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Resumo

O estresse oxidativo demonstrou elevada importancia em seu envolvimento nas
fisiopatologias de inimeras doencgas cardiovasculares, como a hipertensdo arterial.
Estudos bioquimicos, farmacoldgicos e fisioldgicos evidenciaram diversas enzimas
como produtoras de espécies reativas de oxigénio (ERO) no estresse oxidativo, dentre
elas a xantina oxidoredutase (XOR). Apesar de inimeros estudos apontarem o seu papel
fisiopatolégico devido ao estresse oxidativo, a XOR possui propriedade nitrito-
redutase, sendo capaz de reduzir nitrito circulante a éxido nitrico (NO), um importante
vasodilatador enddgeno que contribui para a manutencdo da pressao arterial. Além
disso, estudos recentes mostraram que a administracao de nitrito de sédio em animais
hipertensos é capaz de promover efeitos vasodilatadores e antihipertensivos nos

mesmaos.

Dessa forma, considerando que a atividade de XOR aumentada na hipertensao
arterial exerce fungdes benéficas para a doenca devido a sua atividade nitrito redutase
Por outro lado, considerando que esta mesma enzima exerce deletérias como produtora
de ERO e que estas sdo derivadas de diversas enzimas oxidativas além da XOR este se
0 aumento de ERO , este trabalho analisou a contribuicdo da XOR para os efeitos
vasodilatadores do nitrito de sddio e se 0 estresse oxidativo e a elevada producao de
ERO na circulagdo prejudica esses efeitos mediados pela enzima no modelo animal de
hipertensdo dois rins, um clipe (2R1C).



Abstract

Oxidative stress has shown high importance on their involvement in the
pathophysiology of several cardiovascular diseases such as hypertension. Biochemical,
pharmacological and physiological studies have shown several enzymes as producers of
reactive oxygen species (ROS) in oxidative stress, among them xanthine oxidoreductase
(XOR). Although several studies indicate its pathophysiological role due to oxidative
stress, XOR has nitrite reductase property, being able to reduce circulating nitrite to
nitric oxide (NO), an important endogenous vasodilator that contributes to the
maintenance of blood pressure. Furthermore, recent studies have shown that the
administration of sodium nitrite in hypertensive animals is capable of promoting

vasodilators and antihypertensives the same effects.

Thus, whereas the XOR increased activity in hypertension exerts beneficial
functions for the disease because of their nitrite reductase activity. Furthermore,
whereas this same enzyme exerts deleterious to production of ROS and these are
derived from different oxidative enzymes addition of XOR this the increase of ROS,
this study examined the XOR contribution to the vasodilatory effects of sodium nitrite
and oxidative stress and elevated ROS production in the circulation affect these effects

mediated by the enzyme in the animal model of two pressure kidneys , a clip (2K1C).
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INTRODUCAO

1.1 Hipertensao arterial sistémica

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é classificada, de acordo com a
Sociedade Brasileira de Cardiologia, como uma condigdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial (PA).
Associa-se frequentemente a alteracdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgéaos-
alvo (coracao, encefalo, rins e vasos sanguineos) e a alteragdes metabolicas, com
consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e nao-fatais.
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010). Considerada como um dos
principais fatores de risco modificaveis e um dos grandes problemas de salde no
mundo todo, a HAS é responsavel sozinha por mais de sete milhdes de mortes
por ano e acomete aproximadamente um bilhdo de pessoas no mundo
(Chobanian, Bakris et al. 2003)

O elevado indice de mortalidade relacionado a doenca se deve, na
maioria dos casos, a associagdo com outras doencas cardiovasculares (DCV),
como infarto de miocérdio, insuficiéncia cardiaca cognitiva, insuficiéncia renal,
entre outras, representando cerca de 55% das diversas causas de Obitos
mundialmente (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010). No Brasil, de acordo
com a Sociedade Brasileira de Cardiologia, as DCV causam por ano mais de 300
mil obitos, sendo 12,8% delas ligadas diretamente com a HAS, como mostra a
Figura 1. Além da elevada mortalidade, atinge 43,9% da populagdo urbana
(Freitas, Resende de Carvalho et al. 2001), gerando um elevado indice de
internacBes e, consequentemente, enormes custos médicos e socioeconémicos.
Como exemplo, no més de novembro de 2009 foram internados 91.970
pacientes, resultando em um custo de mais de 165 mil reais ao Sistema Unico de
Saude (DATASUS).
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Figura 1- Taxas de mortalidade por DCV e suas diferentes causas no Brasil, em 2007. AVE-
Acidente Vascular Encefalico; DIC- Doenca Isquémica do Coracéo; HAS- Hipertensdo Arterial

Sistémica. Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2010

E considerado como hipertensdo valores de PA sistolica > 140 mmHg
eou de PA diastolica > 90 mmHg em medidas de consultério. O diagnostico
deveréa ser sempre validado por medidas repetidas, em condi¢es ideais, em pelo
menos, trés ocasides (Chobanian, Bakris et al. 2003). Fatores como a idade,
género, obesidade, genética, peso, dieta, ingestdo de alcool e sedentarismo sdo

considerados de risco para a HAS (Scherr and Ribeiro 2009).

Apbs a deteccdo da doenca e sua categoria determinada por um médico
especializado, caracteristicas gerais do paciente devem ser avaliadas, tanto as
relacionadas com fatores de risco quanto as outras doengas que este paciente
possa ter, para que 0s medicamentos selecionados possam ser eficazes
(Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). Os principais objetivos destes
tratamentos sdo a reducdo da mortalidade e morbidade das doencas
cardiovasculares (Kannel 1996) e apesar de existirem diversos tipos de
tratamento para a HAS, ela continua altamente prevalente na populagéo e, desta
forma, estudos pré-clinicos (experimentacdo animal) e clinicos (experimentagdo
humana) sdo importantes para que haja maior entendimento da fisiopatologia da
HAS e de possiveis alvos terapéuticos para a mesma (Figueiredo, Azevedo et al.
2009).
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1.2 Modelo animal dois rins, um clipe

Com o objetivo de elucidar os mecanismos fisiopatologicos associados a
HAS, alguns modelos animais para esta doenca tém sido desenvolvidos. Estes
modelos incluem os geneticamente modificados e os sem mudanga genética. Nos
modelos geneticamente modificados sdo incluidos aqueles em que ha alteracéo
fenotipica (ratos SHR) (Maher, Milsom et al. 2008) e os com alteracdo
genotipica (camundongos knockout). J& nos modelos animais sem mudanca
genética, estdo incluidos animais com indugdo cirdrgica (dois rins, um clipe -
2R1C) e animais com inducBes endocrinas (desoxicorticosterona-acetato -
DOCA-sal) (Lerman, Chade et al. 2005). Tais modelos sdo demonstrados na

Figura 2.

Modelos animais para hipertensiao

Modelos genéticos Modelos ndo-genéticos

Inducdo Indugio Indugdo Inducgio
fenotipica genotipica por cirurgia enddcrina efou
alt. da dieta
v 4 ¥ v
Variagio Manipulacdo do Dano renovascular +- Backgroung

fenotipica natural  §enoma baseado na ou tecidual genético

entre linhagens expressdo génica

Figura 2- Esquema das categorias gerais de animais modelo de hipertensdo, divididos entre
modelos geneticamente modificados (genéticos) e sem mudanga genéticas (ndo-genéticos).
Figura adaptada de (Lerman, Chade et al. 2005)

Nos animais geneticamente modificados, grande parte dos estudos se
restringem a camundongos e ratos como animais modelo, pois diversas
linhagens genéticas conhecidas estdo disponiveis e a aplicacdo de técnicas
genbmicas, avaliando tanto gendtipos quanto fenotipos, permite prever varias

regibes cromossdmicas no genoma humano que potencialmente abrigam genes
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relacionados a HAS (Stoll, Kwitek-Black et al. 2000). Estudos com estes
animais buscam entender a HAS essencial em humanos que é poligénica e
multifatorial (Lerman, Chade et al. 2005).

