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1 RESUMO

A hipertensao arterial ¢ uma condicdo clinica que afeta aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas ao redor do mundo e ¢ o principal fator de risco associado com eventos
cardiovasculares. Tendo em vista a etiologia multifatorial da hipertensao arterial, a
compreensdo das causas desta condi¢do clinica requer a consideracdo dos sistemas que
controlam a pressao arterial, tais como os rins, o sistema nervoso simpatico e a vasculatura.

Este ultimo, particularmente, tem um papel importante no controle da pressao arterial,
uma vez que os neurdnios pds-ganglionares simpaticos, que liberam noradrenalina, inervam
densamente os vasos sanguineos, promovendo vasoconstri¢do, com consequente aumento da
resisténcia vascular periférica.

Dentre as drogas capazes de reduzir a pressdo arterial, tem crescido o nimero de
estudos experimentais em torno dos efeitos anti-hipertensivos do nitrito de sodio. Estes efeitos
tém sido associados, pelo menos em parte, a formagdo de nitrosotidis, os quais podem
atravessar a membrana celular e nitrosilar proteinas por transnitrosilagao.

Portanto ¢ possivel que o tratamento com nitrito de sddio, ao formar nitrosotidis,
resulte na transnitrosilagdo do receptor al-adrenérgico, promovendo assim uma menor
contragdo al-adrenérgica vascular pela menor ligacdo com o agonista e consequentemente

uma reducao da pressao arterial.

Palavras Chave: S-nitrosilagdo, nitrito, hipertensao, receptor al-adrenérgico, S-nitroso-tidis



2 INTRODUCAO

2.1 Hipertensao

A hipertensdo ¢ uma condi¢do cronica multifatorial responsavel pela maior taxa de
morbidade e mortalidade no mundo. Em noventa e cinco porcento dos pacientes, ndo se sabe a
causa de sua hipertensao ja que os mecanismos fisiopatoldgicos que contribuem para o
aumento da pressdo sanguinea sdo complexos e envolvem muitos sistemas bioldgicos
(MONTEZANO et al., 2015). E diagnosticada quando a pressio sistolica é maior que 140
mmHg ou a pressdo diastolica ¢ maior que 90 mmHg (CHOBANIAN et al., 2003). A
prevaléncia da hipertensdo na populacdo geral estd entre 30-45% e a taxa aumenta com o
aumento da idade (ESH/ESC, 2013). Para se ter uma ideia dessa magnitude, foi estimado no
ano de 2015 que cerca de 65 milhdes de adultos nos Estados Unidos da América, ou um
quarto da populagdo adulta, apresentavam um quadro de hipertensdo. Outro um quarto da
populagdo adulta apresentava um quadro de pré-hipertensao, em que a pressao sistolica se
apresenta entre 120-139 mmHG ou a pressio diastolica estd entre 80-89 mmHg
(AHA/ACC/ASH, 2015).

A hipertensdo ¢ um dos maiores fatores de risco cardiovascular e se apresenta
principalmente através do dano causado no tecido vascular pelo estresse oxidativo causado
por espécies reativas de oxigénio (ROS). O estresse oxidativo € o desequilibrio das
substancias pro-oxidantes e antioxidantes, e € responsavel por promover disfuncao endotelial,
remodelamento vascular e inflamac¢do, levando ao dano vascular. Estas mudancas sao as
causas e as consequéncias do aumento da pressdo sanguinea e, portanto, sdo importantes alvos
para terapias anti-hipertensivas (MONTEZANO et al., 2015). A disfun¢do endotelial ¢
caracterizada pela reducdo da vasodilatacdo, aumento da vasoconstri¢ao, adesdo de mondcitos
pro-inflamatorios e perda da integridade da camada endotelial (XIAO et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio mais importantes na transdugdo de sinais e na
fisiologia do tecido vascular sdo o anion superoxido (O;’), peroxido de hidrogénio (H,O,) e
radicais hidroxil (HO¢) (RAY et al., 2012). Essas espécies regulam a sinalizagdo e a
vasculatura através da oxidacdo de residuos de cisteina em proteinas. Estas modificagdes
oxidativas causam alteragdes na estrutura, atividade e fungdo das proteinas, alterando
transportadores de ions, receptores kinases, fosfatases, fatores de transcri¢do, proteinas

estruturais e metaloproteinases da matriz. Todas essas proteinas sdo importantes na regulacao



endotelial e na func¢do das células musculares lisas vasculares. O aumento do estresse
oxidativo gera um desequilibrio no meio responsavel por aumentar a vasoconstri¢do através
da diminui¢do da disponibilidade de 6xido nitrico (NO) (MONTEZANO et al., 2015). As
espécies reativas de oxigénio regulam os receptores das células vasculares (SPIEGELBERG,
2013). Nas células musculares lisas vasculares, as espécies reativas de oxigénio influenciam
processos celulares importantes na regulagdo do tonus vascular e estrutural, além de estimular
a inflamagao vascular (MONTEZANO et al., 2015).

