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RESUMO

O H202 tem sido apontado como fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF) em diferentes leitos de resisténcia vascular. Entretanto, o
papel do H202 derivado da nNOS na funcéo vascular e na regulagéo da pressao
arterial em humanos ainda ndo é conhecido. O presente estudo teve como
objetivo investigar o papel do H202 derivado da nNOS no controle da funcéo
vascular em artérias mesentéricas humanas e seu envolvimento na regulacéao
da pressao arterial em pacientes hipertensos.

A funcéo vascular foi avaliada em artérias mesentéricas de 67 individuos
divididos em trés grupos: pacientes normotensos (n=30), pacientes hipertensos
qgque mantiveram a pressao arterial controlada por medicacédo (hipertensos
controlados; n=19) e pacientes hipertensos que nao tiveram a pressao arterial
controlada, mesmo com uso de medicamento (hipertensos ndo controlados;
n=18) em miografo do tipo Mulvani. Também foram avaliados a expressao, a
funcionalidade (Western blot) e a localizacao (imunofluorescéncia) da eNOS e
NNOS, além da producéo vascular de 6xido nitrico (NO; fluorescéncia DAF) e
peroxido de hidrogénio (H20z2; fluorescéncia DCF).

A artéria mesentérica dos pacientes hipertensos ndo controlados,
apresentou um menor relaxamento endotélio-dependente quando estimulada
por acetilcolina (ACh) quando comparada com a artéria mesentérica dos
pacientes normotensos e dos pacientes hipertensos controlados. O L-NAME, um
inibidor ndo-seletivo das éxido nitrico sintases (NOS), inibiu o relaxamento da
artéria mesentérica de pacientes hipertensos ndo controlados de forma mais
pronunciada em comparacdo com a artéria mesentérica dos pacientes
hipertensos controlados e normotensos. Por outro lado, o inibidor seletivo da
oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), apresentou um efeito menor na
diminuicdo do relaxamento vascular em pacientes hipertensos ndo controlados
em comparagdo com pacientes hipertensos controlados e normotensos. A
catalase, enzima que decompde H202 em Oz e H20, teve um efeito inibidor mais
importante no relaxamento induzido por ACh na artéria mesentérica de pacientes
hipertensos controlados que nos outros dois grupos. A diminuicdo da expressao
da eNOS foi detectada tanto na artéria mesentérica de pacientes hipertensos
controlados quanto na de pacientes hipertensos ndo controlados. No entanto, a
funcionalidade da eNOS foi reduzida apenas em pacientes hipertensos nao
controlados. Observamos também aumento da expressdo da nNOS na artéria
mesentérica de pacientes hipertensos controlados. A funcionalidade da enzima
NNOS mostrou-se aumentada tanto na artéria mesentérica do grupo de
pacientes hipertensos controlados quanto dos ndo controlados. Os dados
obtidos por imunofluorescéncia confirmaram os dados obtidos por Western blot.
A producéo de NO estimulado por ACh medida em cortes de artéria mesentérica
foi menor no grupo de pacientes hipertensos controlados quando comparado
com normotensos, enquanto o grupo de pacientes hipertensos nao controlados
apresentou 0os menores niveis de NO. Ja a artéria mesentérica humana
estimulada por ACh do grupo de pacientes hipertensos controlados apresentou
uma maior producdo de H202 em comparacdo com 0S outros dois grupos.
Também foi verificado que os inibidores da nNOS (inibidor 1 e TRIM) reduziram
a producdo de H20: induzida por ACh na artéria mesentérica de pacientes
hipertensos controlados, mas ndo em pacientes normotensos. Em concluséo, o
H20:2 derivado da nNOS contribui para o relaxamento vascular dependente do



endotélio em artérias mesentéricas humanas. A disfuncdo endotelial observada
na artéria mesentérica de pacientes hipertensos nao controlados esta
relacionada com a menor producdo de NO e com a reducédo da expressao e
funcionalidade da eNOS. A restauracdo da funcdo endotelial em pacientes
hipertensos controlados esta relacionada a um aumento da expressao e
funcionalidade da nNOS e consequente aumento na expressao de H202. Assim,
€ provavel que a regulacdo da presséo arterial em pacientes hipertensos que
apresenta niveis pressoéricos semelhante ao dos pacientes normotensos (via
medicamentos) envolva um mecanismo fisiol6gico compensatorio relacionado a
uma regulacdo da via nNOS/H202 nas células endoteliais de vasos de
resisténcia.

Palavras-chaves: hipertensao; artérias mesentéricas humanas; eNOS; nNOS;
peréxido de hidrogénio, 6xido nitrico.



ABSTRACT

H202 has been appointed as an endothelium-derived hyperpolarizing
factor (EDHF) in different resistance vascular beds. The role of nNOS-derived
H20:2 in vascular function and regulation of blood pressure in humans is so far
unknown. The present study investigates the role of endothelium-dependent
NNOS-derived H202 in the control of vascular function in human resistance
mesenteric arteries and its involvement in the regulation of blood pressure in
hypertensive patients.

Vascular reactivity was evaluated in resistance mesenteric arteries from
67 subjects divided into three groups: normotensive patients (n=30), patients
undertaking treatment with antihypertensives that had the blood pressure
normalized (controlled hypertensive patients; n=19) and patients undertaking
treatment with antihypertensives that remained hypertensive (uncontrolled
hypertensive patients; n=18), on a wire myograph. Expression, functioning
(Western blot) and localization (immunofluorescence) of eNOS, nNOS, vascular
nitric oxide (NO; fluorescent DAF) and hydrogen peroxide (H202; fluorescent
DCF) production, were also assessed. Vessels from uncontrolled hypertensive
patients, showed an impaired endothelial-dependent vascular relaxation to ACh.
However, vessels from controlled hypertensive patients showed similar relaxation
to ACh compared to normotensive patients. L-NAME, a non-selective inhibitor of
nitric oxide synthases (NOS), had a more pronounced inhibitor effect in the
vascular relaxation from uncontrolled hypertensive patients compared to
normotensive and controlled hypertensive patients. Conversely, inhibitor 1, a
selective neuronal nitric oxide synthase (nNOS) inhibitor, had a lower effect in
decreasing vascular relaxation in uncontrolled hypertensive patients compared
to normotensive and controlled hypertensive patients. Catalase, that
decomposes H20:2 into O2 and H20, had major inhibitory effect in ACh-induced
vascular relaxation in controlled hypertensive patients when compared to other
two groups.

Decreased eNOS expression was detected in both uncontrolled and
controlled hypertensive patients. However, eNOS functioning was decreased
only in uncontrolled hypertensive patients. Expression of nNOS was found to be
increased only in controlled hypertensive patients. Functioning of nNOS was
increased in  controlled and uncontrolled hypertensive  groups.
Immunofluorescence analysis confirmed Western blot data. ACh-stimulated NO
production was lower in controlled hypertensive when compared to normotensive
patients, while uncontrolled hypertensive showed the smallest levels. Controlled
hypertensive patients showed a higher ACh-stimulated H202 production
compared to the two other groups of patients. It was also shown that the nNOS
inhibitors (Inhibitor 1 and Trim) reduced ACh-induced production of H20:2 in
controlled hypertensive patients but not in normotensive patients.

NNOS-derived H202 contributes to the endothelium-dependent vascular
relaxation in human resistance mesenteric arteries. The endothelial dysfunction
observed in uncontrolled hypertensive patients is related to a decreased NO
production secondary to reduction in eNOS functioning and expression.



Regulation of blood pressure in hypertensive patients through the use of accurate
medication involves a physiological compensatory mechanism related to an
increased expression and functioning of NnNOS in endothelial cells with
consequent increase in H202 production.

Key Words: hypertension; human mesenteric arteries; endothelium; neuronal
nitric oxide synthase; hydrogen peroxide, nitric oxide.
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1- INTRODUCAO

1.1 Importancia do problema: relagdo hipertensdo arterial e risco
cardiovascular

As doencas cardiovasculares sdo consideradas um grave problema de
saude publica, sendo uma das principais causas de morbi/mortalidade em varios
paises do mundo (Laslett et al., 2012). Dados epidemioldgicos revelam que 17,3
milhdes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares em 2008,
representando 30% de todas as mortes globais. Dentre esse total, estima-se que
9,4 milhdes (aproximadamente 54%) estdo diretamente relacionadas com a
hipertensao arterial (HA) (Who, 2013).

A relacdo entre a elevacdo da pressao arterial (PA) e eventos
cardiovasculares é bem estabelecida (Flack et al., 1995; Lewington et al., 2002).
Estudos mostram que o risco cardiovascular aumenta progressivamente com a
elevacdo da PA a partir de 115/75mmHg de forma linear, continua e
independente (Franco et al., 2005; Britton et al., 2009). Além disso, também ja
foi verificado que o tratamento da HA é efetivo na reducéo de acidente vascular
cerebral, da doencga cardiaca coronariana, da insuficiéncia cardiaca congestiva
e da mortalidade total (Chobanian et al., 2003; Yusuf et al., 2004). Apesar de
todas essas evidéncias, o percentual de pacientes hipertensos que tem
conhecimento da sua condi¢cédo, que estdo em tratamento farmacolégico e que
apresentam niveis de PA dentro da faixa da idealidade ainda é relativamente
baixo (Pereira et al., 2009; Chow et al., 2013).

Nos Estados Unidos os dados mostram que cerca de 30,4% dos
americanos (66,9 milhdes) sdo hipertensos, e destes mais da metade néo

possuem PA controlada (Figura 1). Entre os individuos que ndo possuem
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valores pressoricos adequados cerca de 14,0 milhdes (39,4%) ainda n&o foram
diagnosticados com HA, aproximadamente 5,7 milhdes (15,8%) tem o
conhecimento da sua condi¢do, mas ndo recebem nenhum tipo de tratamento
farmacoldgico e 16 milhdes (44,8%) tem conhecimento da sua doencga, fazem
uso de algum tipo de medicagdo antihipertensiva, mas mesmo assim,
apresentam controle insatisfatorio dos niveis pressoricos (Wang e Vasan, 2005;
(Cdc), 2012). Na Africa os dados mostram que as taxas de controle terapéutico
da HA s&o ainda menores, chegando a apenas 5 a 10% de toda a populacéo de
individuos hipertensos (Seedat, 2000).