Estudos sem mudanca genética, ao contrario dos estudos genéticos,
apresentam uma maior variedade nos animais que utilizam como modelo
experimental, j& que estes buscam elucidar os mecanismos envolvidos com as
alteracdes na fisiologia renovascular, desordens metabdlicas e/ou enddcrinas
(Lerman, Chade et al. 2005). Muitos experimentos sem mudanca genética foram

capazes de desenvolver excelentes modelos de HAS induzida com dano tecidual.

O modelo animal de HAS induzida por cirurgia consiste na obliteragdo
lateral de uma artéria renal (modelo dois rins, um cliple - 2R1C) (Goldblatt,
Lynch et al. 1934). Em ratos (Goldblatt, Lynch et al. 1934) e coelhos (Hatt,
Dvojakovic et al. 1962), o modelo 2R1C conduz a um aumento gradual e
cronico de PA, atingindo um plat6 a partir da segunda semana, mas pode ocorrer

um decréscimo em 10-20% dos animais utilizados (Lerman, Chade et al. 2005).

A obstrucdo da artéria renal tem como funcdo, a curto prazo, diminuir a
quantidade de sangue perfundido no rim e, consequentemente, uma menor
quantidade de agua e eletrolitos a serem filtrados e reabsorvidos, ativando a
renina nas células justa-glomerulares, que gera a liberacdo de aldosterona e
formacédo de angiotensina | e 1, esta ultima responsavel por ativar a contracdo de
vasos, aumentando o volume de sangue circulante e, por conseguinte, aumento
da PA. (Romero and Knox 1988). Além disso, dados da literatura mostram que
0 modelo animal 2R1C tem a angiotensina-Il como um dos principais
mediadores envolvidos nas alteracGes vasculares no organismo e na ativacgao de
enzimas oxidantes, como é o caso da NADPH oxidase, e no aumento da

producdo de ERO vasular. (Ceron, Rizzi et al. 2012)

A longo prazo, o aumento da PA gera diversos danos teciduais, como a
disfuncdo endotelial e hipertrofia renal (Pinto, Paul et al. 1998). Estes efeitos
derivam, além da pressdo elevada e sustentada, do aumento da atividade de
enzimas oxidativas como a beta-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

(NADPH) oxidase e a xantina oxidoredutase (XOR), aumentando
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exageradamente a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais
podem reagir com diversos componentes quimicos, como proteinas,
aminoacidos ou compostos gerados de reacOes celulares (Lerman, Chade et al.
2005). Tal aumento de atividades de enzimas gera o estresse oxidativo, o qual

contribui para a inflamacgéo e remodelamento vascular.

Este modelo de hipertensédo foi utilizado neste estudo por apresentar
aumento na producdo de ERO associados ao aumento de angiotensina Il, estes

associados ao estresse oxidativo, condicao fisiopatologica associada a HAS.

1.3 Estresse oxidativo

O termo estresse oxidativo teve sua primeira definicdo original por Sies,
em 1985, como “um desequilibrio entre atividades de enzimas oxidantes e anti-
oxidantes, gerando uma elevada quantidade de ERO levando a um dano
tecidual.” (Jones and Radi 2014). No contexto desta época, as ERO eram
produtos celulares extremamente prejudiciais ao organismo, ja que se encontram
em elevadas concentracbes em diversas condi¢fes patolégicas causando dano
lipofilico, proteico e de DNA (Freeman and Crapo 1982). Desde entdo, estudos
diversos tem avaliado o papel das ERO e evidenciaram que, em concentracdes
ideais, elas tém importantes papeis fisiologicos em mecanismos como:
sinalizacdo celular, regulacdo e diferenciacdo do crescimento celular, do tonus
vascular, da migracéo celular, da inflamacao e de respostas imunes (Montezano,
Dulak-Lis et al. 2015)

Em condigdes fisioldgicas, as ERO sdo produzidas em niveis baixos e
controlados, no qual sua producdo e eliminacdo sdo mantidos em um
determinado limiar considerado estavel (Montezano, Dulak-Lis et al. 2015).
Entretanto, este equilibrio pode ser perturbado em algumas condi¢des, como:
elevagcdo na concentragdo de compostos exdgenos e/ou enddgenos que sofrem
auto-oxidacdo juntamente com a ERO, esgotamento da reserva de antioxidantes

de baixo peso molecular, a inativacdo das enzimas antioxidantes, a reducdo da
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producdo das enzimas antioxidantes e, por fim, combinacGes de um ou mais
fatores citados acima (Harrison and Gongora 2009). Este crescimento na
concentracdo de ERO pode apresentar efeitos distintos, de acordo com o local

onde ocorre e suas interacdes celulares. (Lushchak 2014)

O estresse oxidativo ocorre em niveis distintos, o quais levam em
consideracdo a concentracdo de ERO e a capacidade das enzimas antioxidantes
de reverter este crescimento dessas espécies reativas, atingindo uma
estabilizacdo e se neste processo houve dano celular ou tecidual. De acordo com
Lushchak, ha trés tipos de estresse oxidativo, mostrados na Figura 3: agudo,

“quasy-stationary” e cronica.
Yy
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«<=——— QOxidantes

Estresse
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Figura 3 - Dindmica do nivel de ERO sob controle e condi¢Oes estressantes em sistemas

bioldgicos. Modificado de (Lushchak 2014).

No estresse oxidativo agudo, ha uma elevacdo de ERO que ultrapassa seu
limiar fisioldgico e no qual os sistema oxidantes sdo capazes de retornar para o
estado inicial, pois nesta situacdo ainda ndo ocorreu dano celular (Lushchak
2014). No estresse oxidativo cronico, associado a diversas doengas
cardiovasculares (Mei, Thompson et al. 2015), os niveis de ERO se encontram
em concentragfes nas quais os sistemas antioxidantes ndo sdo capazes de
neutraliza-los totalmente e, desta forma, o limiar inicial é estendido ou

levemente aumentado, perturbando a homeostase celular; por fim, o estresse
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“quasy-stationary” ¢ aquele no qual os niveis de ERO sdo extremamente
elevados e ndo se estabilizam, determinando um novo limiar para estas
substancias e isto requer uma reorganizacdo de toda a homeostase celular,
incluindo a das ERO (Lushchak 2011).

