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[Influence of angiotensin receptor blocker of renal function and arterial pression
in GRMD dogs.] Influéncia do bloqueador de receptor de angiotensina na funcéo renal
e presséo arterial em cdes GRMD. Pesquisa Veterinaria Brasileira 29(4):322-326. Setor
de Anatomia, Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, S&o Paulo, SP
05508-270, Brazil. E-mail: marinabrito@usp.br

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a neuromuscular disorder characterized by
a continuous muscle necrosis and degeneration with eventual fibrosis and fatty tissue
infiltration. Progressive increase in muscle interstitial fibrosis prevents the movement of
myogenic cells, which is necessary for myotube formation. Canine model is the best
phenocopies of the disease in humans when comparing with others animal models with
dystrophy. Anti-fibrotic treatment of DMD patients, targeting the cytokine mediators, TGF-
beta, and the treatment with antiinflammatories, may limit muscle degeneration and
contribute for the improvement of the course of the iliness. This work aimed to verify the
possible adverse effects in renal physiology by means of evaluation sanguineous
biochemist and arterial pressure, in order to verifying the viability of Losartan (a TGF-
beta inhibiter) in affected dogs by muscle dystrophy. It was used four adults dogs, two of
each gender. A dose of 50mg of Losartan was orally given once a day. The clinical
exams, the kidney function, arterial blood pressure and potassium level did not show any
adverse effect through the experimental period. Losartan utilization showed to be a safe
therapy for the antifibrotic treatment in adults dogs, not affecting neither the kidney function
nor the arterial blood pressure.

INDEX TERMS: Losartan, canine dystrophy, Duchenne, renal function, arterial pression.

RESUMO.- A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é
uma alteracéo neuromuscular caracterizada por continua
necrose muscular e degeneracgéo, com eventual fibrose e
infiltracdo por tecido adiposo. O aumento progressivo da
fibrose intersticial no musculo impede a migracao das
células miogénicas, necessarias para a formagdo mus-
cular. O modelo canino constitui-se nas melhores
fenocdpias da doenga em humanos, quando comparados
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com outros modelos animais com distrofia. O tratamento
antifibrose de pacientes DMD, tendo como alvo os medi-
adores da citocina, TGF-beta, e o tratamento com antiin-
flamatorios, podem limitar a degeneracéo muscular e con-
tribuir para a melhora do curso da doenca. O presente
estudo teve como objetivo observar os possiveis efeitos
adversos na fisiologia renal, por meio de avaliagéo bio-
guimica sanguinea e da pressao arterial, verificando a
viabilidade do uso do Losartan (um inibidor de TGF-beta)
nos cées afetados pela distrofia muscular. Foram utiliza-
dos quatro cées adultos, sendo dois machos e duas fé-
meas. Utilizou-se a dose de 50mg de Losartan, adminis-
trada via oral, uma vez ao dia. Os exames clinicos, bem
como alteracdes na funcéo renal, o nivel do potassio sérico
e a pressao arterial ndo evidenciaram reacdo adversa
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durante todo o periodo do experimento. O uso de Losartan,
por um periodo de 9 semanas, mostrou-se como uma te-
rapia segura para o tratamento antifibrético em cées adul-
tos, ndo afetando a funcéo renal ou pressao arterial dos
animais.

TERMOS DE INDEXACAO: Losartan, distrofia canina, Duchenne,
funcéo renal, pressado arterial

INTRODUCAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma altera-
¢do neuromuscular hereditaria que afeta, aproximadamen-
te, um em cada 3.500 individuos do sexo masculino, com
heranca ligada ao cromossomo X, de carater recessivo.
E caracterizada por continua necrose muscular e dege-
neracdo, com eventual fibrose e infiltracdo por tecido
adiposo (Howell et al. 1997). Sua fisiopatologia é deter-
minada pela auséncia ou disfun¢ao da distrofina, protei-
na encontrada numa variedade de tecidos, principalmen-
te nas musculaturas esquelética e cardiaca, nervos e re-
gides especificas do sistema nervoso central. Clinicamen-
te, caracteriza-se por severa alteracdo na musculatura
esquelética, resultando em morte precoce do individuo
acometido (Pacioretty et al. 1994, Anderson et al. 2002,
Childers et al. 2002, Hainsey et al. 2003).