No Brasil a distribuicdo epidemiolégica aponta que a regido Sudeste
apresenta o maior percentual de individuos com PA média acima de
140x90mmHg (23,3%). Aproximadamente 31 milhdes de brasileiros sé&o
hipertensos e destes cerca de 80% n&o possuem o0s niveis de PA controlados
(IBGE, 2003).

Além da sua significativa prevaléncia populacional, estimativas indicam
que a HA apresenta custos médicos e socioecondmicos elevados chegando a
cerca de US$ 370 bilhes por ano. Esses valores representam cerca de 10%
dos gastos de saude, em geral, no mundo (Gaziano et al., 2009).

A PA ndo controlada também estd associada a casos de urgéncia e
emergéncia ambulatoriais (crises hipertensivas PA=2180x120mmHg), a
alteracdes funcionais e/ou estruturais de orgaos-alvo (encéfalo, coracgéo, rins e
vasos sanguineos) e a alteracbes metabdlicas com consequente aumento do

risco de eventos cardiovasculares fatais (Shea et al., 1992).
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39,4% Desconhecem

o
30:4 /o Hipertensos a patologia

66, 9 milhdes 14,1 milhoes

53,5% Hipertensos 15,8% Conscientes
35 8milhoes Nao Controlados 57 milhoes © Sem tratamento

46,5% Hipertensos 44,8% Conscientes

31.1milhées  Controlados 16 milhces ~ © tratados

Figura 1: Prevaléncia da hipertenséo arterial nos Estados Unidos, em individuos
com idade igual ou superior a 18 anos (adaptado de Cdc, 2012)

1.2 Definicéo e classificacéo da hipertenséo arterial

A HA é uma condi¢do clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de presséo arterial (Cardiologia et al., 2010).

Mesmo sabendo que qualquer classificacdo da HA é arbitraria, é
clinicamente importante agrupar os pacientes por critérios que estratifiquem seu
grau de risco cardiovascular, simplifigue o método de diagndstico e também
facilite a decisao sobre qual a melhor conduta terapéutica (Tabela 1).

As diretrizes atuais definem como pacientes hipertensos aqueles que pela
medicdo em consultério possuem niveis de pressao arterial sistélica (PAS) igual
ou superior a 140 mmHg (milimetros de mercurio) e/ou presséo arterial diastélica
(PAD) igual ou superior a 90 mmHg. Essa classificacao é aplicavel apenas para
adultos com 18 ou mais anos de idade, n&o sujeitos a terapia anti-hipertensiva e

gue nédo tém associado outro evento patélogico agudo (Yoon et al., 2015).
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Sao classificados como hipertensos controlados, pacientes que
receberam o diagndstico de hipertensdo arterial, fazem uso de medicagéo
antihipertensiva, possuem valores de PAS menores que 140 mmHg e/ou PAD
menores que 90 mmHg, e que ndo tém associado outro evento patdlogico agudo.

Definimos como hipertensos n&o controlados, pacientes que ainda nao
receberam o diagnostico de hipertenséo arterial, mas apresentam a doenca;
aqueles que ja foram diagnosticados com hipertensdo, mas ndo fazem
tratamento para normalizacdo dos niveis pressoricos; ou ainda aqueles que
foram diagnosticados com hipertensdo arterial, fazem uso de medicagéo
antihipertensiva e apresentam PAS igual ou superior a 140 mmHg e/ou PAD

igual ou superior a 90 mmHg. ((Cdc), 2012; Mancia et al., 2014).

Tabela 1: Critérios para categoriza¢cdo de pacientes hipertensos

CATEGORIA CRITERIOS
PAS<140 mmHg e PAD<90 mmHg, sem uso de
NAO HIPERTENSO medicac&o anti-hipertensiva.
PAS=140 mmHg e PAD=90 mmHg, ou inferior em
HIPERTENSO paciente que faz uso de medicacédo anti-

hipertensiva.
HIPERTENSAO
PRESENTE, MAS
CONDICAO
DESCONHECIDA
PELO PACIENTE

PAS=140 mmHg e PAD=90 mmHg, em paciente

gue néo recebeu diagndstico de hipertensao.

HIPERTENSAO
CONHECIDA, MAS
CONDICAO NAO
TRATADA

PAS=140 mmHg e PAD=90 mmHg, em paciente
gue recebeu diagndstico de hipertensao, mas que

atualmente ndo usa medicacéo anti-hipertensiva
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HIPERTENSAO PAS<140 mmHg e PAD<90 mmHg, em paciente
TRATADA E diagndsticado com hipertenséo e que atualmente

CONTROLADA usa medicacao anti-hipertensiva.

HIPERTENSAO PAS=140 mmHg e PAD=90 mmHg, em paciente

TRATADA E NAO gue recebeu diagndstico de hipertenséo e que faz

CONTROLADA uso usa medicagédo anti-hipertensiva.

Vérios fatores de risco como a idade (Lloyd-Jones et al., 2000; Hyman e
Pavlik, 2001), a obesidade (Hyman e Pavlik, 2001) e o sedentarismo (He et al.,
2002) sao relacionadas ao controle insatisfatorio dos niveis pressoricos. Estes
sdo fatores de risco para o desenvolvimento da hipertensdo e também, para
dificultar o controle dos niveis pressoricos em pacientes ja hipertensos. A idade
avancada (> 60 anos) (Hajjar e Kotchen, 2003) é citada como sendo o mais
importante fator relacionado ao nao controle da pressao arterial (Burt et al.,
1995). J4 os resultados relacionados ao género e controle da hipertenséo arterial
sdo conflitantes. Alguns estudos apontam que as mulheres apresentam
melhores taxas de controle pressoérico do que os homens enquanto outros
estudos apontam que néo existe diferenca entre homens e mulheres (Burt et al.,
1995; Hajjar e Kotchen, 2003). Alguns tipos especificos de hipertensdo podem
ainda influenciar diretamente no controle inadequado da pressao arterial como &
0 caso da hipertensao arterial resistente e da hipertensdo secundaria (Ho et al.,
2004; Wang e Vasan, 2005). Outros fatores ndo associados diretamente as
caracteristicas fisicas dos pacientes também podem ser relacionados com o
controle inadequado dos niveis pressoéricos: a ndo adesdo ao tratamento

motivada pela a ocorréncia de reacdes adversas a medicamentos, questdes
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emocionais e alimentagdo. Outro fator apontado como causa do nao controle
adequado dos niveis pressoricos € o desconhecimento por parte dos médicos
dos protocolos terapéuticos recomendados para tratamento da hipertenséo
arterial (Alexander et al., 2003). Foi verificado que 41% dos médicos nédo
estavam familiarizados com as diretrizes relacionadas a hipertensao arterial e
ainda que eles iniciariam terapéutica farmacoldgica apenas em pacientes com
niveis de pressdo arterial sistélica superiores a 160mmHg (Wang e Vasan,

2005).

1.3 Participacdo do endotélio vascular na fisiopatologia da hipertenséo
arterial

O endotélio (Figura 2) € uma camada Unica de células que reveste
internamente todos o0s vasos sanguineos e, no homem adulto, tem
aproximadamente 10 trilhdes de células (Galley e Webster, 2004). Essas
células estdo envolvidas em varias funcbes fisiopatologicas, incluindo o
metabolismo, a angiogénese, a hemostase e inflamacao vascular, a sintese e
degradacdo da matriz extracelular, bem como a regulacdo da permeabilidade
e do tébnus vascular (Félétou e Vanhoutte, 2006).

A importancia do endotélio na regulagdo da relaxamento vascular foi
verificada pela primeira vez em experimentos realizados por Robert Furchgott e
John Zawadzki que constataram que o relaxamento induzido por acetilcolina na
aorta de coelhos era dependente do endotélio (Furchgott e Zawadzki, 1980).
Esse estudo reconhecia pela primeira vez a existéncia de um fator difusivel que
eles denominaram de Fator Relaxante Derivado do Endotélio (EDRF-

Endothelium-Derived Relaxing Factor). Em 1987, como resultado dos esforgos
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de Moncada e colaboradores, o EDRF foi identificado como sendo o 6xido nitrico
(NO) (Palmer et al., 1987).

O NO tem sido considerado uma molécula-chave na manutencdo da
homeostase vascular (Bredt e Snyder, 1994). Além disso, esse gas participa de
forma significativa em outros processos fisioldgicos, incluindo a sinalizacao
neuronal (Vincent, 2010), a resposta imunoldgica e inflamatéria (Bogdan, 2001;
Sharma et al., 2007), a modula¢éo dos canais ibnicos (Khan e Hare, 2003), em
mecanismos de defesa fagocitica (Nathan e Hibbs, 1991), na erecdo peniana

(Andersson, 2001) e em processos aterogénicos (Napoli et al., 2006).

artéria

endotélio

}‘ Tecido conectivo

Membrana interna elastica

Fibra muscular

Fibra elastica

7

S
-
= — -

Tunica adventicia
Membrana externa elastica

Tecido conectivo

© 2010 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figura 2: llustragdo identificando as principais camadas de uma artéria
(adaptado da enciclopédia Britanica, 2010).
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Biologicamente o NO é gerado por uma familia de enzimas pertencentes
ao grupo das Oxido nitrico sintases (NOS). Essa familia inclui a 6xido nitrico
sintase neuronal (NNOS ou NOS1), a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS ou
NOS2) e a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS3).

Além do NO, o endotélio libera outros fatores vasodilatadores como
metabdlitos do &cido araquidbénico produzidos pelas enzimas ciclooxigenases
COX (prostaglandinas), lipoxigenase [4cido 15-s-hidroxieicosatetraendico (15-
HETE) e citrocromo P450 (CYP450), como ainda o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF-Endothelium-derived hyperpolarizing factor). As
células endoteliais também liberam outros fatores que aumentam o ténus
vascular: endotelina, prostandides vasoconstritores, tromboxano e angiotensina
Il (Félétou et al., 2010; Jin et al., 2011). Em condi¢cbes normais, ha um equilibrio
entre as substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras que mantém a
homeostase vascular e contribui de maneira significativa para a integridade e o
funcionamento vascular.

