observou-se maior quantidade de tecido conjuntivo (indice
de fibrose) nos coragdes tratados com L-NAME (p<0.05 versus Controle, figura
13). A administragdo do antagonista de endotelina n&o reverteu as lesdes
induzidas pele L-NAME (p<0.001 versus grupo Controle). Finalmente, n&o se
observaram alteragdes estruturais nos animai tratados com o antagonista de

endotelina (Figura 13).

4.2.5 Mortalidade

Nos animais dos grupos L-NAME e L-NAME + A-127722.5, a taxa de
mortalidade foi de 7%. Todos 0s animais dos grupos A-127722.5 e Controle

sobreviveram ao longo do periodo observado (8 semanas).

DMICAMP !
SLIOTECA CENTRAL ;
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Figura 11- Efeito do tratamento crénico com L-NAME, na auséncia ou presenca

de A-127722.5 , no peso cardiaco (PCT) e no peso ventricular esquerdo (PVE)

ao final de 8 semanas de tratamento. Os resultados s&o expressos como média
+ S.EM.

**p<0.01 L-NAME + A-127722.5 e A-127722.5 versus Controle
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Figura 12- Efeito do tratamento cronico com L-NAME, na auséncia ou presenca
de A-127722.5, no peso cardiaco relativo (PCR) e no indice do peso ventricular
esquerdo (IPVE) ao final de 8 semanas de tratamento. Os resultados sé&o

expressos como media + S.E.M.

*p<0.05 A-127722.5 e L-NAME versus Controle
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Figura 13- Andlise estereologica do ventriculo esquerdo dos animais
provenientes dos diferentes grupos experimentais. A figura mostra a
porcentagem de fibras cardiacas que foram substituidas por tecido conjuntivo.

Os resultados s&o expressos como média + S.E.M.

*p<0.05 e ***p<0.001 versus Controle
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Figura 14- Corte histologico de um coragéo representativo do grupo Controle.
Observa-se luz ventricular (L), o endocardio (seta) e fibras musculares
cardiacas cortadas transversalmente (cabecga de seta).

Coloracao: Tricrobmico de Masson, aumento 512x
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Figura 15- Corte histologico de um coracdo representativo do grupo L-NAME.
Obeserva-se areas de fibrose (A) decorrentes da substituicdo de miocardidcitos
destruidos.

Coloragéao: Tricromico de Masson, aumento 256x
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Figura 16- Corte histologico de um coracéo representativo do grupo L-NAME +
A-127722.5. Observa-se uma grande area de tecido de reparagdo (tecido
fibrotico) apresentando ainda focos de miocardidcitos necréticos (cabega de
seta), focos de fibras colagenas com maior numero de células mononucleares
(*). Nota-se ainda, vasos dilatados cuja luz encontra-se preenchida por
hemacea (seta). O tecido de reparag&o € mais jovem comparado com o grupo L-
NAME. Nota-se areas de moicardiocitos integros (m).

Coloragao: Tricrdmico de Masson, aumento 256x
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Figura 17- Corte histologico de um coragao representativo do grupo A-217722.5.

Obeserva-se a luz ventricular (L), os miocardiocitos sem alteragdes (m),
cortados transversalmente e obliquamente, e vasos dilatados (V).

Coloracao: Tricrébmico de Masson, aumento 512x
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5.1. Diltiazem

Esses resultados demonstraram que a hipertenséo induzida pelo
blogueio cronico da sintese de Oxido nitrico foi atenuado, mas nao houve
prevengao pelo diltiazem. Resultados similares foram observados com
nifedipina (Ribeiro et al., 1995) e verapamil (Takase et al., 1996) que reduziu,
mas néc normalizou a hipertenséo induzida por L-NAME. Interessante notar que
em outros modelos de hipertens&o, fanto em ratos espontaneamente
hipertensos (Obata et al.. 1990) quanfo em ratos renovascular hipertensos
(Baxter, 1992), a administracdo cronica de diltiazem néo reduziu
significativamente a pressdo arterial.

A razéo pela qual o diltiazem néo preveniu o aumento arterial ndo esta
clara. Estudos anteriores mostraram que a hipertensio induzida por L-NAME
pode ser prevenida por inibicdo do sistema renina-angiotensina, sugerindo
assim uma grande importancia do papel da angiotensina 1l na mediag&o desse
efeito (Baylis et al., 1992; Ribeiro et al., 1992; Moreno Jr. et al., 1997). A
angiotensina II age no receptor do subtipo AT1 para ativar a fosfolipase C com
formagao subsequUente de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerot (DAG). O
inositol trifosfato maobiliza caicio dos estoques intracelulares e acarreta,
posteriormente, fosforilagdo e consequente abertura dos canais de calcio
voltagem-dependente. Deste modo, nas condigbes em que 0s vasoconstritores
$80 marcadamente ativados, como na hipertensdo induzida por L-NAME, os
blogueadores de canais de caicio ndo s&o tdo eficazes quanto um antagonista
de receptor porque n&o preveniriam o aumento de calcio intracelular a partir dos
estoques intracelulares. Uma outra possibilidade para explicar a pouca eficacia
dos antagonistas de calcio no controle da hipertenséo arterial causada pela
inibic&o cronica de NO pode ser de origem farmacocinética. O diltiazem é um
antagonista de célcio de meia-vida de poucas horas; assim sendo, & possivel
que seu efeito no controle da presséo arterial ndo seja constante, visto que
apesar de estar sendo administrado na agua de beber, é sabido que o rato

obedece um ciclo noite-dia, ingerindo alimentos e agua principalmente & noite.
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agua principalmente a noite. Interessante notar que estudos realizados em
nosso grupo com outro bloqueador de célcio de meia-vida curta, nifedipina,
apresentou resultados semelhantes ao observado com o diltiazem.