Virias intervencdes ndo farmacoldgicas como exercicio fisico e a dieta podem
beneficiar as fungdes endoteliais em pacientes com hipertensdo (GHIADONI et al., 2012).
Estes beneficios estdo relacionados com o aumento da capacidade antioxidante e a diminuigao
do estresse oxidativo, incluindo ativagdo da enzima oxido nitrico sintetaze endotelial (eNOS)
e aumento da producdo de NO (FIUZA-LUCES et al., 2013).

Comparados com os onivoros, os vegetarianos possuem menor pressdo arterial e
menor mortalidade cardiovascular. Os mecanismos pelos quais os beneficios da dieta
vegetariana se dao no sistema cardiovascular ainda ndo foram esclarecidos, porém, acredita-se
que os beneficios sdo causados pela influéncia no relaxamento endotelial e fungdes
relacionadas, como agregacao e adesdo plaquetaria e proliferagdo de células musculares lisas
(LIN et al., 2001). Foi demonstrado que os niveis de nitrito no plasma podem ser utilizados
para diagnosticar um quadro de disfungdo endotelial no paciente, onde os niveis de nitrito
decrescem com o aumento do risco cardiovascular (KLEINBONGARD et al., 2006). E
conhecido que uma dieta rica em vegetais possui uma grande quantidade de nitrato. Em um
estudo realizado na Polonia, observou-se que a ingestdo de nitrato dos vegetarianos ¢ 140-
270% maior quando comparado com a média da populacdo local (MITEK et al., 2013).
Através destes estudos, podemos inferir que o nivel de nitrito plasmatico, a disponibilidade de

NO e a ingestdo de nitrato na dieta representam uma importante via na regulagdo endotelial.

2.2 Via Nitrato-Nitrito-NO

O nosso conhecimento sobre os 6xidos de nitrogénio foi limitado, por muito tempo,
apenas a sua acao de poluente ambiental. Apesar de alguns documentos do século VIII
sugerirem que o nitrito e nitrato eram utilizado pelos chineses para aliviar a dor no peito, foi
somente no século XX que os efeitos fisioldgicos do nitrito comecaram a ser elucidados. Com

a descoberta da enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) ao final da década de 80, o nitrito



ganhou uma aten¢do maior na area da farmacologia, embora ainda fosse considerado como
sendo apenas um produto final do metabolismo do NO (GLADWIN et al., 2005).

Estudos realizados nas ultimas décadas aumentaram muito a curiosidade dos
pesquisadores ao demonstrar que o nitrato e nitrito sdo reciclados fisiologicamente no
organismo para formar NO, independente da ac¢do de enzimas (LUNDBERG, 1994).  Esta
nova via se da pela formagdo do nitrito principalmente pela redug¢do do nitrato ingerido na
dieta. Apos a absorcdo do nitrato no intestino, 25% deste retorna as glandulas salivares e ¢
concentrado na saliva. Algumas bactérias comensais da cavidade bucal sdo capazes de reduzir
o nitrato em nitrito, que quando deglutido, reage com o meio estomacal acido formando
algumas espécies reativas de 6xidos de nitrogénio, incluindo o NO (GLADWIN et al., 2005).
No plasma, os niveis de nitrato chegam a ser 100 vezes maiores que os de nitrito, enquanto
que na saliva, os niveis de nitrato e nitrito sdo quase iguais (100-300 uM), indicando que a
conversao de nitrato em nitrito ocorre de fato pelas bactérias comensais da cavidade bucal e
que a conversdo de nitrato em nitrito pelo proprio organismo ¢ muito ineficiente (HUANG et

al., 2010).

Figura 1 — Via Nitrato-Nitrito-NO
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Fonte: LUNDBERG et al, 2004, p. 398.

O pH 4cido do estomago ¢ muito importante para a conversdo do nitrito em NO, em
um estudo utilizando omeprazol, farmaco utilizado para aumentar o pH estomacal, os efeitos
hipotensores do nitrito foram inibidos (PINHEIRO et al., 2012). Mais especificamente, o
nitrito no estdbmago ¢ protonado para formar acido nitrico (HNO;) que por sua vez se

decompode para formar NO e outros 6xidos de nitrogénio.



Figura 2 — Formacao do NO no estomago
NO, + H" = HNO;

2HNO,; = 2N,0; + H,O
N,O3 = *NO + *NO,
Fonte: LUNDBERG et al, 2008, p. 157.

Desta forma, o nitrito e nitrato sdo vistos agora como reservatorios de NO no
organismo, complementando a via dependente do 6xido nitrico sintetase (NOS). Além disso,
pelo NO ser uma molécula muito reativa, seu efeito acaba sendo limitado a regides onde ¢
produzida. Porém, o NO pode ser estabilizado no sangue e tecidos pela oxida¢do em nitrato e
nitrito, se concentrando em tecidos e convertido de volta @8 NO em condigdes fisiologicas e
patolégicas. Enquanto a meia vida do NO ¢ reduzida a segundos no sangue por reagir
rapidamente com a hemoglobina, a meia vida plasmatica do nitrato ¢ de 5-6 horas
(LUNDBERG, 2008). O nitrito pode ser reduzido a NO de diversas formas. Uma delas ¢ pela
reducdo 4cida, ja que o pK, do nitrito é relativamente baixo (3.4), a sua reducdo ocorre
principalmente em casos de isquemia ou na mucosa estomacal. (GLADWIN et al., 2005). Ha
evidéncias ainda de que o NO pode ser estabilizado também por ligagdes covalentes com
grupos tiois em glutationas (GOW et al., 1998), cisteinas (STAMLER et al., 1997), albuminas
(STAMLER et al., 1992) e hemoglobinas (JIA et al., 1996).