A disfuncéo endotelial € definida como um desequilibrio entre a producéo
desses fatores vasodilatadores e vasoconstritores, entre mediadores pro-
coagulantes e anticoagulantes ou entre substancias inibidoras e promotoras de
crescimento, que levam a uma vasoconstricAo excessiva e a mudancas
estruturais na parede do vaso (Serban et al., 2010). Esse € um evento chave e
comum em varias doencas como a hipercolesterolemia (John e Schmieder,
2000), a aterosclerose (John e Schmieder, 2000; Davignon e Ganz, 2004), a
insuficiéncia cardiaca congestiva (Bauersachs e Widder, 2008), o diabetes
(Avogaro et al., 2006) e a hipertensao arterial (Dharmashankar e Widlansky,

2010).
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Um grande numero de estudos experimentais e clinicos j& evidenciou o
papel fundamental desempenhado pelo endotélio no controle da homeostase
cardiovascular e o seu papel na fisiopatologia da hipertenséo arterial, sobretudo
no que diz respeito ao aumento das espécies reativas de oxigénio, diminuicao
da capacidade antioxidante e ao desequilibrio entre a producédol/liberacdo de
fatores vasoconstritores e fatores vasodilatadores (Alexander et al.,, 2003,
Rizzoni et al., 2006, Virdis et al., 2013).

A hipertensédo reduz o relaxamento vascular dependente de endotélio
tanto em artérias de condutdncia como em artérias de resisténcia em
praticamente todos os modelos animais de hipertensao: ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (Luscher e Vanhoutte, 1986), modelo dois rins um clipe
(Nakamura e Prewitt, 1992) e em ratos e camundongos uninefrectomizados
tratados cronicamente com acetato de desoxicorticosterona (DOCA-salt)
(Luscher et al., 1987; Silva, G. C. et al., 2016).

Também em humanos varios estudos demonstram a relacdo entre
disfuncéo endotelial e hipertenséo arterial (Treasure et al., 1992; Panza et al.,
1993). Panza e colaboradores, em 1990 foram o primeiro grupo a demonstrar
que a vasodilatacdo mediada pelo endotélio era reduzida em pacientes
hipertensos quando comparada com normotensos (Panza et al., 1990). Outros
pesquisadores também ja evidenciaram uma reducéo da resposta do fluxo da
artéria braquial quando estimulados com acetilcolina ou bradicinina em pacientes
hipertensos (Linder et al., 1990; Taddei, Virdis, Ghiadoni, Magagna, et al., 1998;

Rossi et al., 2004).

Classicamente a eNOS tem sido considerada a principal isoforma

relacionada com a disfuncéo endotelial em modelos animais (Huang et al., 1995;
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Chou et al., 1998; Sasser et al., 2004). Também ja foi verificada uma diminuicéo
da expressao dessa isoforma no pulmé&o e nos rins de pacientes hipertensos
(Giaid e Saleh, 1995; Gu e Herrera, 2010). Entretanto, ainda ndo existem
resultados que evidenciem a possivel relacdo entre a diminuicdo da expressao
e funcionalidade da eNOS e a fisiopatologia da hipertensdo arterial em arteriolas

mesentéricas humanas.

Estudos mais recentes tém indicado que além da eNOS, também a nNOS
€ expressa em células do endotélio e do musculo liso em vasos de animais
(Boulanger et al., 1998; Loesch et al., 1998; Schwarz et al., 1999) e em humanos
(Buchwalow et al., 2002; Luhrs et al., 2002; Webb et al., 2006) e contribui para a
manutencdo da homeostasia do sistema cardiovascular (Kurihara et al., 1998;

Fleming, 2003; Hagioka et al., 2005; Seddon et al., 2008; Seddon et al., 2009).

1.4 Estrutura da nNOS

A nNOS é uma enzima constituida por 4299 nucleotideos que codificam
1434 aminoéacidos (Hall et al., 1994; Boissel et al., 1998). O seu monémero &
inativo e o dimero apresenta-se como a forma ativa da enzima. Cada mondémero
é formado por dois dominios: um N-terminal (oxigenase) e outro C-terminal
(redutase). No dominio oxigenase ligam-se 0 grupo prostético heme, a
tetrahidrobiopterina (BHa4), a L-arginina e ainda o zinco que favorece a formacao
do dimero. O dominio redutase possui 3 sitios de ligacdo para a flavina
mononucleotideo (FMN), para a flavina adenina dinucleotideo (FAD) e para a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (Masters et al., 1996;

Sagami et al., 2001; Feng et al., 2014).
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1.4.1 Modulagéo intrinseca e extrinseca da atividade da nNOS

O conhecimento da regulacdo molecular da nNOS é fundamental para a
compreensao do papel fisiopatoldgico dessa enzima. Tanto fatores intrinsecos

como extrinsecos participam da regulacédo da nNOS.

Fatores intrinsecos:

Dominio auto inibitério e cauda C-terminal: uma sequéncia de 40-50
aminoacidos inserida no dominio FMN esta relacionada com a auto inibicdo da
NNOS por desestabilizacdo da ligacdo com a calmodulina (CaM) e por
conseguinte inibicdo da transferéncia de elétrons intra e inter modulos (Salerno
et al., 1997; Daff et al., 1999; Garcin et al., 2004). Da mesma forma, a nNOS
possui na sua estrutura outra sequéncia de 21-42 amino&cidos na extremidade
C-terminal também esta relacionada com a inibicdo da enzima. Esta extensdo
modula a disténcia e o angulo entre as duas flavinas na nNOS e regula o fluxo
de elétrons (Roman, Miller, et al., 2000). A remocao dessa extensao C-terminal
aumenta as taxas de transferéncia do fluxo de elétrons no dominio redutase

(Roman, Martasek, et al., 2000).

Estabilidade do dimero: Em seu estado funcional a nNOS apresenta-se sob a
forma de dimeros. Sem esse evento, o transporte de elétrons e a formacéo de
produtos pela nNOS n&o ocorre (Stuehr, 1997). A formacdo dessa estrutura
dimérica envolve a participacdo de residuos de amino4cidos presentes no
dominio oxigenase que formam um "gancho" e atravessam até o dominio
oxigenase da outra subunidade para ajustar a conformacgéo dos dimeros (Crane
et al., 1998). Além disso, para a estabilizacdo da forma dimérica da nNOS

participam o zinco, as liga¢ges dissulfeto formadas por residuos de cisteina e
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também da ligagdo do BH4 (Hemmens et al.,, 1998; Hemmens et al., 2000;

Kamada et al., 2005).

Fatores extrinsecos:

Fosforilacdo: Tém sido demonstrado que a fosforilacdo da nNOS em diferentes
locais é um importante fator para sua ativacao/inativacéo. A fosforilagédo de sitios
importantes da nNOS tem sido regulada por varias fosfatases e quinases,
incluindo a proteina quinase A (PKA), as CAM-quinases (CAM-KI e CaMKIll), a
proteina quinase C (PKC) e a fosfatase 1. Tanto a CAM-KI como a CaM-KII
fosforilam os residuos de Ser741 e Ser852, respectivamente, resultando em
menor atividade enzimatica através da inibicdo da ligacdo com a CaM (Song et
al., 2004). Ja a fosforilagéo nos residuos de Ser1412 (em ratos) ou Ser1212 (em
humanos) esta associada com o aumento da atividade de nNOS (Chen et al.,

2000; Adak et al., 2001).

Complexo Ca?*/CAM: O aumento da concentracéo de calcio intracelular [Ca?*]i
e sua posterior ligacdo a CaM é o principal evento modulador da ativacdo da
NNOS (Bredt e Snyder, 1990). O primeiro passo da ativacdo consiste na ligacéo
do Ca?* no dominio C-terminal da CaM. Na sequéncia, o dominio C-terminal da
CaM liga-se a nNOS. Entéo, de maneira semelhante, o Ca?* se liga ao dominio
N-terminal da CaM, que também interage fisicamente com a nNOS. Esta ultima
etapa provoca a ativacdo da nNOS pelo deslocamento do dominio auto inibitorio
da enzima. Quando os niveis intracelulares de Ca?* diminuem, a CaM dissocia-

se da nNOS, e a enzima torna-se novamente inativa (Weissman et al., 2002).

Dominio PDZ: O dominio PDZ da nNOS tem cerca de 80-120 aminoacidos

localizados na porgéo terminal NH2. Esse dominio participa na formagéo de
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dimeros da nNOS e interage com outras proteinas em diferentes regibes da
célula (Roman et al., 2002). Em um estudo realizados para avaliar 0s possiveis
ligantes para o dominio PDZ da nNOS foi revelado que essa regido se liga a
peptideos que terminam com residuos &cido aspartico-X-valina (Asp-X-Val).
Além disso, os receptores de glutamato e de melatonina (Stricker et al., 1997,
Cui et al., 2007), e a isoforma muscular da fosfofrutoquinase, uma proteina que
se liga a nNOS tanto no cérebro quanto no musculo esquelético (Firestein e
Bredt, 1999) também foram apontadas como possiveis proteinas que interagem

com o dominio PDZ da nNOS.

1.5 Produtos gerados pela nNOS

A sintese do NO através da L-arginina é catalisada pela nNOS em duas etapas:
a hidroxilacdo da L-arginina gerando o intermediario N“-hidroxi-L-arginina
(NOHA), que é entédo oxidado obtendo-se NO e L-citrulina (Papale et al., 2012).
No primeiro passo, o NADPH transfere elétrons para o FAD e FMN, que tém a
capacidade de reduzir o oxigénio molecular para superoxido (O2") (Figura 3). Ao
mesmo tempo, um elétron da flavina-mononucle6tideo (FMNH¢) reduz o grupo
heme (Fe®* a Fe?*). A reducéo tanto do Fe3* e do Oz permite ligacdo de ambos
resultando na formac&o do complexo O2-Fe?*. O elétron desse complexo alterna
entre Fe?* e Oz, resultando no complexo O2--Fe®*. Na deficiéncia de L-arginina
ou de NOHA, O2+-Fe®* transfere um elétron para O: liberando o superéxido (O2"
). Estudos revelaram que o grupo heme presente no dominio oxidase da nNOS
€ responsavel por 90% da formacdo do O2+ (Yoneyama et al., 2001).
Alternativamente, o intermediario O2--Fe3* pode receber um elétron, formando

O2-Fe3* que interage com H* e libera H202 e Fe®*
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Para que a catalise da L-arginina seja possivel, a presenca do cofator BHs &
indispensavel. Os elétrons do BH4 sdo responsaveis pela formacdo de peroxi
complexos (Fe**-O0H") com consequente hidroxilacdo de L-arginina, resultando
na formacédo de NOHA e regeneracédo de Fe3* a partir do grupo heme. Na etapa
seguinte, NOHA participa novamente de um outro ciclo de oxidag&o-reducéo,
ligando-se a Fe®* que vai receber mais elétrons do grupo redutase, resultando
na clivagem do NOHA e liberacdo de agua, L-citrulina e NO (Abu-Soud et al.,
1994; Abu-Soud et al., 2000; Rosen et al., 2002).