Camundongos e cdes com distrofia muscular, ambos
com defeito na distrofina dos tecidos musculares, séo mo-
delos para a DMD em humanos (Cozzi et al. 2001, Nguyen
et al. 2002). Porém, os cées constituem-se nas melhores
fenocdpias da doenga em humanos, quando comparados
com outros modelos animais (Bogdanovich et al. 2003,
Collins & Morgan 2003). A distrofia muscular canina liga-
da ao cromossomo X é reconhecida e mais bem caracte-
rizada em cées da raca Golden Retriever, nos quais ocor-
re de forma espontanea (Shimatso et al. 2003). Col6nias
de caes com distrofia muscular foram estabelecidas e
estudos sobre genética, clinica, patogenia, biologia
molecular e imunocitoquimica realizados no modelo ca-
nino tém sido Uteis na avaliagédo da distrofia muscular de
Duchenne em humanos (Valentine 1992).

A falta de distrofina na DMD resulta em necrose da
fibra muscular, logo no inicio da doenca, e a capacidade
de regeneracao fica comprometida ao longo do curso da
mesma (Chargé & Rudnick 2004).

Estudo feito por Cozzi et al. (2001), revelou que a subs-
tituicdo do musculo por tecido fibrético foi evidenciada bem
antes de completar a maturagdo muscular, mostrando que
esta ndo € um fator critico para a iniciagao da necrose da
fibra no modelo canino, ao contrério do sugerido para a
DMD.

O aumento progressivo da fibrose intersticial no muas-
culo impede a migracéo das células miogénicas, que sao
necessarias para a formagao muscular (Luz et al. 2002). A
fibrose é capaz de limitar a utilidade de terapias génicas ou
transplantacdo mioblastica para corrigir o defeito primario,
ja que a proliferacéo de tecido conectivo barra o suporte
nutricional para a fibra muscular e a migracdo e fusdo de

novas células implantadas. O tratamento anti-fibrose de
pacientes DMD, tendo como alvo os mediadores da citocina,
TGF-beta bem como o tratamento com antiinflamatérios,
pode limitar a degeneragdo muscular e contribuir para a
melhora do curso da doenca (Passerini et al. 2002)

Estudos com o modelo canino da distrofia muscular
tém sido desenvolvidos no Brasil, envolvendo grupos de
pesquisa da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zoo-
tecnia (FMVZ) e do Genoma Humano da Universidade de
Sao Paulo, sobre os aspectos clinicos e morfolégicos dos
cées afetados (Ambrésio, 2008) e sobre a utilizacdo de
células-tronco (Kerkis et al. 2008). Estes estudos trazem
esperancgas para o tratamento da distrofia muscular. No
entanto, enquanto a aplicagdo dos mesmos néo se torna
viavel, os tratamentos com farmacos que possam melho-
rar a qualidade de vida de pacientes com DMD tornam-se
cada vez mais importantes.

O Losartan € uma potente droga anti-hipertensiva,
inibidora dos receptores AT1 da angiotensina Il, sendo
que seu uso vem sendo sugerido promissoriamente como
opcéo terapéutica no tratamento de doencas musculares
progressivas, pela inibicdo do TGF-beta.

Estudo recente demonstrou que o Losartan normaliza
a sintese de colageno, em camundongos, revertendo a
fibrose ventricular esquerda em ratos com hipertensao
espontanea (SHR) (Varo et al. 2007).Estes achados su-
gerem que o tratamento com Losartan restaura a ativida-
de da colagenase no ventriculo esquerdo de SHR. Por-
tanto, o efeito antifibrético desta droga em SHR parece
ser ndo apenas por sua habilidade em diminuir a sintese
de colageno tipo |, mas também devido sua capacidade
de estimular a degradacao do colageno. Paralelamente,
observou-se que a administracdo do Losartan promoveu
a diminuicé@o da expresséo do TGF-beta, um fator de cres-
cimento que esta presente e aumentado no ventriculo
esquerdo dos SHR (Varo et al. 2007).

Wagner et.al. (2002) relataram que a reposi¢cédo por
tecido fibrético e gorduroso, em diafragma de camundon-
go mdx, como resultado de repetidos ciclos de degenera-
¢éo e diminuicdo de regeneracdo muscular, parece ser
atenuada na falta da miostatina (membro da familia do
TGF-beta). Estes achados corroboram a hip6tese que a
regeneracdo muscular pode estar relacionada com a ini-
bicdo da atividade do TGF-beta, cuja proposta esta sen-
do elaborada com o uso do Losartan (Wagner et al. 2002).