Outro fato interessante ¢ o de que a via nitrato-nitrito-NO ¢ independente do oxigénio,
diferentemente da via NOS (ZWEIER, 1995). Desta forma, a via nitrato-nitrito-NO pode ser
vista como um sistema de emergéncia que fornece NO em situacdes onde o oxigénio ¢
limitado, como ¢ o caso da hipertensao.

A oxidacdo do NO e a dieta sao as duas principais fontes de nitrito e nitrato no
organismo. Os niveis normais de nitrato sdo em torno de 20-40 uM no plasma enquanto que
os niveis de nitrito sdo relativamente menores, em torno de 50-300 nM, sendo que nos tecidos
essa concentracao € relativamente maior (LUNDBERG et al., 2008). Em estudos feitos com
diferentes tipos de mamiferos, a concentracao de nitrito se encontrou entre os valores 100-600
nM no plasma, demonstrando que essa pequena variacdo do nitrito plasmatico encontrada
indica que a formagao de nitrito ¢ uma caracteristica comum na circulagdo durante a evolugdo
(KLEINBONGARD et al., 2003).

Estudos clinicos recentes demonstraram que a suplementacao com nitrato inorganico
pela dieta ou por sais de nitrato foram capazes de reduzir a pressdo sanguinea em individuos

normotensos (KAPIL et al., 2010) e hipertensos (GOSH et al., 2013). O consumo de



alimentos ricos em nitrato podem aumentar a quantidade de nitrito no corpo em mais de 1
uM.kg", o que ¢ muito interessante visto que os efeitos cardiovasculares do nitrito foram
observados em concentragdes entre 0,1 — 2 pM.kg' (GLADWIN et al., 2005). A acdo do
nitrito em modular o sistema cardiovascular foi observado por alguns pesquisadores testando
diferentes concentragdes. Ha evidéncias de que o nitrito foi capaz de vasodilatar rapidamente
um antebrago humano numa concentracao quase fisioldgica (2.5 uM) e foi também capaz de
diminuir a pressao sistolica em mais de 17 mmHg em caes anestesiados na dose de 8§ uM
(GLADWIN, 2005).

O nitrito, como o NO, é capaz de modular varias vias de sinalizagdo in vivo. Estudos
demonstraram que o nitrito ¢ uma molécula sinalizadora mesmo em condic¢des fisioldgicas,
isto ¢, na auséncia de isquemia. Estes efeitos sinalizadores foram observados em tecidos em
uma concentra¢do de nitrito muito abaixo da requerida para diminuir a pressao sanguinea ou
oxidar hemoglobina. O mais surpreendente foi que algumas dessas a¢des ndo eram mediadas
pelo NO, mas sim por espécies formadas pelo nitrito via mecanismo envolvendo tiol e
enzimas (BRYAN et al., 2005).

Em um estudo in vitro utilizando nitrito em aortas de ratos, niveis fisiologicos de
nitrito induziram vasodilatagdo nas aortas de ratos quando o pH do meio era reduzido de 7.45
para 6.6. Este efeito foi inibido (redu¢do de 50% do Emax — efeito méaximo) quando
administrado um inibidor de guanilato ciclase (ODQ). O trabalho concluiu que o nitrito ¢ um
agente vasodilatador mais potente em meio acido, ¢ um fendmeno dependente da via cGMP e
sugere que o nitrito exerce vasodilatacdo pela geragdo de NO, mas ha a possibilidade de haver
outros mecanismos atuando em conjunto (MODIN et al., 2001).

Alguns trabalhos ja demonstraram que em situacdes de hipoxia e em pH fisioldgico, o
nitrito exerce sua fun¢do vasodilatadora independente do NO como intermediario, ou seja,
independente da via NO-sGC-cGMP (PINDER et al., 2009; LIU et al., 2015). Em outro
estudo in vitro em que se analisava receptores a;-adrenérgicos em artérias pulmonares, foram
encontradas evidéncias da regulagdo do tonus vascular pelo NO, independente da via do
GMPc, pela S-nitrosilagdo do receptor a;-adrenérgico (NOZIK-GRAYCK et al., 2006).
Portanto, ¢ interessante realizar estudos nestas vias independentes do GMPc que podem
também alterar o tonus vascular e servirem como uma nova abordagem farmacologica em

casos de disfun¢des endoteliais.