Portanto, durante o ciclo enzimético de formacao do NO, a nNOS também
gera H202 e Oz~ (Figura 3). A producéo dessas substancias por essa isoforma
pode ocorrer mesmo em concentragdes saturantes de L-arginina ou NOHA nas
etapas antes da formacédo de NO (Rosen et al., 2002; Tsai et al., 2005; Weaver

et al., 2005).
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Figura 3. Producdo de 6xido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio (H202), e
superoxido (O2™) pela isoforma neuronal (nNOS). Representacédo do fluxo de
elétrons entre os dominios redutase e oxidase de nNOS. Fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) transfere elétrons para o
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), o mononucleétideo de flavina e
adenina (FMN) no dominio redutase. Neste processo, 0 oxigénio recebe
elétrons, sendo convertido em superéxido (O2-). Na presenca de Ca?*/CaM os
elétrons do dominio redutase sdo transferidos ao ferro (Fe?*) do grupo heme,
reduzindo-o. Durante a alternancia eletrénica no grupo heme, é produzido Hz202,
com consequente liberacdo de Fe®*. Na presenca de BH4 e NADPH, um grupo
nitrogenado € inserido na L-arginina, gerando o intermediario N® - hidroxi-L-
arginina, que é depois convertido em NO e L-citrulina (adaptado de Costa et al.

2016).
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1.6 Acao vasodilatadora do H20:2

O H202 tem sido apontado como um EDHF em diferentes vasos de
resisténcia como artéria mesentérica humana (Matoba et al., 2002; Matoba e
Shimokawa, 2003), artéria cerebral de caes, gatos e ratos (Barlow e White, 1998;
lida e Katusic, 2000; Lacza et al., 2002), e coronaria canina, suina e humana
(Barlow e White, 1998; Miura et al., 2003; Yada et al., 2003). O papel do H20:2
como um fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) em vasos de condutancia

foi sugerido pela primeira vez pelo nosso grupo (Rabelo et al., 2003).

Gil-Longo e Gonzalez-Vazquez evidenciaram em 2005 distintas respostas
para o H202 exdégeno em anéis da aorta de ratos. Em baixas concentragfes, o
H202 exdgeno provoca uma resposta vasoconstritora dependente de
ciclooxigenase seguido por uma dilatacdo dependente do endotélio relacionada
com a ativacdo de canais para potassio e liberacdo de NO. Além disso, também
foi verificado uma dilatacéo independente do endotélio relacionada a ativagéo de
canais para potassio presentes no musculo liso (Gil-Longo e Gonzélez-Vazquez,
2005). Respostas semelhantes foram obtidas em artérias mesentéricas de rato
em que o H202 exdgeno também apresentou efeito dual: vasoconstritor e

vasodilatador em diferentes concentragdes (Gao et al., 2003).

Também ja foi verificado que a resposta vasodilatadora promovida pelo
H202 enddgeno e dependente do endotélio pode estar relacionada com
mecanismos semelhantes aos do NO. Uma maior dilatacdo dependente do
endotélio foi observada em artérias mesentéricas de coelhos estimuladas com
ACh guando esses vasos eram incubados com SOD (Itoh et al., 2003). Esse
efeito era eliminado pela adicdo de catalase ou L-N®-nitro-L-arginina (L-

NOARG). Além disso, no mesmo trabalho a dilatacéo independente do endotélio
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induzida por um doador de NO foi aumentada na presenca de SOD e inibida com
catalase (Itoh et al., 2003). Outro trabalho também mostrou que a catalase
alterava a resposta dependente de endotélio da artéria femoral de ratos quando
estimulada com ACh e que esse efeito era eliminado pelo (L-NAME) (Leung et
al., 2006). Os resultados obtidos nesses estudos reforcam a teoria de que H20:2
promove vasodilatagdo através de mecanismos celulares semelhantes aos da

via do NO.

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa foram os primeiros a evidenciar a
importancia do H202 derivado da éxido nitrico sintase neuronal (NNOS) e o seu
papel no relaxamento vascular endotélio dependente. N6s mostramos que a
NNOS € expressa no endotélio tanto na aorta como na mesentérica de
camundongo. Mostramos ainda que o estimulo desses vasos com acetilcolina
promove aumento na producdo de H202 e que tanto a inibicdo seletiva
farmacolégica como o silenciamento da nNOS sdo capazes de diminuir o
relaxamento vascular e a producdo de H202 nesses vasos. Além disso,
evidenciamos que o H202 derivado da nNOS tem participacdo importante na
disfuncdo endotelial encontrada em modelos animais de aterosclerose e
hipertenséo arterial (Capettini et al., 2008; Capettini et al., 2010; Silva, G. C. et

al., 2016).

O papel do H202 derivado da nNOS na func&o vascular, bem como, na
disfungcéo endotelial nas doencas cardiovasculares em humanos permanece

desconhecido.

s

Considerando que a hipertensdo arterial € uma doenga de grande

incidéncia/prevaléncia em todo o mundo e que parte significativa da populacao
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diagnosticada ndo consegue ter o controle adequado dos niveis pressoricos,
acreditamos que o entendimento de outros fatores e vias que possam estar
relacionadas com a sua fisiopatologia torna-se de fundamental importancia.
Além disso, sabendo que o conhecimento de um novo papel para a via
NNOS/H202 vem sendo estudado e que pouco se sabe sobre a sua influéncia
durante o controle e o ndo controle adequado dos niveis pressoricos, levantamos
a hipotese de que esta via influencia a resposta vascular durante a hipertensao

arterial em pacientes hipertensos controlados e ndo controlados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o papel da via nNOS/H202 em ramificagbes da artéria
mesentérica humana e, avaliar o seu envolvimento no controle da hipertenséo

arterial.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar o perfil demografico e antropométrico, perfil bioquimico e
principais anti-hipertensivos utilizados pelos pacientes do estudo.

» Avaliar a contribuigcéo relativa do NO e do H202, no relaxamento induzido
por acetilcolina na artéria mesentérica humana.

= Avaliar a contribuigcdo relativa da eNOS e da nNOS no relaxamento
induzido por acetilcolina na artéria mesentérica humana.

= Dosar 0 H202 nos vasos dos 3 grupos experimentais: (normotensos,
hipertensos controlados e hipertensos néo controlados).

= Dosar o NO nos vasos dos 3 grupos experimentais.

= Determinar a expressdao da eNOS e nNOS nas ramificagdes da artéria
mesentérica humana.

= Determinar o grau de fosforilagdo da eNOS e da nNOS como indice de
funcionalidade das enzimas.

» Localizar a expressédo da eNOS e nNOS nos cortes de mesentérica dos 3

grupos estudados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais foram submetidos a analise do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo CAAE:
03885312.0.0000.5149). Todos o0s pacientes que participaram deste estudo
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Os dados dos
pacientes como idade, sexo, doencas associadas, uso de medicamentos, dados
relativos ao pré e pés-operatério foram obtidos posteriormente aos experimentos
0 que permitiu que os mesmos fossem realizados de maneira cega. Os dados

dos pacientes foram preservados de forma a manter a ética e o sigilo.

3.2 Classificacdo dos 3 grupos de pacientes

Foram avaliados 67 individuos, subdivididos em 3 grupos: pacientes
normotensos (30 individuos), pacientes hipertensos controlados (19 individuos)
e pacientes hipertensos ndo controlados (18 individuos). Os critérios para

selecdo inicial dos grupos estédo descritos a seguir:

= Grupo normotenso: Pacientes que receberam o diagndstico clinico de
normotenso, ndo apresentam sinais e ou sintomas de doencga arterial
hipertensiva nem faziam uso de terapéutica anti-hipertensiva e
apresentavam durante o tempo de internacdo pressdes sistolica e

diastoélica < 140/90 mmHg.

= Grupo hipertenso controlado: Pacientes que receberam o diagndstico

clinico da hipertensdo arterial faziam uso de pelo menos um anti-
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hipertensivo e possuiam valores pressoricos no periodo de internacédo de
(< 140/90 mmHg). Apenas trés pacientes desse grupo faziam uso de
monoterapia, todos os demais faziam uso de mais de um farmaco anti-

hipertensivo.

» Grupo hipertenso n&o controlado: Pacientes que receberam o
diagndstico clinico de hipertensdo arterial e que permaneceram com a
pressao sistdlica = 140 mmHg e/ou pressado diastolica =2 90 mmHg no
tempo de internacao e na vigéncia do uso de pelo menos um farmaco anti-
hipertensivo. Apenas um paciente desse grupo fazia uso de monoterapia,

todos os demais faziam uso de mais de um farmaco anti-hipertensivo.

Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo aqueles pacientes que apresentavam
diagndstico de normotensdo, mas apds a analise do prontuario os dados de
pressao arterial mostravam que no tempo de internacdo os niveis pressoéricos
ndo se encontravam controlados. Além disso, pacientes que faleceram por
motivo relacionado a doenca cardiovascular ou apresentavam no seu historico
de internacdo alguma comorbidade relacionada (ex. infarto do miocardio,

insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular encefalico).
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3.3 Modelos vasculares

Utilizaram-se arteriolas de resisténcia isoladas do leito mesentérico humano
obtidas de material do descarte de cirurgias de cancer gastrointestinal realizadas
no Hospital Alberto Cavalcanti. As arteriolas mesentéricas foram dissecadas de
parte do omento do pé do Y de roux de cirurgias paliativas onde o grau de
disseminacdo do tumor era pouco significativo. As margens cirdrgicas
respeitaram a distancia de 2 cm de tecido macroscopicamente livre de neoplasia
nos casos de cancer gastrico precoce e de 5 cm nos tumores avancados. O
procedimento cirdrgico envolveu sempre a resseccado tumoral, dos ganglios
linfaticos perigastricos e de todos os ganglios linfaticos que acompanham as

artérias que nutrem o estdémago (resseccao D2).