Nos, como outros grupos, também demonstramos anteriormente gue o
blogueio crénico da sintese de Oxido nitrico induz a uma hipertrofia ventricular
esquerda (Moreno Jr. et al., 1996; Takase et al., 1996; Takemoto, 1997). Neste
estudo observamos uma tendéncia a hipertrofia cardiaca, que ndo ajcangou
significancia estatistica. Esta inconsiténcia em relagdo as observagbes
anteriores pode ser devido a baixa sensibilidade da técnica por nés utilizada
(pesagem cardiaca). Conforme demonstrado anteriormente, este modelo de
hipertenséo arterial € acompanhadoc de necroseffibrose cardiaca (Moreno-Jr et
al., 1996), assim sendo, o indice do peso cardiacc varia de acordo com a
presenca de fibrose, com aumento da quantidade de colageno e consequente
reducao da quantidade de fibra muscular, afetando deste modo a interpretacio
dos resultados obtidos com indices cardiacos. Atualmente estamos avaliando
por morfometria a presenca de hipertrofia neste modelo.

A inibicdo da sintese do oxido nitrico causa vasoconstricdo coronariana
(Humphires et al., 1991; Huckstorf et al., 1994) e redugéo do fluxo coronariano
(Amrani et al., 1992; Moreno Jr., 1996) levando ao desenvolvimento de isquemia
e fibrose nesse modelo de hipertenséo. arterial. Nossos resultados mostraram
que o diltiazem n&o protegeu o coragéo contra as lesfes isquémicas induzidas
por L-NAME. Interessante notar que, apesar de ndo ser estatisticamente
significante, o tratamento com diltiazem aumentou a fibrose no miocéardio. O
mecanismo envolvido nesse efeito ndo e conhecido, mas € improvavel que
reflita a persisténcia do aumento da pressao arterial, uma vez que o enalapril foi
efetivo na prevencdo da hipertensdo, mas n&o nos danos miocardicos
associados ao blogueio cronico da sintese de éxido nitrico (Moreno Jr. et al.,
1995). Outra possibilidade para explicar esse efeito & a resposta inotropica
negativa dos blogueadores de canais de calcio. Em humanos, o diltiazem pode

piorar os sintomas pré-existentes na falha congestiva cardiaca (Moss et al.,



54

1988). Por outro iado, descreve-se um efeito direto do oxido nitrico na
contratilidade do midcito (Brady et al., 1993), a habilidade dos inibidores da
sintese do oxido nitrico na diminuicdo do débito cardiaco € bem estabelecida
(Gardiner et al., 1990; Zappellini et al., 1997). Portanto é possivel que o
diltiazem e L-NAME apresentem um efeito cumulativo em relagdo ao efeito
inotropico negativo, que atingiu muito mais areas exiensas de lesfes no
miocardio dos ratos tratados com amboes 0s componentes.

Além da hipertensdo e alteracSes miocardicas, o bloqueio cronico da
formacgéo de oxido nitrico em ratos induz lesées renais isquémicas (Ribeiro et
al., 1992) que se assemelham com as observadas no coracdo. Curiosamente,
foi demonstrado gue a nifedipina previne lesfes estruturais nos rins de ratos
tratados com L-NAME (Ribeiro et al., 1995), enquanto o diltiazem nao protegeu
as alteragbes isquémicas miocardicas. Essa aparente discrepancia poderia
refletir uma seletividade vascular dos bloqueadores de canais de calcio da
nifedipina. Entretanto, . experimentos pilotos conduzidos com nifedipina
demonstraram a mesma auséncia de efeito protetor sobre as lesfes isquémicas
miocardicas. E possivel que uso de blogueadores de calcio com meia-vida
farmacocinética maior ajude a esclarecer esta aparente dissociagdo entre a
auséncia de efeito observado na isquemia miocardica em ratos e 0 extenso uso
clinico desta classe de farmacos para doenga coronariana em humanos.