Espécies reativas de oxigénio

As ERO sdo compostos quimicos derivados do metabolismo do oxigénio,
que sdo encontradas na maioria dos sistemas bioldgicos aerébicos sendo mais de
90% de sua producdo realizada na mitocondria (Skulachev 2012). Como mostra
a figura 4, a sintese mitocondrial ocorre, em células eucarioticas, na membrana
interna da mitocondria, na cadeia transportadora de elétrons (ETC) sendo sua
operacdo acoplada com uma fosforilagdo oxidativa para a producédo de adenosina
trifosfato (ATP) (Montezano, Dulak-Lis et al. 2015). Um pouco menos de 10%
do oxigénio consumido sofre reducdes sucessivas de um elétron convertendo o
oxigénio molecular (O2) no anion superéxido (O2"), seguida da reducdo de um
elétron juntamente com um acoplamento de dois prétons de hidrogénio
formando o perdxido de hidrogénio (H202) (Lushchak 2014). Em seguida, a
molécula de H20; “aceita” mais um elétron e se divide em radical hidroxil (HO")
e anidn hidroxil (OH") e, por fim, o radical hidroxil interage com um elétron e
um praéton, gerando a molécula de agua (Lushchak 2014).
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Figura 4 - Sintese de espécies reativas de oxigénio na cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria. Retirada de (Lushchak 2014)

Além de se formarem na membrana interna mitocondrial, ERO podem
ser sintetizadas através da acdo de enzimas oxidantes, como a NADPH oxidase,
a qual possui diversas subunidades essenciais para sua atividade oxidativa (por
exemplo a ps7phox e p22hox), a XOR e o complexo citocromo Paso (este atuante
no reticulo endoplasmaético da célula) (Hernanz, Briones et al. 2014). Apds sua
formacédo, as ERO (em especial o O2") reagem com outros compostos quimicos
circulantes nas células formando outras ERO, como o peroxinitrito (OONO"),
formado através da reacdo do O2" com o 6xido nitrico (NO) (Zimmet and Hare
2006).

A sinalizagdo e acOes realizadas pelas ERO dependem: do local onde
foram produzidas, tipos de espécies geradas, tempo de meia-vida das espécies e
da permeabilidade da membrana celular, a acdo de enzimas oxidantes e sua
concentragdo no local (Breton-Romero and Lamas 2014). Em condigOes
fisiologicas, as ERO encontram-se presentes no organismo em baixas
concentragdes e exercem diversos mecanismos celulares que estdo envolvidos na
regulacao da proliferacdo celular, apoptose e expressdo génica acionando fatores
de transcricdo especificos (Lushchak 2014). Sua geracdo por fagdcitos é
essencial para 0 mecanismo de defesa contra fungos e bactérias. Em condicGes
patoldgicas, por outro lado, as ERO atuam ligando-se a compostos como
proteinas, DNA, lipideos, entre outros, mudando sua estrutura conformacional,
alterando sua ac¢do no organismo e causando, consequentemente, danos celulares

e teciduais severos (Lushchak 2014).

Na HAS, um grande nimero de estudos demonstrou que dentre as
enzimas mais atuantes no estresse oxidativo, a maior fonte de ERO é a NADPH
oxidase, a qual € ativada pela angiotensina-Il, atuando nos receptores AT-1,
gerando contracdo dos vasos (Matsuno, Yamada et al. 2005). Além da NADPH

oxidase, a XOR parece ter um importante papel na fisiopatologia da HAS, e por
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isso, 0 nimero de estudos em torno dessa enzima tem crescido nas Ultimas
décadas (Khambata, Ghosh et al. 2015).

1.4 Xantina Oxidoredutase

Membro da familia das enzimas molibdénicas, mesma familia das enzimas
aldeido oxidase (AO) e sulfito oxidase (SO), e uma flavoproteina, a XOR é conhecida
pelo seu papel catalitico na degradacdo de purinas metabolizando hipoxantina em
xantina e xantina em acido Urico, concomitantemente a formacdo de O2". Possui duas
formas intermutaveis e ativas: a xantina desidrogenase (XDH) e xantina oxidase (XO).
A XOR ¢ expressa primariamente como XDH. Porém, modificacdes pos-traducionais
promovem alteragOes na estrutura da XDH, resultando na formagdo da XO (Cantu-
Medellin and Kelley 2013).

Apesar de ser inicialmente descrita como uma enzima envolvida no metabolismo
de aldeidos, sua acdo catalitica no catabolismo de purinas € amplamente utilizada para
estudos clinicos, com uso de drogas que agem inibindo a XOR, e dentre estes
inibidores, o primeiro a ser descoberto foi o alopurinol, o qual tem sido amplamente
utilizado no tratamento de gota (formacdo excessiva de cristais de urato e atividade
aumentada da XOR) (Khambata, Ghosh et al. 2015). O alopurinol é um derivado
piramidinico com estrutura analoga a hipoxantina e é convertido pela enzima a
oxipurinol que, por sua vez, liga-se a XOR inibindo sua atividade e a consequente
formagédo de acido drico (Cantu-Medellin and Kelley 2013). Além desta aplicacéo
clinica, foi demonstrado por Granger em 1986 que a XOR ¢é uma das enzimas fontes
para a formacdo de O2 na lesdo de isquemia/reperfusdo (Parks and Granger 1986),
enquanto Berry e Hare demonstraram o papel da XOR no estresse oxidativo associado a
DCVs, como a HAS. (Berry and Hare 2004).

A XOR é composta, como mostra a figura 5 e 6, por um homodimero com peso
molecular de aproximadamente 150 kDa, contendo trés dominios principais: co-fator
molibdénico (Mo-Co), dois dominios ferro-enxofre (2Fez-S;) e FAD. O Mo-Co

localiza-se na regido C-terminal da enzima e apresenta um sitio de ligacao responsavel
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pela conversdo de xantina e hipoxantina em &cido Urico; em seguida, 0s 2Fe»S»,
localizados na regido N-terminal e possuem extrema importancia na funcionalidade da
enzima, jd que esta depende de ferro para suas atividades cataliticas, como foi
demonstrado no estudo de Richert e Westerfeld (Richert and Westerfeld 1954); por fim,
o dominio FAD é o centro redox-ativo, responsavel por reduzir NADH a NAD" e O, em
O, formando espécies reativas e oxigénio. (Khambata, Ghosh et al. 2015). Os fluxos

de elétrons presentes na enzima encontram-se mais detalhados na Figura 6:
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B Dominios proteicos da XOR

N-terminal | 2Fe,S, | aa 1-165

Centro | FAD [ 12 226.531

C-terminal | Mo-Co | aa 590-1232

Figura 5 - Estrutura secundaria e terciaria da XOR A Estrutura secundaria da enzimas
molibdénicas XOR, AO, e SO. As setas designam locais de tripsina (Lys186, Lys552) (Amaya,
Yamazaki et al. 1990). Estrelas designam residuos de cisteina modificados na conversdo
reversiva da XOR (Cys535, Cys992) (Nishino, Nakanishi et al. 1997). B Dominios da XOR: 0s
seus tamanhos, e 0s seus co-fatores associados (Enroth, Eger et al. 2000). C A estrutura cristalina
da XOR bovina (Enroth, Eger et al. 2000) Adaptado de (Berry and Hare 2004)
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Figura 6 - Fluxo de elétrons na XOR. As setas mostram a dire¢cdo do fluxo de elétrons nas
reacOes. Retirado de (Khambata, Ghosh et al. 2015)

Nos mamiferos, os mais altos niveis de atividade da XOR s&o
encontrados no figado e no intestino delgado (Parks and Granger 1986), mas
também sdo encontrados em outros tecidos como o coracdo e vasculatura (de
Jong, van der Meer et al. 1990). A abundancia de XOR é relativamente baixa em
tecidos humanos comparado a outros mamiferos, mas foi identificada de forma
consistente no figado, intestino delgado, glandula mamaria (Linder, Rapola et al.

1999), além de estar presente no tecido cardiaco (Cappola, Kass et al. 2001).

Fisiologicamente, a XOR apresenta importante funcdo antimicrobiana,
demonstrada tanto em estudos in vitro (Hancock, Salisbury et al. 2002), quanto
in vivo (Stevens, Millar et al. 2000), além de ter funcdo imune em doencas como
a xantinuria (Harrison 2002). Porém, a XOR, apresenta um importante papel em
inUmeras doencas, seja no excesso de producdo de acido Urico na gota ou como
produtora de O2 participando do estresse oxidativo associado a DCVs (Berry
and Hare 2004).