3.3.1 Armazenamento dos vasos

Apds o procedimento cirdrgico realizado nos pacientes do Hospital Alberto
Cavalcanti os vasos retirados dos pacientes envolvidos na pesquisa, foram
colocados em solucédo de PSS (Physiologic Salt Solution) gelada e rapidamente
transportados ao laboratério. Para realizacao dos experimentos de Western blot,
os vasos foram dissecados, congelados e mantidos em um freezer -20°C. Os
vasos utilizados para microscopia de fluorescéncia foram incluidos em meio de
conservacdo de tecidos Tissue-Tek OCT® e congelados para posteriormente

serem cortados no criostato.
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3.4 Experimentos de reatividade vascular

3.4.1 Montagem dos anéis de artérias de resisténcia do leito mesentérico

ApoOs a chegada ao laboratorio, o leito arterial mesentérico humano, foi dissecado
e anéis com comprimento de aproximadamente 2,0 mm foram obtidos. Estes
segmentos foram montados em um midgrafo para microvasos como descrito por
(Garcia et al., 2016) com modificacdes, mantidos em um banho para érgaos
contendo solucdo de PSS com a seguinte composi¢cado (mM): 119 NaCl, 4,7 KCl,
0,4 KH2POa4, 14,9 NaHCOs, 1,17 MgSOa4, 2,5 CaClz e 5,5 glicose, aquecida a
37°C e aerados constantemente por uma mistura gasosa contendo 95% O2 e 5%
CO2. Apl6s a montagem, os aneéis foram submetidos a uma tenséo de repouso
de 2,0 mN, regulada na primeira hora do experimento para estabilizacdo da
preparacdo. A atividade mecéanica foi medida isometricamente através de
transdutores de forca. A presenca de endotélio funcional foi avaliada através do
relaxamento induzido pela acetilcolina (10 puM; Sigma®, USA) nos vasos pré-

contraidos com noradrenalina (10 uM; Sigma®, USA).

3.4.2 Participacdo da eNOS e da nNOS na resposta vasorelaxante a
acetilcolina
Curvas concentragao-resposta cumulativas foram construidas com a acetilcolina
(0,001 - 100 uM) nos vasos pré-contraidos com noradrenalina (10 pM) para
avaliar a capacidade vasorelaxante dos vasos dos 3 grupos de pacientes. Apos
30 minutos de lavagem, os anéis foram pré-incubados por 30 minutos com L-N©-
Nitroarginine methyl ester (hydrochloride) (L-NAME, 300 uM, Sigma®, USA),
inibidor néo seletivo para oOxido nitrico sintases, (4S)-N-(4-Amino-5

[aminoethyl]aminopentyl)-N'"-nitroguanidine, (Inibidor 1, 5uM; Calbiochem®, USA;
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inibidor seletivo para nNOS [Constante de inibicdo: (eNOS= 314 uM), (iNOS=39
pM) e (NNOS=0,12 uM)]. Em seguida, na presenca dos inibidores, curvas
concentragcdo-resposta cumulativas para acetilcolina foram novamente
realizadas nos vasos pré-contraidos com noradrenalina. Os resultados obtidos

foram comparados com as respostas vasorelaxantes na auséncia dos inibidores.

3.4.3 Avaliacao do efeito relaxante em resposta a acetilcolina e participacao
do H20:2

Inicialmente foram realizadas curvas concentracdo-resposta cumulativas para
acetilcolina (0,001-100 pM) nos vasos dos diversos grupos pré-contraidos com
noradrenalina (10 uM). Em seguida, avaliamos a participacao do H202 endégeno
no efeito vasodilatador induzido pela acetilcolina. Para tal, os vasos foram
incubados por 30 minutos com catalase (6400 UI/mL, Sigma®, USA), enzima que
decompde o H202em H20 e O2. O protocolo de contracdo com noradrenalina e
relaxamento com acetilcolina foi repetido e ambas as curvas concentracao-

resposta foram comparadas entre si.

3.5- Determinacado da expressao proteica da eNOS e nNOS por Western
blot

A técnica de Western blot foi realizada como previamente descrito por (Capettini

et al., 2008), com modificacdes. As arteriolas mesentéricas dos 3 grupos de

pacientes foram devidamente dissecadas, congeladas e armazenadas

individualmente a -20°C. Posteriormente, as arteriolas foram, entéo,

homogeneizadas em homogeneizador de tecidos tipo turrax (Marconi®, Brasil)

em presenca de tampao de lise (NaCl 150 mM; Tris 50 mM, EDTA.2NA 5 mM,
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MgCl2 1 mM) acrescido de 0,3 % de Triton X-100, 0,5 % SDS e cocktail de
inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma). Os tecidos foram homogeneizados
a uma proporcéao de 30 mg de tecido por 100 pl de tampéo de lise enriquecidos
com o cocktail de inibidores de proteases. Apds 0 processamento, as amostras
foram centrifugadas a 8.000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado
e congelado a -20 °C para posterior utilizacdo. A quantificacdo de proteinas das
amostras foi mensurada de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976).
Foram aplicados 30 pg de proteina em gel de SDS-PAGE (sodium
dodecyl(lauryl) sulfate-poliacrilamida) a 7,5 %. As proteinas foram transferidas
para membrana de nitrocelulose, lavadas em &gua destilada e colocadas por 1
hora em solugéo de bloqueio (TBS-Tween 0,1% mais 3 % de albumina). As
membranas, entdo, foram incubadas com anticorpos apropriados nas diluicbes
adequadas. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-nNOS
(1:1000; policlonal feito em coelho, Santa Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz,
CA, EUA), anti-eNOS (1:2000; policlonal feito em coelho, Santa Cruz
Biotechnology Inc-Santa Cruz, CA, EUA) e anti-GAPDH (1:3000; monoclonal
feito em camundongo, Millipore®). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS
contento 0,3 % de Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por 3 vezes) e incubada
com o anticorpo secundario conjugado a “peroxidase horseradish” (1:5000, anti-
cabra IgG-HRP e anti-coelho 1gG-HRP, Sigma, St.Louis, MO) diluido em 1% de
albumina em TBS-T. As bandas protéicas foram visualizadas com auxilio de um
kit de quimiluminescéncia ampliada (kit ECL plus-Amersham Biosciences do
Brasil Ltda). A intensidade das mesmas foi avaliada por analise densitométrica

através do software Image J 1.46 (National Institute of Health, Bethesda-MD,
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EUA). Os valores das intensidades das bandas obtidos foram normalizados

pelos valores das analises de GAPDH de cada amostra.

3.5 Determinacéo dafuncionalidade da eNOS e da nNOS por Western blot

As amostras foram coletadas, processadas, separadas por eletroforese e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose de acordo com a metodologia
descrita acima para o Western blot das isoformas n&o-fosforiladas. Entretanto,
para se evitar a desfosforilacdo dos residuos de aminoacidos avaliados, foram
acrescidos ao tampao de lise inibidores de fosfatase (NaF 20 mM, NasVOas 0,1
mM) ao processamento das amostras. Apds os procedimentos de bloqueio
padrao, foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-fosfo-eNOS-Serl1177
(1:1000; policlonal feito em cabra; Santa Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz, CA,
EUA) e anti-fosfo-nNOS-Ser852 (1:1000; policlonal feito em coelho, Santa Cruz
Biotechnology Inc-Santa Cruz, CA, EUA). Os valores das intensidades das
bandas obtidos foram normalizados pelos valores das andlises das isoformas

totais de cada amostra.

3.6 Imunolocalizacdo da eNOS e da nNOS em cortes de vasos por
microscopia de fluorescéncia

A imunolocalizacdo da eNOS e da nNOS foi realizada com modificacbes

conforme (Aires et al.,, 2013). Arteriolas mesentéricas dos pacientes foram

dissecadas, incorporadas em meio para congelamento de tecidos (Tissue-tek,

optimum cutting temperature-OCT- compound, Sakura®) e congeladas a -20 °C.

Posteriormente, foram feitos cortes de 10 um de espessura em criostato. As

secc¢Oes foram, entdo, fixadas com acetona PA gelada por 15 minutos, seguido
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de permeabilizacdo com 0,1% de Triton X-100 em PBS por 15 minutos. As
ligacBes inespecificas foram bloqueadas com 3 % de albumina em PBS por 30-
45 minutos. Em seguida os cortes foram incubados com anticorpos anti-eNOS
(1:100; policlonal feito em coelho, Santa Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz, CA,
EUA), anti-nNOS (1:100; policlonal feito em coelho, Santa Cruz Biotechnology
Inc-Santa Cruz, CA, EUA) e o marcador de células endoteliais PECAM (1:100;
policlonal feito em cabra, Santa Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz, CA, EUA)
por 1 hora, em camara fria e Umida. Apés lavagens, os cortes foram incubados
com os anticorpos secundarios especificos (Alexa fluor-488) ou (Alexa fluor-633)
por 1 hora em camara fria e ao abrigo da luz. Apés lavagens, as laminas
receberam meio de montagem contendo 4’,6’-diamino-2-fenillindol (DAPI; para
marcacdo dos nucleos da célula) e foram cobertos com laminula. Uma vez
montadas, as laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia Nikon
Eclipse Ti com excitacdo a 488 nm e emissdo a 505-550 nm para detecc¢éo do
Alexa fluor-488, excitacdo a 633 nm e emissao a 650 nm para deteccdo do Alexa
fluor-633, seguido pela excitacdo a 258 nm e emisséo a 461 nm para deteccao
do DAPI. As imagens adquiridas no microscépio de fluorescéncia foram

processadas e analisadas pelo software Zeiss LSM Image Browser 4,2.