O blogueador de calcio, diltiazem, ¢ utilizado clinicamente no tratamento
da hipertensdo arterial, da angina de peito (angor pectoris) e de arritmias
supraventricuiares. Este antagonista foi estudade em varios modelos
experimentais de isquemia do miocardio, sendo gue a maioria dos estudos
apontam para um efeito protetor nestas circunstancias. O mecanismo proposto
para este efeito protetor seria reducdo da gqueda da concentracdo de ATP e do
aumento do acido latico (Weishaar et al.,, 1979). O diltiazem melhora a
circulacdo colateral para areas isquémicas, aumentando a razédo de fluxo

endocardio/epicardio nas areas de isquemia (Clozel et al., 1983).
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5.2. A-127722.5

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a inibicdo dos
receptores ET, da endotelina pelo composto A-127722.5 reduziu marcadamente
o desenvolvimento de hipertens&o arterial induzido peio bloqueio crénico da
sintese de NO. Estes resultados assemelham-se aqueles obtidos quando os
animais sdo tratados com inibidores da enzima conversora de angiotensina,
como enalapril ou trandolapril ou com*antagonistas dos receptores AT, da
angiotensina ll, como o losartan (Baylis et al., 1992: Ribeiro et al., 1992: Moreno
Jretal., 1995; Takase et al., 1996),

E sabido que a angiotensina Il induz a liberacio de endotelina {Kanaide,
1996), o que explicaria a semelhanca de nossos achados. Desta forma, a
inibicdo da enzima conversora de angiotensina ou dos receptores AT, da
angiotensina Il estaria evitando, em ultima andlise, a liberacéo de endotelina, a
qual seria responsavel .pela hipertensdo decorrente da inibicdo cronica da
sintese de NO por L-NAME. De fato, o pré-tratamento de ratos
espontaneamente hipertensos com bosentan, um antagonista n&o seletivo dos
receptores da endotelina, atenuou os efeitos hemodinamicos induzidos por
baixas doses de angiotensina (Balakrishnan et al., 1996). Contrariamente, a
administracao de bosentan a ratos 2K-1C ou 1K-1C ndo altera a hipertenséo
neste modelo experimental (Li et al., 1996).

Se é correta a suposicdo de que a angiotensina estimula a liberacdo de
endotelina, ha de se considerar que a hipertensdo arterial associada a este
modelo experimental n&o refiete, necessariamente, a ativagdo do sistema renina
angiotensina. Os efeitos do NO, ou de inibidores de sua sintese, sobre a
secrecéo de renina sdo contraditdrios (Dananberg et al., 1993; Deng et al.,
1994; Hu et al., 1994; Navano et al., 1994) e a administracéo cronica de L-
NAME a ratos néc altera a atividade da enzima conversora de angiotensina
(Teixeira et al., 1997). Considerando-se que 0s agentes presséricos, dentre eles

a angiotensina Il, tém seu efeito vasoconstritor modulado pela liberagdo de NO,
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é plausivel supor, que na auséncia deste fator, os efeitos da angiotensina Il
sejam potenciados o que explicaria a eficacia dos inibidores da enzima
conversora de angiotensina ou dos antagonistas dos receptores AT, deste
peptideo. De fato, a realizagao de curva dose-resposta a angiotensina Il em
ratos tratados com L-NAME e enalapril (nos quais tanto a NOS quanto a enzima
conversora de angiotensina foram inibidas), ou enalapril (nos quais somente a
enzima conversora de angiotensina encontrava-se inibida), mostrou uma
responsividade maior dos animais do- primeiro grupo a doses baixas de
angiotensina Il (Teixeira et al., 1997).

Finalmente, cumpre lembrar que o efeito pressérico da endotelina
também é modulado pela liberagcdo de NO a partir da interacdo deste peptideo
com receptores ETg localizados na célula endotelial. Nos animais tratados com
L-NAME, esta modulagio estaria prejudicada e agora, a modulagéo do efeito
pressorico da angiotensina, como também da endotelina estariam
potencializados no modelo de hipertensdo arterial decorrente da inibicdo

cronica da sintese de NO em ratos.
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6.Summary

Nitric oxide (NQO) synthetised from L-arginine by the enzyme NO synthase
{(NOS) is responsible for controling vascular tone. Analogous of L-arginine, such
as Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) are competitive inhibitors of NOS
and the administration of these compounds in vivo provides, a model of arterial
hypertension accompanied by myocardial ischaemia.

In this work, we have investigated the effects of diltiazem (an inhibitor of a
L-type voltage-gated calcium channel blocker) and A-127722.5 (an ETa receptor
antagonist) on the cardiovascular changes induced by the chronic administration
(8 weeks) of L-NAME in rats.

Eight experimental groups were used: (1) Control (rats that received tap
water alone), (2) rats that received L-NAME (20 mg/rat/day), (3) rats that
received L-NAME + drug of interest (13.5 mg/rat/day and 1.5 mg/rat/day for
diltiazem and A-127722.5, respectively) and (4) rats that received the drug of
interest alone at the doses indicate in (3). L-NAME, diltiazem and A-127722.5
were dissolved daily in tap water. The tail-cuff pressure and body weight were
measured weekly. At the end of the study, the animals were sacrificed and their
hearts removed for weighing.

Diltiazem significantly inhibited L-NAME-induced hypertension, without
altering the myocardial changes such as the ischemic lesions and interstitial and
perivascular fibrosis normally found in this experimental model.

The endothelin receptor antagonist, A-127722.5 significantly inhibited the
arterial hypertension caused by the chronic inhibition NO biosynthesis, but there
were no beneficial effects on the ischemic myocardial changes involved.