A XOR e produtora de ERO através de reacdes de oxidagdes no seu
dominio Mo-Co e FAD, seja na forma XDH, seja na forma XO (Hewinson,
Stevens et al. 2004). A reacdo ocorre da seguinte maneira: a hipoxantina liga-se
ao Mo-Co, sendo oxidada a xantina e esta, em seguida, liga-se a0 mesmo co-
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fator e é oxidada a acido urico (Berry and Hare 2004). Os dois elétrons
resultantes da oxidacdo sdo transferidos para o0s 2Fe>-S» e em seguida
transportadas ao dominio FAD. Neste dominio os elétrons reagem com
determinados compostos, formando os seguintes produtos: NAD*, Oz e H20>
(Berry and Hare 2004). A forma XDH é capaz de reduzir NADH em NAD" e O3
em Oy, enquanto a forma XO é apenas capaz de reduzir o Oz a O2" e H202, ja
que sua estrutura conformacional impede, de certa forma, a ligagdo do NADH
ao FAD (Cantu-Medellin and Kelley 2013)

A XO totalmente reduzida apresenta duas etapas na producéo de espécies
reativas: primeiro, ha transferéncias de dois elétrons para o O circulante,
gerando perdxido de hidrogénio; em seguida, transfere os elétrons restantes em

passos diferentes, reduzindo O2 em Oz (Hille and Massey 1981).

A XDH, por sua vez, produz uma quantidade maior de O por mol de
02, j& que apresenta maior estabilidade termodindmica da subunidade FAD
(Hunt and Massey 1994). No entanto, apesar de sua maior eficiéncia, XDH reage
lentamente com o oxigénio (Khambata, Ghosh et al. 2015). Além disso, o NAD*
apresenta uma estreita ligacdo com XDH, de modo que o O: torna-se um
concorrente pobre. Dessa forma, a geracdo de O, pela XDH ¢ limitado quando

o fornecimento de NAD* é amplo (Sander, Hansen et al. 1997).

Devido a estas caracteristicas explicitadas, € evidente que a XOR
desempenha um importante papel no estresse oxidativo em diversas DCVs. O
estresse oxidativo, por sua vez, contribui para a disfuncdo endotelial,
remodelamento vascular, aléem de diminuir a biodisponiblidade de NO
circulante, pois este reage com o Oz, formando peroxinitrito (ONOO),
prejudicando assim a vasodilatagdo (Harrison and Gongora 2009). De fato,
estudos clinicos demonstraram que a inibicdo da enzima com alopurinol foi

capaz de reverter a disfuncao endotelial (Butler, Morris et al. 2000).

Dessa forma, a XOR demonstra ter um importante papel na
fisiopatologia da HAS, sendo uma enzima oxidante, produtora de ERO,

contribuindo ativamente para o estresse oxidativo. No estresse oxidativo, por sua
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vez, as ERO reagem com diversos compostos quimicos e dentre eles 0 NO, um

importante vasodilatador endogeno (Montezano, Dulak-Lis et al. 2015).

1.5 Oxido Nitrico

O endotélio é a camada tecidual mais interna dos vasos, sendo
responsavel por regular o tbnus vascular, a estrutura e funcéo dos vasos atraves
de diversos estimulos fisiologicos e liberando substancias que podem atuar
como agentes vasoconstritores ou vasodilatadores, que desempenham papel
fundamental no controle da PA (Behrendt and Ganz 2002). A importancia desse
tecido foi inicialmente demonstrada em experimentos ex vivo por Furchgott e
Zawadzki, que revelaram o fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), o qual
posteriormente foi identificado como NO (Furchgott and Zawadzki 1980;

Ignarro, Byrns et al. 1987).

A sintese de NO, demonstrada no estudo de Ignarro é dependente de
enzimas Oxido nitrico sintases (NOS), as quais catalisam a conversdo de L-
arginina em L-citrulina e NO (Figura 7). Tais enzimas sdo encontradas em trés
isoformas: neuronal (nNOS), induzida (iNOS) e endotelial (eNOS). No sistema
vascular, o NO formado se difunde, devido a sua propriedade gasosa e lipofilica,
do endotélio para a célula muscular lisa e interage ao grupo heme da enzima

guanilato-ciclase solGvel, tornando-a ativa (Denninger and Marletta 1999).

Essa enzima converte no musculo liso a guanosina trifosfato em

guanosina-monofosfato ciclica (GMPc), acumulando-a na célula e, por
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conseguinte, 0 GMPc ativa a proteina quinase G (PKG) na célula muscular lisa
(Francis, Busch et al. 2010). Esta proteina leva ao relaxamento muscular-devido
a diminuicdo na concentracdo do célcio intracelular, por mecanismos diversos,
como: desfosforirilacdo da cadeia leve de miosina do musculo liso tornando-a
inativa e a ativacdo de canais de potéassio, aumentando o potassio intracelular
(hiperpolarizacdo), gerando a saida de calcio, promovendo o relaxamento.
(Francis, Busch et al. 2010).

Figura 7 - Sintese classica de 6xido nitrico. Fonte:; Oliveira-Paula et al., 2015

Desde a descoberta do NO como um EDRF, alguns estudos tem
demonstrado a importancia deste composto para a manutencdo da PA, como, por
exemplo, a inducdo de HAS através da inibicdo farmacoldgica da eNOS por L-
arginina-metil-ester (L-NAME) (Sander, Hansen et al. 1997). Além disso, a
diminuicdo da biodisponibilidade de NO circulante promove o aumento da
resisténcia vascular periférica, com consequente aumento da PA (Francis, Busch
et al. 2010). Assim, essa alteracdo é apontada como uma das principais causas
relacionadas ao desenvolvimento da HAS (Schulz, Jansen et al. 2008).

Apesar da relevancia da via classica do NO, estudos tem identificado
uma via alternativa de sintese de NO independente da eNOS, via esta conhecida

como via nitrato-nitrito-NO, explicada detalhadamente na se¢éo a seguir.

Formacéo de 6xido nitrico por uma via independente da eNOS

O NO formado pela eNOS é convertido é metabolizado a nitrito, sendo
rapidamente convertido a nitrato, porém ambos compostos ndo eram descritos
com importancia fisiologica (Rocha, Gago et al. 2011). Porém, nas ultimas
décadas, diversos estudos farmacoldgicos e bioguimicos procuraram revisar a
via classica e, através deles, compostos como o nitrito e nitrato até entdo sem
importancia fisiologica mostraram desempenhar um importante papel na

fisiologia de ratos e humanos (Lundberg, Weitzberg et al. 2008). O primeiro
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composto a ganhar esta importancia foi o nitrito, onde foi evidenciado sua
importancia fisioldgica no trato gastrointestinal (Rocha, Gago et al. 2011)

Dois estudos independentes demonstraram que a saliva rica em nitrito
gerava NO no estdbmago dependente do pH e da concentracdo de nitrito
(Benjamin, O'Driscoll et al. 1994; Lundberg, Weitzberg et al. 1994), sendo que o
primeiro deles foi o primeiro a sugerir uma via de formacgéo de NO independente
de NOS e o segundo o primeiro a demonstrar a formacdo de NO através de
nitrito e nitrato inorganico em humanos. Esta via alternativa de formacédo de NO
foi denominada de via nitrato-nitrito NO, esquematizada na Figura 9 (Lundberg,
Weitzberg et al. 2008)