3.7 Producéo de NO por DAF-FM

O protocolo de dosagem de NO foi realizado conforme (Silva, J. F. et al., 2016),
com modificacdes. Para a avaliacdo da producdo de NO foi utilizada a sonda
fluorescente diaminofluorescein 4,5-diacetato (DAF-2, Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA). Anéis da artéria mesentérica humana foram incorporados em
meio de congelamento e seccdes transversais (10 um) foram obtidas utilizando

criostato. As laminas foram equilibradas durante 10 minutos em tampéao de
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fosfato (0,1 mM, pH = 7,4) contendo CaClz (0,45 mM). Em seguida, as secc¢des
foram incubadas com DAF-2 (10 pmol/L) numa camara umida sob o abrigo da
luz, a 37 °C. Apo6s 25 minutos de incubacao, as secc¢des de cada artéria foram
estimuladas com tampéo contendo ACh, (10 umol/L) ou sem ACh (basal), por 10
minutos. As imagens digitais foram adquiridas com microscopio de fluorescéncia
(Nikon Eclipse Ti) equipado com filtro de fluoresceina e camera EMCCD Luca
EMR (Andor Technology, EUA), utilizando objetiva de 60x. A intensidade da
fluorescéncia foi medida usando o programa Image J 1,46 (NHI). A intensidade
da fluorescéncia foi expressa como o delta da estimulacdo com ACh menos a

intensidade da fluorescéncia do corte no estado basal.

3.8 Dosagem de peroxido de hidrogénio por fluorimetria

Para a dosagem da producdo de peroxido de hidrogénio foi utilizado como
marcador a sonda 2’,7’ diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA). Os anéis
de mesentérica humana foram acondicionados em solucdo de PSS com DCF-
DA, por 30 minutos, mantidos a 37 °C, em banho seco. Posteriormente, 0s vasos
foram lavados em solucéo de PSS sem DCF-DA, por 10 minutos. A avaliacao da
producéo basal do H20: foi realizada ap6s a lavagem do vaso. Em seguida, o
vaso foi estimulado por 10 minutos com a ACh, na presenca ou auséncia de
catalase (2400U/ml), L-NAME (300uM), Inibidor 1 (5uM) ou TRIM (100 e 300
pMM). Para a mensuracdo do peroxido de hidrogénio, foi utilizado 100 pL de
perfusato pipetados em microplacas de 96 pocos (Axygen®). A leitura foi
realizada em fluorimetro (FluoroScan Ascent FL-Thermo Cientific) com excitacéo
a 485 nm e emisséo a 538 nm. A reagao se processou em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. As leituras obtidas de cada experimento foram normalizadas

pelo peso seco de cada anel de mesentérica. A intensidade da fluorescéncia foi
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expressa como o delta da estimulagdo com ACh menos a intensidade da

fluorescéncia basal com ou sem o uso de inibidores.

3.9 Andlise estatistica e expressdo dos resultados

Os calculos e analises estatisticas foram realizados utilizando-se o programa
Graph Pad Prism 4.2. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da meédia (EPM). As curvas concentracdo-resposta cumulativas foram
analisadas ponto-a-ponto através do método two-way ANOVA para medidas
repetidas, seguidas de testes de comparacdo do tipo Bonferroni. Todos os
demais resultados foram calculados pelo método one-way ANOVA seguida do
teste de Newman-Keuls. O Emax calculado foi definido como a resposta maxima
produzida pela droga analisada. O delta da area sob a curva (AAUC) foi
calculado como a diferenca entre as areas das curvas de concentracao-resposta
na auséncia e na presenca dos inibidores. Os dados de Western blot foram
normalizados pelos resultados de GAPDH de cada amostra para avaliacao total
de cada uma das isoformas analisadas nesse trabalho. Para a avaliacdo da
funcionalidade as isoformas fosforiladas da eNOS e da nNOS foram
normalizadas pela expressao total de cada uma das suas respectivas isoformas
totais. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram analisadas de acordo
com a intensidade de fluorescéncia por area. Os resultados foram considerados

significativos quando P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas, antropométricas, dados laboratoriais e
principais farmacos utilizados pelos pacientes

As caracteristicas demograficas e antropométricas dos 3 grupos de
pacientes estudados (normotensos, hipertensos controlados e ndo controlados)
estdo expressos na (Tabela 2). A tabela mostra os valores de pressao sistdlica
e presséao diastdlica obtidos por método auscultatério com esfigmomanémetro.
Os grupos de pacientes normotensos e hipertensos controlados apresentaram
resultados proximos aos valores ideais de pressao arterial preconizados pelos
guias internacionais de hipertensédo (120/80mmHg). Os pacientes hipertensos
nao controlados, mesmo fazendo uso de pelo menos um anti-hipertensivo,
apresentam valores pressoricos acima de (140 e/ou 90 mmHg). A média dos
valores de pressao arterial sistélica e diastélica dos hipertensos nédo controlados
foi maior que dos pacientes normotensos e hipertensos controlados. Entre esses
dois ultimos grupos citados, ndo foram encontrados diferencas nas médias dos
valores presséricos. Com relacdo a frequéncia cardiaca, idade e indice de massa
corporal (IMC) ndo foram observadas diferencas entre os 3 grupos de pacientes.
No mesmo quadro € relatado o numero de individuos fumantes e/ou que fazem
uso de alcool tanto para pacientes normotensos como em pacientes hipertensos

controlados e nao controlados.
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Tabela 2: Dados demogréficos e antropométricos dos 3 grupos analisados:

pacientes normotensos, hipertensos controlados e nao controlados.

Pacientes

Numero total
Masculino
Feminino
Idade
Pressao
Sistélica
(mmHg)
Pressao
Diastdlica
(mmHg)
Frequéncia
Cardiaca
(b.p.m)
Tabagistas
Etilistas
indice de
Massa

Corporal (IMC)

Normotensos

30

15

15
59,15 + 2,57

1145+1,25

74,07 +£1,29

79,34 +1,82

10
3

24,77+1,04

Hipertensos
controlados

19

8

11
67,53 +2,55

111,7+£1,52

73,26 £ 2,11

78,47 +1,84

2
2

23,99+0,96

Hipertensos
nao
controlados
18
6
12
61,39 £ 2,75

151.6 £ 1.8***

91.53 +
1.72%**

80,71 + 2,05

.
4

25,05+1,57

Valores de
referéncia

<140 mmHg

<90 mmHg

60-80 bpm

<185e>
25.0

b.p.m: batimentos por minuto.

***p<0.001

Os resultados das andlises bioquimicas dos 3 grupos de pacientes estao

listados na (Tabela 3). A faixa de referéncia nos guias de andlises de exames

laboratoriais geralmente é diferente para homens e mulheres. No presente

estudo os valores de referéncia foram considerados relativos a uma faixa que

englobasse tanto homens quanto mulheres.

Todos os 3 grupos de pacientes mostraram valores de hematdcrito e

hemoglobina abaixo dos valores de referéncia. O hematocrito € a porcentagem

de massa de hemacias em relacdo ao volume sanguineo, valores baixos podem

indicar um possivel quadro de anemia. A hemoglobina € uma proteina presente
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nas hemacias responsavel pelo transporte de oxigénio no corpo humano. As
alteracdes encontradas para essas duas andlises podem estar relacionadas ao
fato dos pacientes apresentarem cancer gastrointestinal o que geralmente leva
a perda de peso, pequenos sangramentos e, consequentemente, perda de
hemd@cias instalando um quadro leve de anemia.

Os dados séricos de creatinina, ureia e lactato dos pacientes hipertensos
ndo controlados encontrados nas andlises laboratoriais estdo acima dos valores
de referéncia. Tanto a creatinina como a ureia sdo substancias presentes na
corrente sanguinea que podem ser dosadas quando se pretende avaliar a funcéo
renal. Alteragdes significativas nessas duas substancias séo a principal forma de
diagnosticar precocemente o mau funcionamento dos rins. O aumento tanto de
ureia como de creatinina nesse grupo de pacientes pode estar relacionado com
alteracdes na funcao renal (lesdo de érgado-alvo), o que estaria relacionado ao
ndo controle dos niveis presséricos dos pacientes desse grupo. JA 0 aumento
sérico do lactato na circulagcdo sanguinea dos pacientes hipertensos nao
controlados pode indicar uma diminuicdo da capacidade oxidativa e hipdxia
tecidual nesse grupo de pacientes. Além de acima dos valores de referéncia
assinalados pelos guias de andlise laboratorial, os dados para creatinina, ureia
e lactato foram estatisticamente maiores para individuos hipertensos nao
controlados que nos outros dois grupos.

Ainda po6de-se verificar que todos os 3 grupos de pacientes possuem
valores séricos de proteina C reativa acima dos valores de referéncia (1-10
mg/L). Os individuos normotensos, apesar de possuirem valores bem acima dos
ideais, apresentaram os menores valores para esse marcador inflamatério dos 3

grupos analisados. Além disso, os dados obtidos mostraram que os valores de
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proteina C reativa sdo semelhantes tanto para pacientes hipertensos controlados

quanto para hipertensos ndo controlados, indicando que o controle dos niveis

pressoricos, possivelmente, ndo altera o quadro relacionado a esse marcador

inflamatoério sistémico. Os dados de soédio, potassio, magnésio e glicemia

encontram-se dentro da faixa de referéncia nos 3 grupos avaliados.

Tabela 3: Valores bioquimicos dos pacientes normotensos, hipertensos

controlados e nao controlados.

Pacientes

Normotensos Hipertensos

controlados

Hipertensos
N&o

controlados

Valores de

referéncia”

Hematocrito 3484+145 33.08+1.18 3294 +1.46 35-47%
Hemoglobina  11.59 + 0.41 11.1+£ 047 10.81 +£0.48 14-18g/dL
Creatinina 0,77 +0.056 0,87 +0.104 1.62 £ 0.62* 0.5-1.2mg/dL
Uréia 26.11+1.729 37.27+4.51 47.34 + 1.23* 15-45mg/dL
. 137-145
Saodio 138.4+1.64 138.2+2.26 138.2+2.21
mmol/L
35-5.1
Potassio 414 +0.11 3.97 +0.17 4.46 +0.15
mmol/L
_ 1.6-2.3
Magneésio 1.89 +0.07 1.87 £0.05 1.96+0.14
mmol/L
0.7-2.1
Lactato 1.52+0.13 148 +0.1 2.80 + 0.50*
mmol/L
Proteina C 59.73 +
_ 115 +21.78 102.4 +12.96 1-10 mg/L
reativa 14.24*
Glicemia 108.3+9.424 97.94 + 4.07 107.2 +6.814 70-140 mg/dL
*p<0.001

#0Os valores de referéncia sdo relativos a uma faixa em que compreende tantos
valores bioquimicos para homens quanto mulheres.
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A (Tabela 4) apresenta a relacdo dos principais anti-hipertensivos
utilizados pelos pacientes hipertensos controlados e nao controlados. Os dados
mostram que o perfil de agentes anti-hipertensivos utilizados por esses dois

grupos de pacientes ndo apresenta diferencas consideraveis.