These results indicate that A-127722.5, but not diltiazem, was effective in
preventing the hypertension associated with endothelial dysfunction, and
suggest that endothelin may play an important role in this experimental model of

arterial hypertension. Neither diltiazem nor A-127722.5 prevented the ischemic



58

lesions associated with this model, thus supporting the idea that myocardial
damage does not depend on an increased blood pressure. Considering that
inhibitiors of NOS induce coronary vasoconstriction and impair myocardial
perfusion it is likely that the ischemic lesions and the consequent necrosis and

fibrosis reflect the lack of the normally provide vasodilator tone provided by NO.
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SUMMARY

g study the effect of acute nitric oxide (NOY inhibition on
eart hoth i viero and in vive, male Wistar rats received
e holus injection of saline, A “-pitro-Loarginine methyl
FNADME: (1.5, 1.5, 5.0, 15.0 and 45.0 mg/kg) and D-NAME
p/kgh
imals were killed 72 h after the bolus injection of L-NAME
hearts were removed and studied wnder light microscopy.
groups of animals, saline, L-NAME and n-NAME were

tered a8 above and the mean arterial blood pressure

1MAL I carolid} was recorded. Furthermore, 1.-NAME was also
miffigtered in the drinking water (20 mg/kg per day) for 721

I nifmals were then killed and their hearts cvaluated ns des-
ctihed [ghove. Hearts of control animals were perfused in vireo
-d epffonary flow was measured following saline. 1.-NAME

eart) and p-MNAME (45 pg/heart),

||‘ of necrosis were vhserved in the left ventricle of ani-
w.-ts thilt had received L-NAME at 5.0, 15.0 and 45.0 mp/kg Also,
-|| es higher than LS mg/kg cavsed un important increase
. The frequency and extent of the lesions paralleled the
1-NAME administered and no lesions were observed in
E- and saline-treated animols,

iyt oral administration of 1.-NAXE also caused myocar-
tns similar to those described ahove, bul the frequency
t of these iesions were more discrete compared with
grerved following 5.0 mp/kg, i.v.. 1-NAME.

15 injection of L-NAME into control rat iearts in vitro
it 2 small and transient fallin coronary flow (17,2 + 1.4

= 1.2 mL/min before and after L-NAME administration,
respectipielyt within 30s and this was followed 4.5 min later by
arthoe {11.5 = 1.6 mE./min) decrease. The administration of

] to control hearts caused no change in coronary flow.
onclusion, the acnte inhibition of NO hiosynthesis by
causes myocardial necrosis, Both high levels of MABP
i Il but significant reducfion in coronary flow (associated
in be responsible for the lesions we found,

ords: arterizl hypertension, coronary flow, ischaemie
by, myocardial infarctions, Monitro-1-arginine methy!
drome X.
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INTRODUCTION

There is some evidence of endothelil dysfunction in coronary

. resistance vessels in patients with angina pectoris and normal coro-

nary arteriograms.’ Patients with atheroselerosis. arterial hyper-
tension. hypercholesterolaemia. diabetes and other coronary risk
factors. but still with ‘normal coronary arteries”, are believed to suf-
fer from endothelial dystunction™ with an abnormal responsiveness
to administration of low doses of acetyicholine * In conltrast, approxi-
matety 4% of all patients with acute myocardial infarction do not
have caronary atherosclerasis demonstrated by coronary arterio-
graphy.”* Although these clinical data indicate that endothelial dvs-
function is responsible for myocardial ischoernic lesions in some
patients with *normal’ corenary arteries, the urderlying mechanisms
are s1ill uncertain. In rars, an important role of basal release of nitric
oxide {NO) on coronary flow of the isolated heart was observed.’
We have previously observed that chronic inhibition of NO causes
myocardial lestons in rats: mainly fibrosis and a few necrotje foei
associated with high levels of blood pressure (BP) and [eft ventrigu-
lar hypertrophy (LVH)." So, it was unclear whether the origin of this
fibrosis was due to ischaemia and necrosis (reparative) or to hyper-
tension and LVH (proliferative), The present study was designad to
assesg in rats whether the effect of acute inhibition of NO could
promote myocardial necrosis.

METHODS
Arterial blood pressure measurement

Male Wistar rats (250-360 g) provided by the Biology Institute Laboratory
Animal Center (CEMIB) of the State University of Campinas {UNICAMP)
were anazsthetized with sodium pentobarbiial iSagatal®; 10 mg/kg, i.p.: May
& Baker. Essex, UK) and their tracheas cannulated. The right carotid artery
and Jeft femoral vein were cannulated (Intramedic poiyethylene tube PE1Q;
Clay Adams Inc.. New York, NY, USA) for the measurement of arterial BP
and for drug administration, respectively. The arteriaf pressure was measured
via 2 pressure transducer (model 7016: Ugo Basile. Varese, lialy) connected
to a 1w o chanrel polygraph {model Gemini 7070; Ugo Basile). Experiments
were initiated after at least 15 min of stabilization. at which point the arte-
rial pressure was generally 80|00 mmHg. Animals were divided in the fol-
lowing groups accerding to the sin gle bolus administration of saline or
different doses of #-nitro-1-arginine methyl ester (L-NAME) of N*-nitro-
D-arginine methy! ester (D-NAME] as a single bolus: (i} the cantrol group
{1 = 8} received saline (0.1 mL}; (i) the L-NAME 0.5 mg/kg group (n = 6
(i) the L-NAME 1.5 mg/kg group (s = 6); (iv) the L-NAME 5.0 mp/kg group
=7) tv) the L-NAME 15.0 mg/kg group (n=T): {vi} the L-NAME
45.0mg/ke group (= 9y and {vii) the o-NAME 45.0 mg/kg group (s = 4),
The L-NAME and p-NAME doses were dissolved in 0.1 mL saline. We
recorded arterial BP and the puise rate at 10 and 300 mm/min before and
immediate!y after drug administration.