2.3 S-nitrosilagdo ¢ S-nitrosotiois

Sabe-se que a influéncia fisiolégica do NO ¢ exercida principalmente pela
modificagdo pods-traducional e regulagdo de fungdes de proteinas. Inicialmente, foi
estabelecido que o NO gerado pelas células endoteliais causam relaxamento das células
musculares lisas adjacentes pela ativacdo do guanilato ciclase e consequente aumento do
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) (MURAD, 1986). Porém, este mecanismo nao
explicava outras vias de sinalizagdo do NO. Surgiram entdo evidéncias de que o NO também
pode exercer relaxamento de células musculares lisas por vias independentes do cGMP
através da estimulacio da atividade Na'-K'-ATPase, modificacdo dos canais de K™ ¢ também
pela modificagcdo quimica de agentes vasoconstritores e das proteinas de seus receptores
(NOZIK-GRAYCK et al., 2002). Uma dessas vias independentes do cGMP ¢ observada pela
reacdo fisiologica do NO com grupos tidis de cisteinas em peptideos e proteinas para formar
S-nitrosotiois (RSNO) (STAMLER et al., 1992).

A nitrosacdo de tidis, também referida como sendo a S-nitrosilacdo, ¢ uma
modificacdo protéica pods-traducional e pode ser muito relevante no estudo de algumas
doencas. A formagdao de RSNO ocorre principalmente pela reagdo do NO com NO, para gerar
a espécie nitrosilante N,O; que pode reagir com aminas, tidis e hidroxilas. Os RSNOs
também podem ser formados pelo peroxinitrito (ONOO-), interacao entre NO e um grupo tiol
na presenga de um aceptor de elétrons e pelo mecanismo de transnitrosilagio (BRYAN et al.
2004). Os RSNOs sao importantes reguladores fisioldgicos capazes de produzir vasodilatagdo
e sua formagdo se demonstrou importante em diversos processos como transdu¢do de sinais,
reparo do DNA e regulacdo da pressao sanguinea (GOW et al., 1997).

Os RSNO sao tidos como importantes doadores de NO no sangue, permitindo que o
NO tenha sua meia-vida aumentada e exerca seus efeitos em regides distantes de sua
producao (LUNDBERG et al.,, 2004). Como j& citado neste trabalho, o NO pode ser
estabilizado pela ligagdo covalente com albuminas, hemoglobinas, glutationas e cisteinas.
Estes S-nitrosotidis formados podem ter alto ou baixo peso molecular e acredita-se que sdao
importantes na estabilizacdo e distribuicdo do NO nos tecidos vasculares, onde o NO pode
causar alteracdo do tonus vascular, havendo uma discussdo se esta atividade ¢ causada pelo
proprio NO ou pelos S-nitrosotidis. Os niveis basais de RSNO de baixo e alto peso molecular
sdo quase indetectaveis, encontrando-se entre poucos nanomolares (GLADWIN et al., 2000).

Nas ultimas décadas, foram descobertos milhares de substratos para a S-nitrosilacao,

assim como evidéncias de sua capacidade de regular varios mecanismos de sinalizagao
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celular, havendo evidéncias também de que a alteragdo nos niveis de proteinas S-nitrosiladas
em alvos especificos, estdo diretamente relacionados a etiologia e os sintomas em varias
doengas humanas, incluindo desordens dos sistemas cardiovasculares, musculoesquelético e
nervoso (FOSTER et al., 2009). Apesar do fato de que quase todas as proteinas apresentam
residuos de cisteinas, a S-nitrosilacdo de proteinas endogenas ¢ caracterizada por
especificidade. Nas proteinas em que foram identificadas reagdes de S-nitrosilagdo, a
modulagdo de suas fungdes em condigdes fisiologicas foi resultado da modificacdo de um ou
alguns poucos tiois de cisteinas (HESS et al., 2005).

A proximidade da enzima NOS com o alvo protéico para a S-nitrosilagdo demonstra
ser de grande importancia. Locais onde a NOS se encontra muito préxima de um alvo
proteico sdo determinantes para a ocorréncia de S-nitrosilacdo em niveis fisiologicos, e mais,
inimeros locais da NOS aparentam estar envolvidas com vérias doengas. Outro fator
importante ¢ a transferéncia de grupos NO entre proteinas e glutationa formando um
equilibrio celular (FOSTER et al., 2009).

Acredita-se que a S-nitroso-glutationa (GSNO) seja a principal RSNO ndo proteica no
meio celular e que esta participa na S-nitrosilacdo de proteinas ndo apenas transferindo o
grupo NO para um tiol, mas também como uma fonte de radicais livres de NO (HESS et al.,
2005). A S-nitrosoglutationa (GSNO) ¢ um RSNO de baixa massa molecular que estd em
equilibrio no organismo com vdrias proteinas S-nitrosiladas. A GSNO ¢ metabolizada pela
enzima GSNOR, e células e tecidos que ndo apresentam essa enzima exibem uma maior
quantidade de proteinas S-nitrosiladas (FOSTER et al., 2009). Ha evidéncias de que a GSNO
¢ capaz de alterar a vasoconstricdo de células musculares lisas através da nitrosilagdo de
receptores ligados a proteina G. (NOZIK-GRAYCK et al., 2002).

Em modelos de ratos knockout para o gene da GSNOR, foi observado um aumento no
nimero de proteinas S-nitrosiladas exibindo assim um efeito cardioprotetor. Portanto, agentes
que aumentam a quantidade de S-nitrosotidis em tecidos podem servir como uma estratégia
terapéutica para o controle de infartos, doencas coronarias e insuficiéncia cardiaca (LIMA et

al., 2009).