A formacdo de nitrato se da através da oxidacdo do NO e é
complementada pela ingestdo de alimentos ricos em nitrato pela dieta (como a
beterraba, por exemplo) sendo este rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal (Lundberg, Weitzberg et al. 2004). Uma grande porcdo deste
nitrato formado é eliminado através da urina, porém uma porc¢do deste nitrato é
reabsorvido no sangue e concentram-se no trato bucal, mais precisamente nas
glandulas salivares sendo a concentragdo de nitrato nesta regido 10 as 20 vezes
maior do que no plasma. (Lundberg, Weitzberg et al. 2008). A reducéo de nitrato
a nitrito ocorre na cavidade bucal e é promovido por bactérias, as quais
desempenham um papel de barreira bioldgica entre 0 ambiente externo e o
organismo possuindo diversos mecanismos de defesa. Dentre elas, encontram-se
as com propriedades nitrato-redutases, principalmente Veillonella atypica e
Veillonella dispar (Rocha, Gago et al. 2011)

Este nitrito formado através da secrecdo da saliva é entdo deglutido e
transportado pelo trato gastrointestinal. No estdmago, em contato com pH acido,
0 nitrito € convertido a NO (Lundberg, Weitzberg et al. 1994). Estudos
evidenciaram que este NO formado pode desempenhar outros papéis fisioldgicos
além do relaxamento vascular. Devido ao fato do nitrito deglutido ter sido
formado por bactérias da cavidade bucal e estas desempenham um papel
protetor, 0 NO intragastrico tem uma funcdo gastroprotetora, com mecanismos

de acdo ainda incertos. Sendo assim, parte do NO formado pode permanecer no
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estdmago e o restante se difunde pelos tecidos e pelo sangue podendo promover
relaxamento vascular (Petersson, Phillipson et al. 2007).

O nitrito remanescente é rapidamente absorvido e convertido a NO por
enzimas nitrito-redutases como a XOR, AO e SO no sangue e nos tecidos
(Khambata, Ghosh et al. 2015). Por fim, o NO e o nitrito séo oxidados a nitrato,
0 qual pode ser excretado pelo sistema renal ou reabsorvido, iniciando outro
ciclo nitrato-nitrito-NO (Lundberg, Weitzberg et al. 2008)
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o ricos em nitrato
Efeitos funcionais de nitrito

circulante por meio da

conversdo de NO
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trato gastrointestinal e é
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amAuan € acdodo Nitrato concentrado nas ~ excretado pelos rins
estdmago

glandulas salivares
O nitrato secretado pela saliva &
convertido a nitrito na boca por
bactérias do trato bucal

Figura 8 - Via nitrato-nitrito-NO. Adaptado de (Khambata, Ghosh et al. 2015)

ApoOs a sua descoberta, a via nitrito-nitrato-NO tem sido estudada em
diferentes contextos, principalmente na area cardiovascular, ja que esta via é
capaz de produzir um importante vasodilatador sem depender da eNOS, esta
com sua atividade reduzida em doengas associadas a disfuncdo endotelial, como
a HAS (Khambata, Ghosh et al. 2015). Desta forma, o nitrito, anteriormente
considerado irrelevante para processos fisiologicos, tem sido demonstrado como
uma importante substancia no sistema cardiovascular, desempenhando um

importante papel no controle da PA (Lundberg, Weitzberg et al. 2008)
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1.6 Efeitos do nitrito na presséo arterial

Apesar de boa parte do conhecimento sobre os efeitos do nitrito na PA
terem sido descritos nas ultimas décadas, estudos antigos ja demonstravam o
efeito vasodilatador do nitrito de sédio em aortas pré-contraidas, porém as
concentrag0es da substancia utilizadas foram muito maiores do que as

encontradas em condigdes fisiologicas (Furchgott and Bhadrakom 1953).

Devido as diversas evidéncias farmacoldgicas e bioquimicas sobre o
importante papel do NO para o controle da PA e a capacidade do organismo de
metabolizar nitrito em NO, diversos estudos se propuseram a verificar os efeitos
do nitrito sobre a PA em animais hipertensos. Um dos primeiros estudos neste
sentido foi realizado por Beier (Beier, Classen et al. 1995), o qual verificou que
uma Unica dose de nitrito era capaz de reduzir a PA em ratos SHR. Mais
recentemente, demonstrou-se que o tratamento crénico com nitrito reduz a PA
nos modelos L-NAME (Montenegro, Pinheiro et al. 2014) e 2R1C (Montenegro,
Pinheiro et al. 2012).

Interessantemente, observou-se que os efeitos vasodilatadores do nitrito
sdo significativamente mais intensos em animais hipertensos do que em
normotensos (Ghosh, Kapil et al. 2013). Embora o aumento no ténus basal nos
animais hipertensos possa resultar em uma sensibilidade aumentada a
vasodilatadores, essa ideia aparentemente ndo se aplica ao nitrito (Ghosh, Kapil
et al. 2013), sugerindo que a sensibilidade aumentada a este composto em
animais hipertensos reflete um aumento na sinaliza¢do das vias que regulam a
bioativagdo do nitrito. Neste contexto, a XOR é a unica enzima cujo
envolvimento com os efeitos antihipertensivos do nitrito foi descrito até o

momento (Montenegro, Pinheiro et al. 2014).
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1.7 Xantina Oxidoredutase como Nitrito-Redutase

Apesar de seu papel como produtora de ERO, estudos recentes
demonstraram que a XOR possui propriedades nitrito-redutases, ou seja, tem a
capacidade de reduzir nitrito circulante em NO, na presenca de xantina ou
NADH como substrato de reducdo, como mostrado na Figura 9 (Khambata,
Ghosh et al. 2015). Sendo assim, a enzima pode desenvolver um papel duplo na
fisiopatologia da HAS, contribuindo tanto para a disfuncdo endotelial por ser
uma enzima produtora de ERO quanto para a vasodilatacdo (nitrito-redutase)
(Godber, Doel et al. 2000).

) Allopurinol/Febuxostat
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Xanthine
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Figura 9 - Via mediada por XOR para a reducédo de nitrito a NO. Retirado de (Khambata, Ghosh
et al. 2015)

Em esséncia, a reacdo de reducdo de nitrito a NO mediado pela XOR é
reversa a oxidacdo da xantina a &cido urico, porém tem a NADH como um
substrato para a reducdo (Khambata, Ghosh et al. 2015). O NADH doa elétrons
para o dominio FAD para formar FADH2. Em seguida, FADH> reduz o dominio

Mo-Co, o qual vai do estagio *® (MoV1) de oxidacio para ** (MolV). Este Mo



32

reduzido recebe O- do nitrito para formar o MoV e, por fim, libera NO. O
Dominio Mo volta ao seu estado original obtendo um elétron da FADH.,
restaurando o dominio FAD para um proximo ciclo de reducdo. (Zhang,
Naughton et al. 1998)

Além de fatores de disponibilidade do substrato, a atividade e
funcionalidade da XOR é afetada por fatores como € o caso do pH do substrato e
a disponibilidade de O, (Khambata, Ghosh et al. 2015). Zweier et al
demonstraram que, independente do substrato, a taxa de NO gerada é aumentada
com a diminuig¢do do pH. Neste mesmo estudo foi verificado o impacto do pH na
producdo de NO em diferentes substratos de reducéo, e a diminui¢do do pH de
7,4 para 6 provocou um pequeno aumento de xantinas (1,1 vez) enguanto a
geracdo de NO foi aumentada de 2,3 a 2,6 vezes, em presenca de NADH e

aldeido, respectivamente (Zweier, Samouilov et al. 1999).