J
I~tratpnous administration
Sale Wt ras Q300 were anaesthetized with ether amd saline,
1oAasilfos, LA 500 15,0 and 350 mak g and -NAME (45.0 mg/ke ). each
o andfik injection, were administered imo the il vein, After 72 I animals
s cre kiR and their hears were removed and fixed in 107 furmadin for 24h,
o weglippily. g were removed and the fght and left ventricles were then
cut imolfife rings perpendicutar 10 1he loag axis ol the heart. Al ihe rings were

seddd in paraftin and 5 pan sections were staed with haematoxvlin-cosin,
For cudd Fat, ene section of cach of the Bve vemtriculir rings was swadied by
L _armidieeops. Myocardial necrosis was evaluated by two blinded observers.
- erppquantitative analysis, we adopted the fellowing classification:” (=1,
negatispd[ndicating no necrotic foci: {1 weakly positive, indicating one or

1 '-l![l
" one

+ . aflud

Toci of myocardial pecrosis or fibrosis, with a dizmeter <300 pn
rension: (), moderately positive. indicating more than two non-
areas wf simall foci of myocardiad neerosis or Rbrosts with a dium-
Jpin in one dimension: (+-=-+4 sirongly positive. indicating
foci of myvocardial neerosts or fibrosis with a diamewer > 500 pm in

wion, of the presence of farze infares.”

erm oral administration

star rats (1530-200g: n = | received (-NAME in their drinking
T2h. The L-NAME was dissolved 1o o fina) concentration of
/L to give a duilv intake of approximately 20 mp/kz per day." The
aily intake of both water and food did not differ signiticantly between
AME-treated and control rats (2 = 10).

ghdorff preparation

“tale Wftar ruts (170-300 g) were anaesthetized with sodium pentobarbitone

1 30meske. i.p.) and were heparinized (500 LU/100 g. 1.p.). The hearts

ly removed and perfused at 37°C under constant pressure (63 mmHg)

atcord|qe to the method of LangendordT" and later modifications. ™ The Krebs'-
.nsekdif solution used had the following composition (mmolLY: kaCl 11 5:
¥ C|5, alll: 1.25: NaH POy 115; MeS0, 1.2, NaHC(O, 25: plucose 11 The

H

w

E
L%

I
.I
|

-as gassed with a mixture of 959 O—5% CO;: to give a finai pH of
geriments were initialed afier at least | 5 min of swbijization. at which
mote bolus injection of saline (0.1 mLY. L-NAME or b-NAME (45 pgf
administered. A latex balloon insened into the left venuicle was in-
ive u baseline diastofic pressure of approximately 10 mmHe. Coronary
H: mLAmin) was measured by manually collecting the effluent over set
Bland recording the resulting volume. Electrical pacing was not used.

vestigation was performed in accordance with the NIH Guide for
and use of Laboratary Animals,

-L-arginine methyl ester and D-NAME were purchased from Stgma

li 1 Ca. 151 Louis, MO, USA) and Bachem ( Bubendurf, Switzerland),

elv. Sedium pentobarbital (Sagatal ¥y was purchased from May &
Kb,

cal analysis

re expressed as the mean = SEML Student's r-test was used to com-
zes in heart rate in intact animals before (basal) and after tmaximum
= admintstration and to also compare the CF betwesn L-INAME- and
-reated hearts. ANovA was used to compare the effects of L-NAME
2nt concentrationsy on mean arterizl blood pressure (MABP). For com-
bf myocardial damage, a Spearman rank order correlation was calcu-
:5TAT X.1: Kalmia Co. Inc., Cambridge. MA. USA). 1n alt of the abave
k (L.03 was considered significani.

RESULTS

slyagardial alterations

ra

AtL-
Vel

1y

B ME doses higher than 1.5 mgikg, areas of necrosis were ob-
Fig. 1}. The frequency and extent of these areas increased

I Marene Jretall

with the dose of L-NAME administered (Table 1) and, in three cises
(L-NANE 33 mg/kg b up to 80% of the circuunterence of the lefi ven-
tricufar subendocardial region was involved. None of the hearts treated
with B-NAME (J3.0 mg/ke) showed any necrosis,

The oral adminisiration of L-NAME (20 mgskg per day) for 72h
also resuited in mvocardial lesions similar to those described above,
although they were less frequent and [ess extensive. In this group
of animals. five heants showed no lesions, three had a score of {+)
and 1w o had a score of { ++3. There were no myocardial alerations
in control animals that received tap wuler alone.