Tabela 4: Numero total de pacientes hipertensos controlados e ndo controlados
que utiliza determinada classe de anti-hipertensivos e porcentagem
correspondente ao numero total de pacientes de cada grupo.

Hipertensos Hipertensos

Pacientes nao
Controlados (19) controlados
(18)
0, o)
Inibidores da ECA 7(36.84 %) 6(33.33 %)
S 13 (68.42 %) 9 (50 %)
Diuréticos
5(26.31 % 6 (33.33 %
Beta-Bloqueadores ( ) ( )
: o 1 (5.26 % 3 (16.66 %
Blogueadores de Canais de Calcio ( ) ( )
. 7 (36.84 %) 10 (55.55 %)
Antagonistas de receptores AT1
0 (0 %) 1 (5.55 %)

Agonista alfa-2-adrenérgico

4.2 Avaliagdo da funcao endotelial na presenca e auséncia de inibidores

Curvas concentracéo-resposta a ACh (0,001 - 100 uM) foram realizadas
em ramificagcfes do leito arterial mesentérico humano nos 3 grupos de pacientes
(Figura 4). Os dados de reatividade vascular mostraram que a artéria
mesentérica dos pacientes normotensos e a dos hipertensos controlados

apresentaram relaxamento semelhante (Emax= 88,26 % + 2,33 e 82,68 % +
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2,29). No entanto, a artéria mesentérica dos pacientes hipertensos nao
controlados (Emax = 52,94 % * 2,29) apresentaram acentuada disfuncéo
endotelial relacionada a resposta vasodilatadora dependente do endotélio

estimulada com ACh.

N)
<

I
e

LS

(%) Relaxamento
»
o

B Normotensos n=5
@ Hipertensos controlados n=7
100 @ Hipertensos nao controlados n=5

8 7 6 5 4 3
Aceticolina (10* mol/L)

Figura 4: Efeito da acetilcolina no relaxamento vascular na artéria
mesentérica de pacientes normotensos, hipertensos controlados e
hipertensos nao controlados. Cada ponto representa a média + EPM de
5 - 7 pacientes. *** p < 0,001. (Two-way ANOVA com pods-teste de
Bonferroni).
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4.3 Participacdo da via das oxido nitrico sintases (NOS)

Conforme m as Figuras 5A, 5B e 5C, o L-NAME (300 uM), reduziu
significativamente o relaxamento induzido pela ACh na artéria mesentérica dos
3 grupos analisados. Esses dados demonstram que a NOS é uma enzima chave
no controle da fungéo vascular no leito mesentérico humano tanto para pacientes
normotensos, como hipertensos controlados e néo controlados. Os dados do
delta da area sob a curva na presenca do L-NAME (Figura 5D) sugerem que as
NOS tem uma importancia mais significativa para o relaxamento vascular
induzido por ACh na artéria mesentérica do grupo de pacientes hipertensos néo

controlados do que na artéria mesentérica dos outros dois grupos analisados.
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Figura 5: Efeito do L-NAME (300 pM) no relaxamento induzido por
acetilcolina nas ramificagc6es da artéria mesentérica dos 3 grupos de
pacientes. Curvas concentragao-resposta de acetilcolina na auséncia ou
na auséncia do L_NAME nos vasos dos pacientes normotensos (A),
hipertensos controlados (B) e hipertensos n&o controlados (C). (D) Delta da
area sob a curva (AUC) calculado a partir de A, B e C. Cada ponto
representa a média £+ EPM de 7 - 9 pacientes. * p< 0,05; *** p < 0,001.

4.4 Participagdo da via da oxido nitrico sintase neuronal (nNOS)

Com o objetivo de investigar a participacdo da Oxido nitrico sintase
neuronal (NNOS) no relaxamento vascular estimulado com ACh usamos o
Inibidor 1 (5 uM). Nossos resultados mostraram que o Inibidor 1 reduziu de
maneira significativa o relaxamento induzido pela ACh na artéria mesentérica

tanto de pacientes normotensos como de hipertensos controlados e nao
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controlados (Figuras 6A, B e C). A Figura 6D mostra que existe um maior
envolvimento da NNOS no relaxamento induzido por ACh na artéria mesentérica
dos pacientes hipertensos controlados do que na artéria mesentérica dos

pacientes normotensos e dos pacientes hipertensos nao controlados.
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Figura 6: Efeito do Inibidor 1 (inibidor seletivo para nNOS, 5 pyM)
sobre o relaxamento induzido por acetilcolina nas ramificagoes
da artéria mesentérica dos 3 grupos de pacientes. Curvas
concentracao-resposta para a acetilcolina na auséncia ou na presencga
do Inibidor 1 nos vasos dos pacientes normotensos (A), hipertensos
controlados (B) e hipertensos n&o controlados (C). (D) Grafico do delta
da area sob a curva (AUC) calculado a partir de A, B e C. Cada ponto
representa a média + EPM de 5-6 pacientes. * p< 0,05; *** p< 0,001.
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4.5 Participacao do peréxido de hidrogénio

A catalase (6400 U/ml), enzima que degrada o H202 em H20 e Og,
promoveu reducdo do relaxamento induzido pela ACh nos trés grupos de
pacientes (Figura 7A, B e C). No entanto, o delta da area sob a curva (Figura
7D) mostrou, claramente, que o H202 contribui para o efeito vasodilatador da
ACh de maneira mais significativa na artéria mesentérica dos pacientes
hipertensos controlados do que na artéria mesentérica dos pacientes

normotensos e nao controlados.
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Figura 7: Efeito da catalase (6400 U/ml) sobre o relaxamento induzido
por acetilcolina nas ramificagoes da artéria mesentérica dos 3 grupos
de pacientes. Curvas concentracdo-resposta para acetilcolina na auséncia
ou presenga de catalase nos vasos dos pacientes normotensos (A),
hipertensos controlados (B) e hipertensos ndo controlados (C). (D) Grafico
do delta da area sob a curva calculado a partir de A, B e C. Cada ponto
representa a média + EPM de 5 - 6 pacientes. *p < 0,05; *** p < 0,001.
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4.6 Expressao e funcionalidade das oOxido nitrico sintases endotelial
(eNOS) e neuronal (nNOS) por Western Blot

Apoés avaliarmos a participacao dos inibidores farmacolégicos (L-NAME,
Inibidor 1 e catalase) na funcdo vascular da artéria mesentérica de pacientes
normotensos, hipertensos controlados e ndo controlados, passamos a investigar
a expressao e funcionalidade da eNOS e nNOS nos vasos dos 3 grupos. Para

tal, nés realizamos experimentos de Western blot.

Os dados representados na Figura 8A mostram que artérias
mesentéricas do grupo de pacientes hipertensos controlados apresentam um
aumento da expressao aumentada de nNOS quando comparadas com artérias
mesentéricas do grupo de pacientes normotensos e hipertensos néao
controlados. Quando avaliamos o grau de fosforilacdo da nNOS verificamos que
artérias mesentéricas dos pacientes hipertensos controlados e nao controlados
apresentam aumento da funcionalidade dessa isoforma quando comparados
com artérias dos pacientes normotensos (Figura 8B). Esses dados podem ser
justificados pela reducéo da fosforilagdo do sitio de inativacdo desta enzima nos

residuos de serina na posicéo 852 (Ser852).

Com relacdo a eNOS, nossos resultados mostram que artérias
mesentéricas de pacientes hipertensos controlados apresentam uma diminuigdo
da expressédo desta enzima (Figura 8C), sem alteragdo da sua funcionalidade
(Figura 8D), visto pelo grau de fosforilacdo do sitio de ativacdo em residuos de
serina na posicdo 1177 (Serll77), quando comparado com os individuos
normotensos. Os dados mostram também que existe reducdo da expressao e
da funcionalidade da eNOS em pacientes hipertensos néo controlados quando

comparado com normotensos.
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Figura 8: Expressao proteica e funcionalidade da nNOS e da eNOS.
Determinacéo da expressao total por Western blot da (A) nNOS total e (B)
da nNOS fosforilada no residuo serina®? (p-Ser 852) e da eNOS total (C) e
eNOS fosforilada no residuo serina'’” (p-Ser 1177) (D) em artéria
mesentérica humana de pacientes normotensos, hipertensos controlados e
hipertensos nao controlados. Os dados estao expressos como média + EPM
de 4 pacientes. *p < 0,05. PN= pacientes normotensos, PHC= pacientes
hipertensos controlados e PHNC= pacientes hipertensos nao controlados.
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4.7 Localizacdo das 6xido nitrico sintases endotelial (eNOS) e neuronal
(nNOS) por imunofluorescéncia.

A imunolocalizagdo com anticorpo anti-nNOS (Figura 9A) em cortes de
mesentérica confirma a presenca dessa isoforma na camada endotelial e
evidencia ainda que a artéria mesentérica do grupo de pacientes hipertensos
controlados apresenta uma maior expressdo de nNOS que a artéria dos
pacientes normotensos e hipertensos ndo controlados. A analise semi-
quantitativa da intensidade de fluorescéncia (Figura 9B) demonstra de maneira
mais clara essa diferenca e confirma os dados obtidos no Western Blot para

expressao total da nNOS.