O tratamento com Losartan, pelo fato de ser um inibidor
de angiotensina, é originalmente usado para o tratamen-
to da hipertensao e esta relacionado com a queda nos
niveis de aldosterona. Portanto, os pacientes podem apre-
sentar aumento nos niveis de potassio, uréia e creatinina
(Mazzolai & Burnier 1999)

O presente trabalho tem o objetivo de observar os pos-
siveis efeitos adversos na fisiologia renal de caes GRMD,
submetidos a tratamento com Losartan, por meio de ana-
lise bioguimica sanguinea e da presséo arterial, avalian-
do a viabilidade do uso desta droga em caes afetados
pela distrofia muscular.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro cé@es adultos da raca Golden Retriever,
afetados pela distrofia muscular de Duchenne (GRMD), sendo
dois cdes machos e duas fémeas, pertencentes ao grupo de
animais do canil GRMD Brasil, localizado no Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Universidade de Sao Paulo (USP). O estudo foi
conduzido de acordo com as normas éticas, apés aprovacao
pela Comisséo de Bioética da FMVZ-USP (Protocolo 1175/2007).

Antes de comecar a utilizar o Losartan com o efeito
antifibrético, foi realizado estudo piloto para verificar a influéncia
na funcao renal referente a dosagem de 50mg do Losartan e
possiveis reagfes adversas. O protocolo para uso do Losartan
foi estabelecido com referéncia em experimentos previamente
feitos em cdes e humanos (Wong et al. 1991, Goa & Wagstaff
1996, Hashimoto et al. 1999, Suzuki et al. 2001)

Utilizou-se a dose de 50mg de Losartan, administrada via
oral, juntamente com a ragao triturada e hidratada com agua,
uma vez ao dia, pela manha durante primeira refeicdo. Os animais
passaram por exames clinicos semanais, de acordo com ficha
clinica estipulada pelos médicos veterinarios do Canil GRMD-
USP, nos quais foram avaliados: temperatura retal, auscultacdo
cardiopulmonar, palpagdo abdominal, avaliagdo de mucosas e
palpacado de linfonodos, de modo a identificar eventuais efeitos
adversos do uso da droga e, também, com o objetivo de
acompanhar a evolugdo da doenga nos cées tratados.

Foram avaliadas a pressao arterial (PA) e a funcdo renal.
As mensuracdes foram feitas no primeiro momento determinado
como tempo zero (T0), antes do inicio do tratamento, para obter
os valores de cada animal. Iniciada a terapia com Losartan, s
mensuracdes sequentes foram feitas semanalmente, durante
trés semanas, (T1, T2, T3). Na quinta semana, ou seja, apos
quinze dias de T3, foi feita a quarta mensuracéo (T4). Foi dado
um intervalo de um més, quando se fez a Ultima mensuragao -
tempo final (Tf).

A PA foi aferida utilizando aparelho Doppler vascular portatil
modelo DV2001. A mensuracao da pressao arterial foi realizada
com o animal em decubito lateral, posicionando-se 0 manguito
logo abaixo da articulagdo umero-radio-ulnar, com o transdutor
sobre a artéria palmar na regido metacarpiana.

Os exames de sangue foram coletados pela pungéo da veia
cefalica, colhendo-se, aproximadamente, 2mL de sangue. O
material colhido foi transferido para um tubo de vidro siliconiza-
do, contendo gel separador de soro (Vacuntainer SST®, Becton
Dickinson), centrifugado a 1500g durante 15 minutos para ob-
tencdo do plasma sanguineo. Todos os exames foram proces-
sados pelo Laboratério Clinico do Departamento de Clinica
Médica da FMVZ-USP.

As analises bioquimicas foram realizadas em analisador
automatico (Liasys, Roche), utilizando kit comercial. As andlises
incluiram a determinacdo das concentragfes séricas de uréia,
creatinina e potassio, para a avaliagdo da funcao renal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O exame clinico feito nos animais semanalmente ndo
evidenciou reacéo adversa ao uso do medicamento, sen-
do mantida a evolugéo natural da doenca. Os principais
efeitos adversos observados em humanos incluem: dis-
creto aumento do nivel sérico de potassio; hipertensao
de rebote, e ha relato de dois casos de pancreatite asso-
ciada ao uso do Losartan (Mazzolai & Burnier 1999)
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Brazeau et al. (1992) e Morini et al. (2008) destacaram
a importancia do estudo de doencas humanas em mode-
los animais para a avaliagcao pré-clinica de possiveis mo-
dalidades de tratamento e para a detec¢do de anormalida-
des que possam alterar a farmacocinética de agentes tera-
péuticos administrados.
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Fig.1. Valores obtidos na mensuracéo da pressédo arterial nos
diferentes tempos em cdes GRMD sob administracdo do
losartan.
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Fig.2. Valores obtidos na mensuracéo da uréia sérica nos dife-
rentes tempos em caes GRMD sob administracdo do