Anerial BP measured by the tail-cufl method" did not change
significantly during oral L-NAME administration.

Mean arterial blood pressure

The MABP was evaluated directty (carotid artery) and showed a high
increase immediately after the intravenous administration belus)
of L-NAME at 5.0 15.0 and 45.0 mg/kg (Fig. 3).

The ora} administration of L-NAME for 48 h did not significantly
change the MABP{108 + 9. 114 + 12 and 120 + 10 mmHg for basal
MABP and MABP at 24 and 48 h, respectively; P> 0.05). Neither
oral administration nor i.v. infusion of -NAME caused any alter-
ations in the MABP.

Coronary flow

The bolus injection of L-NAME (45.0 pg/heart) produced a transient
fall in CF within 30s, followed 4.5 rin later by a more prolonged
decrease. No such effect was seen following D-NAME (Fig. 3).

Table 1. Hisiological findings in rat hearts 72h after i.v. administration
of different doses of L-NAME

Control L-NAME {mg/kg. i.v.)
Histological Saline 0.5 1.5 5.0 150 45.0
classification (n=18) (n=18) (n=19) (n=18) (n=19 {r=1I8)
- 18 18 19 13 3 o
+ T 0 0 0 1 4 3
+ 0 0 0 3 7 6
++ - 0 0 ] 1 5 9

Degree of necrosis: (—), negative: (+), weakly positive; (++), moder-
ately positive: { +++}, strongty positive. Spearman & = 0.80; P <0.0000!.

DI IR
e AN

"9,% g ;’a‘fuﬂ?fﬁ&,

UGN, X

Fig. 1. Recent subendocardial infarct, 72 h afier i.v. injection of L-NAME
{13 mg/kg). (Haematoxylin and eosin.)
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~ e anpldieniticant change in MABP. Q
: such as stimulation of adrenoceptors. activation of the ACE system
ksl - . g
5 or direct toxicity, and must be due to the inhibition of NQ synthase
3 (NOS: a stereo-specific enzyme). The short-term oral administration
of L-NAME corroborates the idea that the fibrosis observed in the
sl chronic model is a tater process of myocardium reparation.
: A previous study in the rat jsolated heart demonstrated that the
ok acute administration of N*-monomethyt-L-arginine {L-NMMA). an-
other NOS inhibitor. induces myocardial ischaemia by reducing basal
st CFE.? Furthermore. in dogs. the intracotonary infusion of L-NAME
reduces cardiac perfusion as a resubt of a decrease in artery diame-
ter and blood flow.' For the first time. our data extend these obser-
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lion of saline t A}, 45 pg/heart LLNAME (O) and 45 pe/heant

increased BP and reduced CF showed similar time
the i.v. infusion of L-NAME (Fig. 2).

DISCUSSION
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early show that the acute inhibition of NO biosynthesis
in myocardial necrosis. This finding can be explained
CF or an increased anerial BP or an association be-
hemodynamic alterations. However, the design of the
does not allow us to assess the role of these alterations
of the observed myocardial lesions. At 45mg/kg,
not cause a decrease in CF or cause hypertension. Also,
vasoconstrictors can cause myocardial lesions through
thanisms, the importance of the present findings is the
that L-NAME, but not p-NAME. caused myocardial
k. this cannot be expiained by any other mechanisms,

vations by demonstrating an association between acute NO inhibition
and the presence of myocardial necrosis, suggesting that the lesions
observed miry have an ischaemic origin (decreased CF). Myocardial
lesions only cbserved in rat heart that had a high MABP fevel sug-
gest that systemic vasoconstriction can be another factor for the de-
velopment of myocardial ischaemia.' Also, the acute inhibition of
NO biosynthesis induced by L-NAME causes, preferentially. suben-
docardial necrosis similar te that seen in patients suffering from
chronic arterial hypertension. We have already studied this retation-
ship between hypertension and myocardial damage in rats in which
NO was chronically inhibited by L-NAME and enalaprl.'® The
results showed that although enalapril prevented hypertension and
left ventricular hypertension, it did not prevent the development of
myocardial lestons. So, for us, the relative importance of decreased
CF and hypertension as major contributors to the development of
myocardial damage remains unclear. However, we cannot entirely
exclude the possibility of a direct. toxic action of L-NAME on the
myocardium: the lack of any effect by b-NAME on CF strengthens
the hypothesis of an ischaemic origin for these lesions.