11

Figura 3 — Vias de regulacio da S-nitrosoglutationa

Protein-SH + GSNO = Protein-SNO + GSH

GSNOR

Y
[GSNHOH] —» GSSG + NHgt

Fonte: FOSTER et al, 2009, p. 24.

Em um estudo foi observado que a administragdo de nitrito em condigdes fisiologicas
de oxigénio e pH, foi acompanhado de um aumento de RSNO em varios tecidos, exceto no
cérebro e na aorta. Foi observado um pico de nitrosilagdo no tecido da aorta apenas em uma
dose alta de nitrito (10 mg.kg'l) que levou a uma queda na pressao arterial (BRYAN et al.,
2005). Em um outro estudo, a administragdo de 10 mg.kg™' de nitrato ndo alterou os niveis de
RSNO enquanto que os niveis de nitrito aumentaram muito, estando quase 20 vezes maiores
que os niveis de RSNO. O estudo concluiu que o nitrito, € ndo os RSNO, sdo os principais
substratos para a formagao do NO independente da NOS (LUNDBERG et al., 2004).

Apesar de haver poucas evidéncias de que os RSNO podem agir como um doador de
NO tao eficaz quanto o nitrito, podemos esperar entdo que receptores ligados a proteina G na
aorta possam ser regulados pela S-nitrosilagdo, através de agentes como a GSNO, de modo

que sejam alterados os mecanismos de sinalizacdo celular, influenciando o tonus vascular.
2.4 Receptor al-adrenérgico

Receptores ligados a proteina G sdo caracterizados por serem a maior familia de
receptores de ativagdo por ligantes da membrana plasmatica e transmitem uma grande
variedade de sinais para as células através da ativagcdo da proteina G. A transducao do sinal ¢
regulada pela ligacdo de um agonista com o receptor que faz com que a proteina G se desligue
do receptor e inicie sua sinalizagdo dentro da célula (DRAKE et al., 2006). A ligacdo do
receptor com um agonista faz com que o receptor mude de sua conformacdo inativa para
ativa, porém, modificacdes pos-traducionais desse receptor desregulam este equilibrio
dinamico entre os estados conformacionais (MONOD et al., 1965). Como ja citado neste
trabalho, a alteracdo pds-traducional causada pela S-nitrosilagcdo de grupos tidis em cisteinas ¢

um mecanismo especifico. Podemos observar este fato pela S-nitrosilacdo do receptor de
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rianodina pelo 6xido nitrico. A S-nitrosilacdo do receptor ocorre apenas em 1 dentre 50
cisteinas livres por subunidade do receptor, mas isso ¢ suficiente para alterar a interagdo do
receptor com seu agonista (SUN et al., 2001).

Os RSNO podem causar vasodilatacdo pela via tradicional NO-cGMP em que os
RSNO entram nas cé€lulas por transportadores de membrana e liberam NO dentro das células
para ativarem o guanilato ciclase (RIEGO et al., 2009) ou pela via independente do cGMP
envolvendo a S-transnitrosilagcdo de proteinas funcionais na via de sinalizagcdo de contragao da
célula, sendo que a S-transnitrosilacdo se da pela transferéncia de um grupo nitroso de um
RSNO para outro grupo tiol (JOURD*“HEUIL et al., 2000).

Quando administrados diretamente na circulagdo, os RSNO s3o rapidamente
convertidos enzimaticamente em outras espécies ou reagem rapidamente com tiois
plasmaticos sofrendo S-transnitrosilagdo com diversas moléculas, dificultando o estudo sobre
locais de a¢do dos RSNO. Por exemplo, a GSNO, sendo impermeavel na membrana
plasmatica, ¢ rapidamente consumida por S-transnitrosila¢do com a albumina. Um estudo
utilizando diferentes RSNOs concluiu que a poténcia de seus efeitos vasodilatadores
dependem da permeabilidade do RSNO na membrana plasmatica, além de que os RSNO de
baixo peso molecular sdo transformados rapidamente em RSNO de alto peso molecular,
sugerindo que os efeitos dos RSNOs dependem de um equilibrio de S-transnitrosilagdo no
sangue (LIU et al., 2016).

A S-nitrosilag@o pode regular a sinalizag@o celular através de varios receptores ligados
a proteina G, como ja demonstrado nos receptores 5-HT, (NOZIK-GRAYCK et al., 2002),
muscarinico M, (ARONSTAM et al., 1995), e o receptor de angiotensina AT; (CAHILL et
al., 1995), porém, o local onde agem os RSNOs especificamente ainda ndo foram
determinados com precisdo. Sendo o receptor al-adrenérgico um receptor ligado a proteina G,
este pode ser considerado um potencial alvo para S-nitrosilagdo, j4 que o receptor P2-
adrenérgico, também acoplado a proteina G e da mesma familia, ¢ modificado por doadores
de NO diminuindo sua sinalizagdo (ADAM et al., 1999). Assim, a via de sinalizacdo do
receptor al-adrenérgico que consiste em promover a contragdo das células musculares lisas

pode ser alterada, levando a alterag@o no tonus vascular.