Dessa forma, a eliminacdo de NO por qualquer destas vias resultara em
menos NO que entra nas vias metabdlicas normais desta molécula, que é de
oxidacdo. (Ghosh, Kapil et al. 2013; Montenegro, Pinheiro et al. 2014). As
evidéncias sugerem que os niveis de ambos os metabolitos oxidativos de NO,
nitrito e nitrato, sdo mais baixos em individuos hipertensos do que em
voluntarios saudaveis, provavelmente por ser um reflexo do estresse oxidativo
(Montenegro, Pinheiro et al. 2014). No entanto, o que ndo foi previamente
considerado é que os niveis reduzidos de nitrito ndo sO refletem reduzida
disponibilidade de NO gerado através da via convencional, mas também reflete
uma reduzida no substrato para a geracdo de NO através da atividade de XOR
(Khambata, Ghosh et al. 2015).

Como foi explicitado nas se¢des anteriores, esta enzima apresenta uma
maior atividade durante a HAS e é capaz de produzir O, e &cido urico, ambos
potencialmente oxidantes, 0s quais promovem o estresse oxidativo e contribuem
para 0 aumento da PA e a manutencdo da mesma na HAS (Berry and Hare
2004). Por outro lado, suas propriedades nitrito-redutases contribuem para a
acdo hipotensora do nitrito de sodio (Montenegro, Pinheiro et al. 2014). Como o

estresse oxidativo € promovido por diversas enzimas oxidantes e
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consequentemente envolvem diversas vias metabolicas, as ERO formadas neste
processo podem afetar ndo s6 aminoacidos e complexos proteicos, mas também
com diversos metabolitos celulares, como, por exemplo, 0 NO (Montezano,
Dulak-Lis et al. 2015).

Sendo assim, a hipdtese para o presente estudo é que o nitrito de sodio
tenha efeitos vasodilatadores e anithipertensivos mediados pela XOR e que o
estresse oxidativo pode estar prejudicando tais efeitos em modelos animais
2R1C.
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2 OBJETIVOS

- Avaliar a contribuicdo da XOR para os efeitos vasodilatadores do nitrito

de sodio no modelo de hipertensdo 2R1C.

-Examinar se o aumento da formacdo de ERO vascular prejudica 0s
efeitos vasodilatadores do nitrito de s6dio mediados pela XOR no modelo de
hipertensdo 2R1C.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracdes gerais

Para os experimentos foram utilizados ratos Wistar (180 a 200 g) provenientes do
Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo. Os
animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada (22-
25°C), com livre acesso a racdo e agua. Este estudo recebeu aprovacao da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(Protocolo 177/2014; Anexo 1).

3.2 Inducéo da hipertensao dois rins, um clipe (2R1C)

A HAS foi induzida através da insercdo de um clipe de prata (com abertura de 0,2
mm) na artéria renal esquerda de ratos Wistar, pesando entre 180 e 200g. Os animais
controle (sham) foram submetidos apenas a laparotomia abdominal, sem inducdo de
clipe. O anestésico e o relaxante muscular utilizados foram ketamnia (100mg/kg) e
xilasina (10mg/kg), respectivamente, por injecdo intraperitoneal. A pressao arterial foi
aferida até a sexta semana da cirurgia através da plestimografia de cauda. Foram
considerados hipertensos 0s animais que apresentarem pressédo arterial sistolica (PAS)

> 160 mmHg ap06s a sexta semana de cirurgia (Guimaraes, Rizzi et al. 2013).

3.3 Western-blotting

Amostras de aorta foram submetidas & maceragdo por nitrogénio liquido e
preparadas para um gel de eletroforese e, posteriormente, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose sendo estas incubadas com anticorpos
anti-XOR e anti-g-actina (controle do ensaio). A densitometria das bandas foi

quantificada com o auxilio do programa ImageJ.
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3.4 Ensaios de atividade enzimatica

A atividade enzimética da XOR na aorta dos animais 2R1C e sham foi avaliada
por fluorimetria, com a utilizagdo do kit AmplexRed®(Life Technologies). Este kit
contem xantina, que é convertida a acido urico pela XOR, formando também O, que €
espontaneamente degradado a H>O,. Este por sua vez, reage com ADHP (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine), formando o produto fluorescente resorufin. A fluorescéncia
produzida é proporcional a atividade de XOR na amostra.

3.5 Reatividade vascular

Apo6s a eutanasia, aneis de aorta sdo foram retirados dos animais controles e
hipertensos para avaliacao de reatividade vascular em cubas para 6rgédos isolados. Para
tanto, a aorta retirada € banhada em solucdo de Krebs (solucdo salina contendo os sais
em mmol/L: NaCl 130; KCI 4,7; KH2PO4 1,2; MgS04.7H20 1,2; NaHCOs3 14,9;
CeH1206 5,5 € CaCl2.2H20 1,6), estas sendo cortadas em anéis de 4mm de comprimento.
Em seguida, elas foram colocadas em cubas para 6rgaos isolados, de 5 ml contendo
solucdo modificada de Krebs a 37°C pH 7,4 e aeracdo constante com mistura
carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2). Este sistema foi previamente conectado a um
transdutor de tensdo isométrica (Letica Scientific Instruments; Barcelona, Espanha), e
0s registros de tenséo, em gramas, foram adquiridos utilizando o programa de aquisigéo
de dados: Chart VV4.04. Power Lab ADInstruments (2000).

Apds 60 minutos de estabilizacdo sob tensdo basal de 1,5 g, estes anéis foram
estimulados com fenilefrina (PE) (10"mol/L). Apés a estabilizagio da pré-contracéo,
avaliou-se a integridade do endotélio vascular, por meio da utilizacdo de acetilcolina
(ACh) (10 mol/L). Somente os anéis que produziram relaxamento & ACh igual ou
superior a 80% foram considerados com endotélio integro e, portanto, somente estes

foram utilizados no experimento (Castro, Rizzi et al. 2008).

Os anéis de aorta dos animais 2R1C e sham foram pré-contraidos com PE (10”7
mol/L) para realizagdo de curvas de concentracdo-resposta de nitrito de sodio (3x 10® a
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102 mol/L), na presenca do inibidor da XOR oxipurinol (3x10* mol/L) ou na presenga
de veiculo (NaOH 0,009%). Além disso, para avaliar se o estresse oxidativo influencia
os efeitos vasodilatadores do nitrito de sédio mediados pela XOR, anéis de aorta de
animais 2R1C e sham foram incubados com o antioxidante tempol (10 M) por 30
minutos e na sequéncia, pré-contraidos com PE (107 M) para realizagdo de curvas
concentragdo-resposta de nitrito de sddio (3x 10® a 10 M), na presenca do inibidor da
XOR oxipurinol (3x 10* M) ou na presenca de veiculo (NaOH 0,009%)

3.6 Fluorescéncia por dihidroetideo

Apds a eutanasia, anéis de aorta foram retiradas dos animais e congeladas em
OCT (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA), utilizando acetona e gelo seco. Este tecido
congelado é entdo cortado por um criostato, a 4um de espessura, e incubados com DHE
por trinta minutos em uma camara umida e escura. Apés a incubacao, as amostras foram
lavadas com tampdo salina fosfato (PBS) e fixados com PFA 4%. Com auxilio de um
microscopio de fluorescéncia (Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England)
acoplado a uma camera fotogréfica, as imagens dos cortes foram fotografadas em um
aumento de 100 vezes. A quantificacdo da intensidade da fluorescéncia foi realizada
utilizando o software ImageJ (Ceron, Rizzi et al. 2012). As concentra¢des vasculares de
ERO foram analisadas in situ, na camada média das aortas, utilizando dihidroetidio
(DHE) na concentragdo de 10 pmol/L. Esta sonda reage com o O™ presente no tecido,
resultando na formacéo de 2-hidroxietideo e de etidio, produtos estes que produzem

fluorescéncia vermelha (Viel, Benkirane et al. 2008).