We have demonstrated that the development of ischzemic
myocardial necrosis may follow the administration of L-NAME, This
ohservation reinforces the current suggestion that endothelial dys-
function may be invelved in clinical conditions such as myocardial
infarcts with ‘normal’ coronary arteries, which have a poorly defined
aetiology.
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pats, chronic administration of the nitric oxide (NQ) inhibitor Nnitro-L-
ension, cardiac hypertrophy and myocardial ischemic alterations such as necrosis and f

fect of 8 weeks of treatment with enalapril maleate on cardiac weight and on th
ions induced by L-NAME, Enalapril significantly inhibited

ular hypertrophy (1.36 +0.13, 1.60 + 0.04 and 1.48 - 0.05 mp /g, for control, L-NAME-

arginine methyl ester {L-NAME) causes arteriai
ibrosis, In this study, we evaluated
e development of the histological

the development of both arterial hypertension (117.2 +538,
8.8 and 122.0 + 10.6 mm Hg, for conirol, L-NAME- and L-NAME + enaiapril-treated animals, respectively) and left
and L-NAME + enalapril-treated
ndings demonstrate that although the renin-angio-
it and cardiac hypertrophy, it does not modulate the

» Tespectively), but had no effect on the myocardial lesions, These fj

s: Nitric oxide {NO); Hypertension; Enalapril; Renin-angiotensin system; Myocardial ischemia

L Inigbduction

T
P Yib
Moo

Ty T

2. Material and methods

2.1. Experimental design
chronic administration of the nitric oxide (NO) 5

r N“nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME),
ct al., 1989) to rats causes arterial hypertension
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anied by functional alterations and structural
in the kidneys {Baylis et al., 1992; Ribeiro et al.,
d heart (Moreno et al., 1994). Since inhibition
renin-angiotensin system prevents the alter-
duced by L-NAME in the kidney (Ribeirg et
}, we have evaluated wheter the renin an-

system is aiso involved in the L-NAME-in-
ardiac alterations in rats,
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Male Wistar rats (150-200 g at the start of the
study) provided by CEMIB-UNICAMP were divided
into the following groups: {1) control (s = 10), rats that
received tap water alone; (2) L-NAME (» = 8), rats
that received L-NAME (20 mg/kg/day; Ribeiro et al,,
1992; Moreno et al., 1994); (3) enalapril (n = N, rats
that received enalapri maleate (25 mg kg /day; Childs
et al,, 1990); (4) L-.NAME + enalapril (n = 9), rats that
received both L-NAME angd enalapril maleate (20 and
25 mg/kg/day, respectively). Both L-NAME and
enalapril maleate were dissolved in the drinking water.
The animals were killeg after 8 weeks of treatment.

2.2, Blood pressure measurerments

Mean arterial pressure was measured twice 4 week
by a tail-cuff method (Zatz, 1990) and the mean of
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lese two determinations was considered to be the
mean for that week. The same procedure was applied
1 the weight gain. -

L i |

2. Cardiac weight indexes and histological analysis

The rats were killed with ether and the heart was
kssected out and washed with saline, The atria were
en removed and the ventricles weighed in order to
tain the heart weight. The left ventricular weight was
[ termined by excising the right ventricle and weighing

e remaining tissue. The heart weight index and the
|| dy weight. After fixation, in 10% formalin for 24 h,
i

Hntricle. The rings were then embedded in paraffin,

!I rings was studied by light microscopy. The histologi-
i|

ation (Factor et al., 1981; (4+) grade one: one or two
ameter; (+ 4+ ) grade two; more than two foci of

t ventricular weight index were calcuted by dividing
b
e left ventricle and the septum were cut into five
i
Hd s pm sections were stained with hematoxylin-eosin.
CHE analysis had been done as a blind study. For semi-
i of clear-cut previous cell loss replaced by granuia-
!I ar-cut previous myocardial cell loss replaced by
i

'I

e heart weight and the left ventricular weight by the

|

i widistant rings perpendicular to the long axis of the

i . ) .
om each rat, one section of each of the five ventricu-

W)antitative analysis, we adopted the following classifi-
n tissue or a scar less than 500 um in its greatest
pnulation tissue or scars, al! less than 500 pm in their

eatest diameter. There must be a broad rim of viable
ocardium between individual foci; (+ + +) grade
ee: confluent foci without a continuous rim of my-
ardium separating them, thus creating larger areas of
evious cell (> 500 um in their largest diameter)

[
I|
Hlands of very few surviving cardiomvocytes in it. We
il not include myocardial fibrosis, which is defined as

i
i: increase of interstitial collagen, without apparent
|

I
I'i of cardiomycytes, since we were only interested in
asions caused by cell loss.

4. Drugs

N*“-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) was
plirchased from Sigma (USA). Enalapril maleate was
brpvided by Biosintética {Brazil).

2y, Statistical analysis

Results are expressed as the mean + S.E.M. Analy-
gi5 of variance (ANOVA) was applied to repeated
casurements in order to assess the differences in
dy weight and tail-cuff pressure. When the ANQOVA
gsufts were significant, Duncan’s test was applied to
permtine the level of significance and a2 P value
.05 was considered to be significant. For compari-

riy

placed by granulation or scar tissue with only rare
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Fig. 1. Mean arterial pressure (mm Hg) during the 8 weeks of study.
() control (n =15), {¢) L-NAME (n=8), (4} enalapril (n =9),(m)
L-NAME + enalapril (n = 9). Results are expressed as mean + S.E.M.
*P <0.05 (ANOVA); Duncan test: L-NAME > control = enalapril
= L-NAME +enalapril; *P <005 (ANOVA). Duncan test L-
NAME = L-NAME + enalapril > control = enalapril.

son of the myocardial damage in the different study
groups, the Kruskall-Wallis and Dunn tests (Primer of
Statistics, from software Stanton Glanz) were used.