2.5 Objetivo

Assim, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar os efeitos do tratamento com nitrito de

sodio sobre a contragdao al-adrenérgica em aortas de ratos wistar.
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3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes e farmacos

Todos os reagentes foram obtidos da Sigma Chemical (St Louis, MO, USA) e todas as
solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso. O ODQ foi dissolvido em

dimetilsulfoxido (DMSO).

3.2 Sintese da S-nitroso-glutationa

A S-nitroso-glutationa (GSNO) foi preparada pela reacdo equimolar de Glutationa
Reduzida (GSH) com Nitrito de Sédio dissolvidos em dgua com a adicdo de EDTA. A
solucdo foi preparada momentos antes de ser incubada pelo fato de se decompor facilmente na

presenca de luz.

3.3 Preparagado da solugdao Krebs-KCl

A solugao Krebs-KCl foi preparada antes da realizagdo das curvas concentragdo-efeito
contendo 74.7 mM cloreto de sodio, 60.0 mM cloreto de potassio, 1.18 mM fosfato de
potassio monobasico, 14.9 mM bicarbonato de sddio, 1.17 mM sulfato de magnésio, 1.6 mM
cloreto de célcio e 5.5 mM dextrose, pH 7.4. Apds o teste de endotélio, foi feita uma lavagem
da cuba com solugdo KH por alguns minutos. Toda solucdo era removida da cuba e no lugar
era introduzida a solugdo Krebs-KCIl. Esta solu¢do ¢ mantida na cuba por 10 minutos para
avaliar o grau de contragao maximo do anel de aorta incubado e possibilitar uma corre¢ao dos

resultados finais.

3.4 Preparagdo dos anéis de aorta

O experimento foi realizado com anéis de aorta incubados em uma solu¢ao Krebs-

Henseleit (KH), contendo 118 mM cloreto de sodio, 4,7 mM cloreto de potassio, 1,2 mM

fosfato de potassio monobdsico, 24,9 mM bicarbonato de sodio, 1,64 mM sulfato de
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magnésio, 2,5 mM cloreto de calcio e 11,1 mM dextrose, pH 7.4. Ratos Wistar machos
pesando aproximadamente 250g vindos do biotério da Universidade de Sao Paulo (Campus de
Ribeirdao Preto) mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro numa temperatura de (22-25 °C)
com livre acesso a ragdo e adgua, foram anestesiados com tribromo etanol. Foi realizada uma
abertura do abdomen até o térax e foi feito um corte na aorta abdominal para reduzir a
quantidade de sangue na aorta toracica. Foi removida uma porcao da aorta toracica e colocada
em um suporte contendo solu¢do Krebs para remocdo do tecido perivascular. Em seguida
foram cortados anéis de aorta (4-5 mm) e colocados em cubas de 5 ml contendo solugao KH e
borbulhado com uma mistura carbogénica (95% O,, 5% CO,) a 37°C. Todos os anéis foram
submetidos a uma tensdo base (1,5g) e a solucdo KH era renovada em intervalos de tempo.
Apds 1h sob a tensdo base, foi realizada a administragio de fenilefrina 107 M e em seguida

acetilcolina 10 M para se avaliar a integridade do endotélio.

3.5 Curva concentragdo-efeito de fenilefrina na presenca de GSNO

Aortas de ratos Wistar foram incubados em cubas contendo solucdo KH conforme ja
descrito. A GSNO foi incubada nas concentragdes de 1, 125, 250 e 1000uM ou veiculo e
removida das cubas ap6s 30 minutos. Foi realizada entdo uma curva concentragdo-efeito para
o agonista al-adrenérgico: fenilefrina, nas doses de 107" a 10° M. Para avaliar o
envolvimento da ativa¢do da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) nos efeitos observados,
foram realizadas curvas concentragdo-efeito para fenilefrina (107° a 10° M) na presenca de

ODQ (inibidor da GCs; 10™* M), GSNO (1000 pM) ou veiculo.

3.6 Tratamento de ratos normotensos com nitrito de sdédio

Ratos Wistar (250g) normotensos foram tratados com nitrito de sodio (15 mg/kg, via

oral) ou veiculo por 7 dias. Ao final deste periodo, os animais foram eutanasiados e suas

aortas isoladas e submetidas a curvas concentracio-efeito para fenilefrina (10"%a 10° M).
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3.7 Analises estatisticas

Valores sdo dados por média = EPM. Os dados foram analisados por ANOVA para as
curvas concentragdo-efeito das diferentes doses de GSNO e para o teste de independéncia do
cGMP, teste T-Student pareado pareado para comparar os efeitos do nitrito de sédio com o
controle. Todos os testes foram realizados pelo software Prism 5.0. Os valores de P sdo

providenciados onde a anélise estatistica foi realizada.
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4. DISCUSSAO

4.1 Avaliagao de diferentes concentragdes de GSNO

Figura 4 — Curva concentracio x efeito utilizando fenilefrina em anéis de aortas

encubada com diferentes doses de S-nitroso-glutationa:
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Os valores representam a média + EPM de N = 10 (controle), 4 (GSNO 1uM), 5 (GSNO 125uM), 6 (GSNO
250uM), 7 (GSNO 1000uM) (ANOVA). *P < 0,05 do controle. ** P < 0,05 do controle, 1uM e 125 uM. *** P
< 0,05 do controle, 1uM, 125uM e 250uM.