3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos no presente estudo foram analisados estatisticamente com
teste t de student, analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de teste de Tukey
ou ANOVA de duas vias seguida de teste de Bonferroni. Os resultados séo apresentados
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como media £ erro padrdo da média. S&o consideradas diferencas estatisticamente

significativas aquelas com valores de P<0,05.

4 RESULTADOS

Os valores das pressbes basais da pressdo arterial sistolica nos grupos
experimentais foram similares antes da cirurgia. Entretanto, como é mostrado na Figura
10, logo na primeira semana apos a cirurgia foi observada a elevacdo da PAS dos
animais 2R1C quando comparados com os animais controle (196 + 33,6 vs. 113 + 4,9
mmHg; P<0,05; Figura 10).

220+
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Tempo (semanas)

Pressao arterial sistélica (mmHg)

Figura 10 - Pressdo arterial sistélica de ratos, durante seis semanas de observacdo; *P<0,05 2R1C vs.

sham

Observou-se também um aumento na atividade aértica da XOR nos ratos 2R1C
comparados com os animais controle (97,0 £ 2 vs. 32,1 + 8,7 pU/ug de proteina;
P<0,05; Figura 11A), porém a expressdo da enzima ndo apresentou diferencas

significativas entre os dois grupos estudados (Figura 11B; P<0,05).
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Figura 11 —Atividade (A) e expresséo (B) de XOR na aorta de ratos sham e 2R1C. (C) Gel representativo
mostrando a expressdo de XOR na aorta de ratos sham e 2R1C, normalizada por B-actina. *P<0,05 vs.
sham. N=8-9/grupo

Tendo em vista 0 aumento da atividade de XOR nos animais 2R1C, a proxima
etapa do trabalho foi avaliar contribuicdo dessa enzima nitrito-redutase para os efeitos
vasodilatadores do nitrito de sédio. Para isso, anéis de aorta dos animais 2R1C e sham
foram pré-contraidos com PE (107 mol/L) para realizagdo de curvas concentragio-
resposta de nitrito de sodio (3x 10® a 10 mol/L), na presenca do inibidor da XOR
oxipurinol (3x10* mol/L) ou na presenca de veiculo (NaOH 0,009%). Como pode ser
observado na figura 12, ndo houve diferengas significativas entre as duas curvas de
relaxamento ao nitrito de sédio nos animais sham (P>0,05). Nos animais 2R1C, por
outro lado, as aortas incubadas com oxipurinol apresentaram um deslocamento da curva
para a direita comparadas com as aortas incubadas com veiculo (pD2 veiculo = 4.19 +
0.17 vs. pD2 oxipurinol = 3.69 + 0.13; P<0.05), sem apresentar modificacdes
significativas no efeito maximo do nitrito (Emax Vveiculo = 98.3 £ 2.2% vS. Emax
oxipurinol = 97.6 + 1.3%; P>0.05).
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Figura 12 — Reatividade vascular ao nitrito de sddio (A) Curva de relaxamento; (B) Valores de pD2 da
curva, (C) valores de Emax.*P<0.05 2R1C oxipurinol vs. 2R1C veiculo.

Como mencionado na introducdo deste trabalho, a HAS esta associada a um
aumento na produgdo de ERO. Corroborando esta ideia, este estudo demonstrou
aumento significativo na nos niveis de ERO na camada média da aorta de animais 2R1C
em relacdo aos animais sham (44.0 + 6.3 vs. 10.3 + 3.2 unidades arbitrarias; P<0,05;
Figura 13). Esse aumento € observado pela intensidade da fluorescéncia vermelha
produzida pela reacdo do DHE com o Oy". Para confirmar a a¢do antioxidante do tempol
(10 mol/L), cortes de anéis aortas de ratos 2R1C foram incubados com esta droga por
30 minutos e avaliados quanto a produgdo de ERO. A adicdo de tempol a preparacéo

normalizou a producdo vascular de ERO nos animais 2R1C (P<0,05; Figura 13).
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Figura 13 - Niveis vasculares de ERO em animais 2R1C e sham. (A) Valores expressos como média +
EPM (B) Representagdo gréfica dos criocortes de aorta com fluorescéncia vermelha de dihidroetidio

(DHE).*P<0,05 vs. outros grupos experimentais.(N=5-7/grupo).

Para verificar a influéncia do aumento da producdo de ERO na hipertensdo
2R1C sobre os efeitos vasodilatadores do nitrito de sddio, aortas de ratos sham e
hipertensos foram incubados com tempol e na sequéncia pré-contraidos com PE (107
mol/L) para realizacdo de curvas concentragdo-resposta de nitrito de sédio (3x 102 a 10-
2 mol/L), na presenca de oxipurinol (3x10* mol/L) ou na presenca de veiculo (NaOH
0,009%).Como mostrado na figura 14, na curva concentracdo-efeito dos animais
hipertensos incubadas com tempol e oxipurinol foi observado deslocamento para direita
em comparacdo com as aortas incubadas apenas com o tempol, indicando uma menor
poténcia do nitrito nesta curva (pD: veiculottempol = 4.47 + 0.15 vs. pD:
oxipurinol+tempol = 3.66 + 0.06; P<0.05), sem mudangas significativas no efeito
maximo do nitrito (Emax veiculo + tempol = 100.7£1.0% vs. Emax OXipurinol + tempol =
105.4 + 2.4%; P>0.05).
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Ap0s a andlise das curvas de relaxamento, as variacdes da pD2 nas curvas de
animais 2R1C oxipurinol (Veiculo; Figura 15) e 2R1C oxipurinol+tempol (Tempol;
Figura 15) foram comparadas. Interessantemente, a mudanca de pD2 produzida por
oxipurinol foi mais pronunciada na presenca de tempol do que na auséncia dessa droga
(ApD2 = 0,49 £ 0.09 vs. 0.81 = 0,11, respectivamente; P<0,05). Experimentos
semelhantes realizados com anéis de aorta de ratos sham ndo mostraram efeitos do

oxipurinol ou tempol sobre pD2 e efeito maximo (P>0,05; Figura 15).
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Figura 15 — Valores de pD2 em aortas 2R1C (A) Mudanca de pD2 (B) Deslocamento de pD2 ; *P<0.05
2R1C Oxipurinol (Veiculo) vs. 2R1C Tempol + Oxipurinol (Tempol)

5 DISCUSSAO

A HAS estd associada a diversas alteracdes estruturais e funcionais no sistema
cardiovascular, como o remodelamento vascular e disfuncdo endotelial, que sédo de
grande importancia para sua manutencao e possivel desenvolvimento e progressao de
outras DCVs. Dentre as alteracdes associadas a doenca o estresse oxidativo desempenha
um importante papel na fisiopatologia da HAS em modelos animais, porém ainda
existem poucas evidéncias de sua participacdo na hipertensdo humana (Montezano,
Dulak-Lis et al. 2015). Uma das consequéncias do estresse oxidativo é a disfuncao
endotelial, importante alteracdo funcional associada a HAS, caracterizada pela reducéo
da biodisponibilidade de NO.