losartan.
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Fig.3. Valores obtidos na mensuragéo da creatinina sérica nos
diferentes tempos em cdes GRMD sob administracdo do
losartan.
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Fig.4. Valores obtidos na mensuracéo do potassio sérico nos

diferentes tempos em cdes GRMD sob administracdo do
losartan.

Durante o experimento os valores da PA (sistélica) so-
freram um aumento apos o inicio da administracdo do
Losartan, este aumento, chamado de hipertenséo de rebote,
como resultado do aumento do nivel plasméatico da angio-
tensina I, como resposta compensatdria ao bloqueio dos
receptores AT1, que normalmente é transitoria (Mazzolai
& Burnier 1999). Mas as mensurac¢fes nao indicaram qua-
dro de hipotenséo significativa em relacéo a pressao inici-
al.

Durante o estudo, 0s animais ndo apresentaram altera-
¢Bes nafuncéo renal, mantendo os niveis de potassio, uréia
e creatinina (Fig.2, 3 e 4, respectivamente) dentro dos pa-
rametros de normalidade, de acordo com o padréo estabe-
lecido pelo Laboratorio Clinico do Hospital Veterinario da
FMVZ-USP (HOVET). Os valores de referéncia utilizados
para cdes adultos normais sdo: até 40mg/dL para uréia,
até 1,5-2,0mg/dL para creatinina e 3,8-5,2mEg/L para o
potassio.

O tratamento com Losartan, pelo fato de ser um inibidor
do receptor da angiotensina causa uma diminuicdo da
retencdo de agua e sais pelos rins e diminui a liberagéo
da aldosterona, ocasionando assim uma baixa reabsor-
¢ao de 4gua e sais nos tubulos renais. Portanto, os paci-
entes podem apresentar alteracao nos niveis de potas-
sio, uréia e creatinina. Porém, em pacientes hipertensos
com funcéo renal normal, 0 aumento desses valores foi
praticamente insignificante (Mazzolai & Burnier 1999).

Segundo Goa & Wastaff (1996), a funcéo renal esta
preservada durante administracdo do Losartan em huma-
nos. A frequéncia de filtracdo glomerular, o fluxo sangui-
neo renal, o volume urinario, ou outros parametros re-
nais, ndo foram alterados em paciente normais receben-
do dosagem Unica de 100mg e em pacientes com hiper-
tenséo, recebendo 50mg do Losartan diariamente por
periodos de sete dias a um ano.

Em paciente com disfuncédo renal, a excrecdo da
creatinina também nao foi alterada durante a terapia com
Losartan durante 1-12 semanas (Goa & Wastaff 1996).

Os valores de PA, uréia, creatinina e potassio foram
submetidos a analise de variancia. A variagdo dos valo-

res obtidos nos exames foi significativa quando observa-
da entre os animais. Porém as médias apresentadas pe-
los animais individualmente ao longo dos diferentes tem-
pos nao foram significativas, com excecao da uréia que
ndo apresentou variagdo significativa entre os animais e
também ao longo do tempo.

De acordo com as Figuras 1 a 4, observa-se que hou-
ve alteracao dos valores absolutos encontrados nos exa-
mes durante 0 experimento, mas em nenhum momento
esses valores sairam dos pardmetros estabelecidos para
cdes adultos. Os animais que apresentaram valores altos
de presséo arterial no inicio mostraram uma ligeira dimi-
nuicdo, e os animais que ja estavam dentro dos valores
normais continuaram com a PA ideal.

CONCLUSOES

Durante o periodo de estudo com o Losartan nao foi
observada nenhuma alteracéo relevante quanto a avalia-
¢éao clinica dos animais.

O uso de Losartan, por um periodo de nove semanas,
mostrou-se uma terapia segura para o tratamento antifi-
brético em caes adultos, ndo afetando a funcado renal ou
presséo arterial dos animais.
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