Primeiramente, observamos a resposta dos anéis de aorta incubados com diferentes
concentragdes de GSNO. O resultado demonstra um efeito atenuante da GSNO sobre a
contragdo por fenilefrina na figura A, demonstrando um maior efeito conforme a concentragao

aumenta. Os resultados obtidos se assemelham com os resultados encontrados por Nozik-
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Grayck et al. (2006) em relagdo ao efeito atenuador da GSNO sobre a contragdo ol-
adrenérgica, onde foi demonstrada uma diferenca estatistica na contragdo de anéis de artérias
pulmonares incubadas com 250 uM de GSNO comparados com os anéis de controles, porém
o efeito ndo foi observado nas concentragdes de 25 e 2.5 uM. Concluimos que a incubagao de
agentes S-nitrosilantes com anéis de aortas in vitro causam uma menor contratibilidade do
tecido na presenca de agonistas do receptor al-adrenérgico, neste caso, a fenilefrina. Este
efeito ¢ dependente da concentragdo, tendo um efeito cada vez mais pronunciado conforme o
aumento da concentracdo de GSNO incubada. Nas figuras B e C observamos o pD2 e o Efeito
Miaximo respectivamente. Estes dois fatores sdo utilizados para se verificar diferengas nas
curvas concentragdo x efeito. Podemos observar que houve uma diferenga significativa para
as concentragdes de 250 uM e 1000 uM de GSNO, havendo diminuicdo tanto do pD2 quanto
do Efeito Maximo. O pD2 ¢ calculado pelo logaritmo negativo da concentragdo que induz
50% do Efeito Maximo (GOINEAU et al., 2001). Valores de Emax em gramas: Controle
(2,47+0,06), GSNO 1uM (2,31£0,06), GSNO 125uM (1,79+£0,03), GSNO 250uM
(1,16£0,01), GSNO 1000uM (0,35+0,01). Valores de pD2: Controle (7,21%0,07), GSNO
1uM (7,06+0,06), GSNO 125uM (6,38+0,03), GSNO 250uM (6,02+0,01), GSNO 1000pM
(6,03+0,04).

Figura 5 — Curva padronizada por KCl de concentracio x efeito utilizando fenilefrina
em anéis de aortas encubada com diferentes doses de S-nitroso-glutationa:
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Os valores representam a média + EPM de N = 10 (controle), 4 (GSNO 1pM), 5 (GSNO 125uM), 6 (GSNO
250uM), 7 (GSNO 1000uM) (ANOVA). *P < 0,05 do controle. ** P < 0,05 do controle, 1uM e 125 pM. *** P
< 0,05 do controle, 1pM, 125uM e 250uM.

Os resultados observados na figura 3 seguem o mesmo principio da figura 2, porém,
foi utilizado o KCl 60 mM para padronizacdo dos resultados. Nesta andlise, observamos uma
diferenga estatistica também para a concentragdo 125 pM de GSNO além das diferencas
estatisticas ja observadas anteriormente. Valores de Emax em porcentagem da contragao
maxima: Controle (91,51£2,53), GSNO 1uM (90,59+2,86), GSNO 125uM (61,47+1,35),
GSNO 250uM (34,81+0,42), GSNO 1000uM (15,344+0,41). Valores de pD2: Controle
(7,22+0,07), GSNO 1uM (7,11£0,07), GSNO 125uM (6,32+0,04), GSNO 250uM
(6,03+0,02), GSNO 1000uM (5,92+0,04).

4.2 Verificagdo da independéncia do cGMP

Figura 6 — Curva concentracio x efeito utilizando fenilefrina em anéis de aortas de ratos
pré-encubados com ODQ, GSNO ou veiculo:
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Os valores representam a média + EPM de N = 4 (controle), 4 (ODQ), 3 (ODQ + GSNO), 5 (GSNO),
(ANOVA). *P < 0,05 vs controle e ODQ. ** P < 0,05 vs controle, ODQ ¢ ODQ + GSNO.