Neste estudo, foi avaliada a possivel contribuicdo da XOR nos efeitos
vasodilatadores do nitrito de sédio na hipertensao renovascular. O nitrito de s6dio é um
farmaco utilizado em diversos estudos experimentais em modelos animais de HAS, pois
seu efeito vasodilatador pode estar associado, pelo menos em parte, a via nitrito-nitrato-
NO, apesar de todo o seu mecanismo de a¢éo néo esteja totalmente elucidado (Pinheiro,
Amaral et al. 2014).

A XOR, por sua vez, é uma enzima molibdénica e uma flavoproteina conhecida
como umas das principais fontes produtoras de O, a qual contribui para a
fisiopatologia da HAS, além da producdo de acido urico através da oxidagdo da
hipoxantina. Entretanto, na Ultima década foi observado que a enzima possui
propriedades nitrito-redutases sendo capaz de converter nitrito a NO e, desta forma,

contribuir para os efeitos benéficos deste farmaco (Khambata, Ghosh et al. 2015).

Neste sentido, séo diversos os estudos que buscam compreender quais seriam 0s
efeitos da XOR na HAS. Em relacdo aos efeitos deletérios da enzima, foi demonstrado
recentemente que o acido Urico formado pela XOR, juntamente com a producédo de O,
funciona como uma agente oxidante em células endoteliais humanas da veia do cordao
umbilical (Yu, Sanchez-Lozada et al. 2010). Em outro estudo sobre o efeito deletério da

XOR, desta vez clinico, foi demonstrado que o tratamento de pacientes com alopurinol
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durante seis meses foi capaz de gerar uma pequena, mas significativa, queda na PA dos
pacientes, podendo ser uma alternativa terapéutica para a doenca (Agarwal, Hans et al.
2013).

Por outro lado, sdo poucos os estudos relacionados aos efeitos benéficos
mediados pela XOR na HAS. Em estudos experimentais, apenas dois tipos de modelos
animais testaram os efeitos do nitrito de sodio mediados pela XOR na HAS. O primeiro
a verificar tais efeitos foi em modelos animais SHR. Neste estudo, foi verificado que
animais SHR apresentaram um aumento na expressdo e na atividade da XOR
comparados aos animais controles, e estes apresentaram uma resposta anti-hipertensiva
a doses crescentes de nitrito mais intensas quando ndo eram tratados com alopurinol
(Ghosh, Kapil et al. 2013).0 segundo modelo animal que avaliou estes mesmos efeitos
foi o L-NAME, no qual animais hipertensos apresentaram aumento na expresséo da
enzima e da mesma forma que o estudo com o modelo SHR, a inibi¢cdo com alopurinol
atenuou os efeitos antihipertensivos do nitrito (Golwala, Hodenette et al. 2009;

Montenegro, Pinheiro et al. 2014).

Este estudo é o primeiro a avaliar os possiveis efeitos vasodilatadores do nitrito
de sédio mediados pela XOR na HAS no modelo 2R1C e se tais efeitos podem ser
prejudicados pelo estresse oxidativo. Assim como em estudos anteriores sobre os efeitos
do nitrito mediados pela XOR,0 aumento da pressao arterial dos animais hipertensos foi
acompanhado por um aumento significativo da atividade adrtica da enzima, porém sua

expressao ndo apresentou diferencas significativas.

Juntamente com o esperado aumento da atividade da XOR, foi observado
aumento na producdo de espéecies reativas de oxigénio nas aortas de animais
hipertensos. Tal experimento, amplamente utilizado em experimentos que utilizam o
modelo animal 2R1C, demonstra que o0 aumento da presséo arterial nos animais, gerada
principalmente pela ativagdo do sistema renina-angiotensina, estd diretamente
relacionada com o aumento na producéo de ERO, gerando o disturbio na sua sinalizacao
redox e, em ultima instancia, disfuncdo endotelial e remodelamento vascular
(Montezano, Dulak-Lis et al. 2015). Além disso, como explicitado na sessdo 1.2, o

modelo utilizado no estudo é o mais ideal para testar a hipdtese do trabalho, ja que o
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aumento de angiotensina-11 no tecido é responsavel ela ativacdo de diversas enzimas

oxidantes, estas associadas ao estresse oxidativo (Ceron, Rizzi et al. 2012).

Nos experimentos envolvendo a reatividade vascular de aortas, foram
observadas alteracGes nas curvas de relaxamento ao nitrito na presenca de oxipurinol
apenas nos animais 2R1C, corroborando estudos anteriores, 0s quais demonstraram que
a maior sensibilidade presente em animais hipertensos pode estar refletindo um aumento
bioativacdo do nitrito mediado pela XOR (Ghosh, Kapil et al. 2013). De fato, o
deslocamento da curva de reatividade nos animais 2R1C ocorreu nas aortas pré-
incubadas com oxipurinol diminuindo os efeitos do nitrito, que precisou de uma dose
mais elevada para gerar o mesmo efeito vasodilatador. Isto sugere que a XOR contribui,
ao menos em parte, para os efeitos vasodilatadores do nitrito de sédio atraves da
conversdo de nitrito a NO, este responsavel pela vasodilatacdo da aorta.

Contudo, considerando 0 estresse oxidativo associado a hipertensdo,
demonstrado no presente estudo, é possivel que as ERO sequestrem o NO formado pela
XOR a partir do nitrito, prejudicando assim os efeitos deste farmaco. Portanto, para
avaliar a influéncia do estresse oxidativo para os efeitos vasodilatadores do nitrito
mediados pela XOR, aortas de ratos sham e hipertensos foram incubados com tempol e
na sequéncia, pré-contraidos com PE para realizacdo de curvas concentracao-resposta
de nitrito de sédio na presenca de oxipurinol ou veiculo. As aortas pré-incubadas com
tempol e oxipurinol apresentaram um deslocamento de curva para a direita indicando
uma diminui¢do na poténcia do nitrito, sendo necessarias doses mais elevadas para

realizar o mesmo efeito nas curvas incubadas apenas com tempol.

Por fim, para verificar quais foram os reais efeitos mediados pela XOR, foram
analisadas as variacdbes na pD2 das curvas nos dois experimentos de reatividade
vascular, quando ha adicdo de oxipurinol ou veiculo. Como mostrado na se¢do dos
resultados, houve uma diferenca significativa na variacdo da pD2 entre as duas curvas,
sendo mais acentuada na curva pré-incubada com tempol, corroborando a hipdtese deste
trabalho. Dessa forma, os resultados obtidos nos experimentos deste trabalho
demonstraram que a XOR contribui para os efeitos vasodilatadores do nitrito de sddio e

que o estresse oxidativo esta prejudicando esse feito. Experimentos adicionais sdo
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necessarios para avaliar se os achados funcionais do presente estudo se reproduzem in

Vivo.

5.1 Consideracoes finais

A XOR demonstrou, em estudos recentes, sua capacidade de converter nitrito a
NO e, desde entdo, pesquisadores buscam compreender qual seria a importancia
fisioldgica e farmacolodgica desta fungdo, principalmente nas DCVs. No caso da HAS,
ainda sdo poucos os estudos que demonstraram a relevancia da nitrito-redutase da
enzima. De fato, até 0 momento, sabe-se que a XOR contribui para os efeitos do nitrito
de sddio nos modelos de HAS SHR e L-NAME e com os resultados deste estudo, no
modelo 2R1C. Juntos, estes estudos indicam uma possivel relevancia farmacoldgica
desta enzima na HAS, sendo, portanto, um possivel alvo terapéutico na HAS. Porém,
para que este farmaco se torne de fato um alvo terapéutico sdo necessarios diversos
estudos sobre os efeitos da XOR na fisiopatologia da HAS, devido principalmente a sua

acao dupla, causado tanto efeitos deletérios quanto benéficos para a hipertensao.
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