3. Resuits
3.1. Body weight and tail-cuff pressure

The body weight of control, L-NAME, enalaprii and
L-NAME + enalapril rats did not differ significantly
from each other. L-NAME treatment induced a time-
dependent increase in the blood pressure up to the
sixth week of treatment after which the levels stabilized

-£Fig. 1). Enalapril prevented the hypertension in the

L-NAME + enalapril rats after the second week of
treatment (Fig. 1). Enalapril alone significantly re-
duced the blood pressure after the second week of
treatment (P < 0.05; Fig. 1).

3.2. Cardiac weights

Chronic treatment with L-NAME significantly ele-
vated the heart weight index (1.90 4+ .18 and 2.12 4
0.05 mg/g for control and L-NAME-treated animals,
respectively; P < 0.05). This increase was abolished by
enalapril {1.84 + 0.06 mg/g; P <0.05). Similarly, L-
NAME caused a significant increase in the left ventric-
ular weight index (1.36 +0.13 and 1.60 + 0.04 mg/g,
for control and L-NAME-treated animals, respectively:
P < 0.05) which was aiso prevented by enalapril (1.48
+0.05 mg/g; P<005). In the znimals receiving
enalapril alone, there were no significant alterations in
the heart weight index (1.89 + 0.07 mg/g) and left
ventricular weight index (1.50 + 0.08 mg/g) when com-
pared with the control group.
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_ JyJ [dial alierations a1 the end of the study (week 8}

“roups Myocardial alierations
(=) {(+) (++4) (++4++)
wantl (n =15) 13 i} ] 0
" NAME (n = 8) 4 2 0 2
Enalppril (n = 9 9 0 4] 0
NAME + enalapril (n = 9) 5 2 0 2

_ {tergiions: () none; (+) grade one; (+ +)} grade two: (+ + +)
~radd phree. Kruskall-Wallis: P < 0.05; & = 8.920. Dunn test: control
- englapril # L-NAME = L-NAME + enatapri.

Istological alterations

both the control and enalapril groups, no heart
assified as positive, L-NAME-treated animals
.velpiped myocardial alterations which were not pre-

ntgd by enalapril (Table 1). The lesions observed
consijted mainly of areas of dense interstitial and re-
.. acgiment fibrosis consistent with organized myocy-
" Wiid| necrosis. Fresh myocardial necrosis was also

ntered. Subendocardial infarcts were common,
swneiimes occupying up to 80% of the circumference
 thH left ventricle. In the L-NAME-treated rats,
ed arterial walis with perivascular fibrosis could
d (Moreno et al., 1994),

© Oyf] results clearly demonstrate that, while enalapril

presesjied the development of both arterial hyper-

L .usigfl and left ventricular hypertrophy, it had no

r “scl|bn the myocardial alterations resulting from
a.

glotensin-converting enzyme inhibitors reduce
_ mass when used as short-term therapy for
¢!nicgf and experimental hypertension (Dunn et al,,

17d4){ Dur results on cardiac hypertrophy support pre-
Pas servations showing that both enalapril (Nemoto
** al{[1994; Ueki et al., 1994) and the angiotensin I1

blocker losartan (Jover et al., 1993) prevent

t|ventricular hypertrophy induced by the chronic
pn of NO synthesis.

: us studies {Lund and Tomanek, 1978; Buttrick

v dl,{[1986) have demonstrated that left ventricular
¥’ eJ pphy due to arterial hypertension is associated
vith imited coronary vasodilator reserve and that

ation is a predisposing factor for the develop-

It i myocardial ischemia. Interestingly, the activa-
ie~ of [lhe renin angiotensin system leads to the devel-
predf|of left ventricular hypertrophy (Weber et al.,
¢ i) ajid angiotensin II causes myccyte acute injury in

et al,, 1991). Although the above findings
tarcatg|a close relationship between renin angiotensin

H. Moreno, Jr. et al. / European journal of Pharmacology 287 (1995) 9396 95

system activation and myocardial ischemia, the failure
of enalapril to prevent the development of ischemic
lesions indicates a clear dissociation between left ven-
tricular hypertrophy and the ischemic process in this
model of chronie NO synthesis blockade, Indeed, reno-
vascular hypertensive rats are known to develop left
ventricular hypertrophy, yvet no ischemic lesions are
observed in the hearts of these animais (Moreno et al.,
1994), thus supporting the concept that the ischemic
process may be unrelated to the development of car-
diac hypertrophy (Brush et al., 1988).

Since as noted above arterial hypertension and left
ventricular hypertrophy are not related to the develop-
ment of myocardial ischemia, we propose that NO
plays an essential role in the autoregulation of coro-
nary blood flow by acting as vasodilator and inhibitor
of platelet function. This model of chronic NO synthe-
sis inhibition may therefore reflect clinical syndromes
in which patients present with arterial hypertension
and associated myocardial ischemia, but have no con-
comitant left ventricular hypertrophy.
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