Como a nossa intencdo ¢ verificar apenas a agdo S-nitrosilante da GSNO, sao
necessarios métodos para evitar que o resultado final seja afetado pela acdo de radicais livres
de NO, que também podem diminuir a contragdo das células musculares lisas vasculares. O
1H-(1,2,4)oxadiazole(4,3-a)quinoxaline-1-one (ODQ) ¢ um inibidor de guanilato ciclase
soluvel (sGC), utilizado para se verificar a dependéncia dos efeitos da sinalizagdo da via
classica NO-sGC-cGMP. Com os resultados obtidos da figura 6, podemos inferir que parte
dos efeitos observados da GSNO sdo independentes do NO induzindo a via GMPc. Estes
resultados novamente se assemelham com os resultados encontrados por Nozik-Grayck et al.
(2006), houve o mesmo padrdo de acdo para os casos de ODQ, ODQ + GSNO e GSNO
apesar das doses utilizadas serem diferentes das utilizadas no presente trabalho. Este estudo
de Nozik-Grayck ainda demonstrou que a quantidade de ¢cGMP foi reduzida a valores
proximos de zero na presenca de ODQ enquanto que na presenca apenas de GSNO a
quantidade era muito maior que a dos controles. Observamos novamente a reducdo causada
pela GSNO 1000 uM e uma reducao intermediaria causada pela combinacdo do ODQ 100
uM com a GSNO, nao havendo diferenga significativa utilizando apenas o ODQ. Na analise
do pD2, apenas houve diferenca estatistica para a GSNO e na analise do Efeito Maximo,
houve diferenga estatistica tanto do ODQ + GSNO quanto da GSNO quando comparados com
o controle ou o ODQ isolado e a GSNO também apresentou diferenca estatistica quando
comparada com o ODQ + GSNO. O controle neste caso foi tratado com o veiculo. Podemos
observar que mesmo com o ODQ presente, a GSNO conseguiu realizar seu efeito

vasodilatador, e consequentemente, reduziu o efeito maximo da contragdo da fenilefrina.
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Porém, este efeito ndo foi tdo intenso quanto a GSNO isolada, provavelmente pelo fato de que
neste caso, a GSNO estaria gerando radicais NO e portanto ha um efeito tanto dependente
quanto independente do cGMP. Valores de Emax em gramas: Controle (2,72+0,03), ODQ
(2,93+£0,05), ODQ + GSNO (2,21£0,04), GSNO 1000uM (0,59+0,02). Valores de pD2:

Controle (7,10+£0,03), ODQ (7,42+0,05), ODQ + GSNO (7,3120,05), GSNO 1000uM
(5,93+0,06).

4.3 Administragdo do nitrito 15 mg kg™

Figura 7 — Curva concentracio x efeito utilizando fenilefrina em anéis de aortas de ratos
tratados com 15mg.kg™ nitrito por dia:
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Os valores representam a média + EPM de N = 4 (controle), 4 (nitrito) (Tukey). *P < 0,05 do controle.

Observamos que a ingestao de nitrito pode causar uma reducao na contratibilidade da
aorta de ratos normotensos quando tratados por 7 dias, com diferenga estatistica apenas no
efeito maximo e ndo no pD2, demonstrando que o nitrito pode alterar a contratibilidade do

vaso em ratos normotensos. Varios estudos ja demonstraram a queda da pressdo arterial in
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Vivo ap6s administracdo de nitrito via oral (BEIER et al., 1995), porém, ndo ha evidéncias do
mecanismo pelo qual o nitrito causa este efeito. Acreditamos que o meio pelo qual isto ¢
realizado seja pela maior S-nitrosilagdo dos receptores al-adrenérgicos por agentes RSNO
formados pelo aumento do nivel plasmatico de nitrito. Observamos na literatura cientifica que
os efeitos da administracdo de nitrito via oral ¢ muito mais potente nos casos de hipertensao.
Estudo observaram que o nitrito de sodio na dose 15 mg.kg" possui uma acio antioxidante e
antihipertensiva em ratos hipertensos nos modelos de hipertensdo DOCA-salt (AMARAL et
al., 2015) e 2K1C (MONTENEGRO et al., 2011). Em um estudo semelhante, foi observado
que ap6s a administragdo de nitrito in vivo em diferentes doses (0.1, 1.0 e 10 mgkg™) tanto
por via oral quanto intraperitoneal, h& um aumento proporcional dos produtos S-nitroso
(RSNO) embora isso ndo tenha sido observado no cérebro e na aorta. Porém, hd um aumento
stibito de nitrosilagdo do tecido aodrtico na dose de 10 mgkg™, que foi seguido por uma
diminui¢do da pressdo arterial (BRYAN et al., 2005). Portanto, a dose escolhida para o
experimento do presente estudo ¢ adequada para que sejam observados efeitos de nitrosilagao
do tecido. Valores de Emax em gramas: Controle (2,51+0,06), Nitrito (2,01+0,03). Valores de
pD2: Controle (7,18+0,06), Nitrito (7,17+0,04).
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5. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administragdo de nitrito de
sodio, pela via oral, sobre a contracdo al-adrenérgica em anéis de aortas de ratos wistar,
buscando elucidar os possiveis mecanismos pelo qual o nitrito age. Em resumo, sugerimos
através deste trabalho que os efeito hipotensores do nitrito de sddio seja exercido tanto pela
via dependente quanto pela via independente do cGMP. Apresentamos evidéncias também de
que a via independente do cGMP possa ocorrer pela S-nitrosilagdo dos receptores ol-
adrenérgicos presentes no tecido vascular e estes perdem suas fungdes de reconhecimento dos
agonistas e portanto apresentam uma menor capacidade de contracdo do tecido da
musculatura lisa vascular. Em razdo dos efeitos antihipertensivos do nitrito de sodio ser
menor em ratos normotensos comparados com ratos hipertensos, um proximo passo para a
elucidacdo dos mecanismos de acdo do nitrito nos receptores ol-adrenérgicos seja realizar

estudos com ratos hipertensos sob efeito do nitrito de sodio.
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