A imunolocalizacdo com anticorpo anti-eNOS (Figura 9C) mostra que a
artéria mesentérica de pacientes hipertensos ndo controlados e hipertensos
controlados apresentam uma reducdo da expressdo da eNOS quando
comparado com a artéria mesentérica de pacientes normotensos. A analise
semi-quantitativa da intensidade de fluorescéncia (Figura 9D) demonstra de
maneira mais clara essa diferenca e confirma os dados obtidos no Western Blot

obtidos para eNOS.
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Figura 9: Imunofluorescéncia para localizagcdo da eNOS e da nNOS.
Determinacado semi-quantitativa da expressao e localizacdo da nNOS (A) e da
eNOS (C) das artérias mesentéricas dos 3 grupos de pacientes por
imunofluorescéncia. Média dos valores da intensidade de fluorescéncia para
NNOS (B) e para eNOS (D). As imagens de microscopia de fluorescéncia sé&o
representativas de experimentos independentes. Os nucleos apresentam-se
marcados em azul com DAPI. Em verde marcagdo realizada com PECAM
(marcador endotelial) em vermelho marcagédo da nNOS e eNOS. A e C séo
imagens representativas e B e D mostram os valores da média + EPM de 5

experimentos *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.8 Producao de 6xido nitrico em resposta a estimulacao por acetilcolina
medida por fluorescéncia (DAF)

Os resultados da dosagem de NO (Figura 10) em seccdes transversais
de anéis de artéria mesentérica estimulados com ACh (10 pM) mostram uma
maior producdo dessa substancia na artéria mesentérica de pacientes
normotensos do que na artéria de pacientes hipertensos controlados. Por sua
vez, a artéria mesentérica de pacientes hipertensos controlados apresentou uma
producdo de NO maior do que a artéria mesentérica de pacientes hipertensos

nao controlados.
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Figura 10: Dosagem de NO em sec¢oes transversais de anéis de artéria
mesentérica de pacientes normotensos, hipertensos controlados e nao
controlados estimulados com acetilcolina. Os resultados de intensidade de
fluorescéncia foram expressos em unidades arbitrarias (a.u) apos estimulacao
com acetilcolina (10 uM) (A) mostra imagens representativas e (B) a média *
EPM de 4 pacientes *p<0,05; **p<0,01; ***p < 0,001.
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4.9 Producdo de peroxido de hidrogénio (H202) em resposta a
estimulagéo por acetilcolina medida por fluorimetria nos 3 grupos
avaliados

Os resultados da dosagem de H202 em perfusato de anéis de artéria
mesentérica humana estimulados com ACh (10 pM) mostram uma maior
producdo dessa substancia na artéria mesentérica de pacientes hipertensos
controlados do que na artéria de pacientes normotensos e pacientes hipertensos
nao controlados. Os dados também mostram que o uso de inibidores da nNOS

(Inibidor 1 5 uM, TRIM 100 e 300 puM) reduzem a producéo de H202em estimulo

a acetilcolina na artéria mesentérica dos 3 grupos de pacientes.
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Figura 10: Dosagem de H,0O, por fluorimetria em anéis de artéria mesentérica de

pacientes normotensos, hipertensos controlados e nao controlados (ACh:
acetilcolina, CAT: catalase, INI-1- Inibidor 1). O TRIM foi usado nas concentragdes
de 100 e 300 uM. # diferenca entre a estimulagdo com ACh entre os 3 grupos de
pacientes p < 0,01. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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5 DISCUSSAO

Em modelos animais, a literatura ja evidenciou que a hipertensédo arterial
esta relacionada com a disfuncdo endotelial, mediada por uma reducédo na
biodisponibilidade de oOxido nitrico e por um aumento tanto do processo
inflamatdrio quanto do estresse oxidativo (John e Schmieder, 2000; Perticone et
al., 2001; Ghiadoni et al., 2003; Dharmashankar e Widlansky, 2010; Silva et al.,
2012). Também ja foi mostrado que o efeito vasodilatador estimulado por ACh
ou bradicinina em artéria subcutanea de pacientes hipertensos € reduzido em
comparacao com o observado em pacientes normotensos. Rizzoni et al. (2006)
mostrou que arteriolas de resisténcia subcutanea de pacientes normotensos
apresentavam um maior relaxamento maximo induzido por ACh de comparado
com arteriolas de pacientes hipertensos. Além disso, que o tratamento desses
individuos hipertensos com candesartana (antagonista do receptor da
Angiotensina Il, seletivo para receptores ATi) e enalapril (inibidor da enzima
conversora de Angiotensina ECA) era capaz de proporcionar uma melhora na
vasodilatacao dependente do endotélio (Panza et al., 1990; Rizzoni et al., 2005;
Rizzoni et al., 2006).

Nossos dados estdo de acordo com a literatura evidenciando que
pacientes hipertensos que possuem 0s niveis pressoricos fora da faixa da
idealidade (hipertensos ndo controlados PAS>140mmHg e/ou PAD>90mmHgQ)
apresentam um prejuizo importante da funcéo endotelial. Além disso, 0s nossos
resultados mostram que individuos hipertensos que adquiriram bom controle dos
niveis pressoricos com o uso de anti-hipertensivos (hipertensos controlados)
apresentam uma melhora significativa na funcéo endotelial semelhante ao dos

pacientes normotensos. NOs verificamos ainda que na concentracdo de 10 puM
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de noradrenalina, utilizada para contracdo das ramificacbes da artéria
mesentérica de pacientes normotensos e hipertensos controlados e néo
controlados, ndo existe diferenca na contracdo nos 3 grupos (dados néo
mostrados) o que mostra que o prejuizo no relaxamento vascular encontrado em
individuos hipertensos néo controlados ndo esta relacionado a uma maior
contracao nessa concentragao utilizada de noradrenalina.

Os dados obtidos sobre as classes de anti-hipertensivos utilizados para
pacientes hipertensos controlados e ndo controlados (Tabela 4), mostram que
os dois grupos de pacientes hipertensos fazem uso quase sempre das mesmas
classes de anti-hipertensivos. Apesar disso, fica evidenciado que as respostas
de relaxamento das artérias mesentéricas dos dois grupos de pacientes sdo
bastante distintas. Estes dados sugerem, portanto, que a efetividade terapéutica
na regulacdo da pressao arterial tem importéncia direta na hemodinamica do
leito arterial mesentérico e que, por conseguinte, proporciona uma melhora na
funcdo endotelial dos pacientes hipertensos controlados. Quando comparamos
os dados obtidos na tabela sobre as classes de anti-hipertensivos utilizados para
pacientes hipertensos controlados e ndo controlados e o relaxamento vascular
induzido por ACh nos 3 grupos podemos sugerir que ndo é a resposta direta da
acdo dos farmacos que influencia na resposta vascular desses pacientes, mas
sim o controle adequado ou ndo dos niveis pressoricos.

Os resultados funcionais obtidos nos vasos isolados, com o uso de
inibidores farmacolégicos mostram que o sistema das oxido nitrico sintases tem
grande importancia no relaxamento endotelial nos 3 grupos de pacientes.
Verificamos por meio do uso do L-NAME (inibidor ndo seletivo do sistema das

NOS) que o relaxamento vascular encontrado nos pacientes hipertensos néo
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controlados apresenta uma maior dependéncia do sistema das oxido nitrico
sintases em relagéo aos outros dois grupos analisados. Sugere-se pelos dados
obtidos que as vias vasodilatadoras independentes do sistema das 6xido nitrico
sintases (prostaciclinas, EDHF...) possuem uma participagdo pouco expressiva
no relaxamento dos individuos hipertensos nao controlados o que ndo acontece
nos pacientes normotensos e hipertensos controlados. Os dados também
indicam a partir da inibicdo com o Inibidor 1 que a nNOS tem papel fisioldgico
importante no relaxamento vascular de arteriolas mesentéricas humanas e que
os produtos gerados pela nNOS apresentam um maior envolvimento no
relaxamento induzido por acetilcolina nos pacientes hipertensos controlados do
gue nos normotensos e nos hipertensos ndo controlados.

Em modelos animais ja foi mostrado que a nNOS tem um papel fisioldgico
importante na regulacéo do fluxo sanguineo cerebral (Gotoh et al., 2001; Chi et
al., 2003), no controle da circulacdo renal ((Vallon et al., 2001) e na funcéo de
vasos isolados (Meng et al., 1996; Meng et al., 1998).

Trabalhos realizados por Seddon et al. (2008 e 2009) mostraram também
que a nNOS é importante na regulacao do fluxo sanguineo em humanos (Seddon
et al., 2008; Seddon et al., 2009). A inibicao seletiva in vivo da nNOS com SMTC
(inibidor seletivo da nNOS) em homens promoveu uma redugéo consideravel do
fluxo da artéria braquial. Esse efeito foi eliminado quando era administrado L-
arginina. Uma reducéo semelhante foi observada com o inibidor néo seletivo das
NOS (L-NMMA), mas com uma dose 20 vezes maior. O mesmo grupo de
pesquisa encontrou resultados semelhantes em 2009 na artéria coronaria de

pacientes (Seddon et al., 2009).
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Utilizando a concentracdo 6400 U/ml, neste trabalho mostramos que a
catalase foi capaz de diminuir a resposta vasodilatadora nas arteriolas
mesentéricas dos 3 grupos de pacientes. Além disso, nossos resultados também
mostram que o H202 desempenha um papel mais importante no relaxamento
induzido pela acetilcolina nas arteriolas mesentéricas de pacientes hipertensos
controlados do que nos pacientes normotensos e hipertensos n&o controlados.
Também foram realizados experimentos de inibicdo por 30 minutos com a
concentracdo de 2400 U/ml de catalase, dose mais usual na literatura, mas
nesse caso nao foi observado nenhuma mudanca no deslocamento das curvas
concentracéo resposta a acetilcolina quando incubado com essa concentragéo
de catalase (dados ndo mostrados). A dose de catalase de 6400 U/ml foi
baseada em dados prévios encontrados na literatura em experimentos
realizados com artéria mesentérica humana (Matoba et al., 2002). Os resultados
das dosagens de H202 em perfusato de anéis de mesentérica humana
estimulados com acetilcolina também confirmam uma producdo aumentada
dessa substancia em pacientes hipertensos controlados quando comparada a
pacientes normotensos e hipertensos ndo controlados. Além disso, por meio da
dosagem realizada por fluorimetria podemos verificar ainda que a producao de
perdxido de hidrogénio é diminuida na presenca de inibidores da nNOS (TRIM e
Inibidor 1) nos 3 grupos de pacientes. Esses resultados corroboram para afirmar
que existe um vinculo entre a producéao de H202 e a nNOS. Além disso, sugerem
ainda a participacdo da via do H202 derivado da nNOS na melhora da fungéo
endotelial em pacientes hipertensos controlados.

O H202 tem sido considerado um fator hiperpolarizante derivado do

endotélio (EDHF) responsavel pela vasodilatagéo na artéria coronaria de porcos
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(Matoba et al., 2003), na coronaria de humanos (Zhang et al., 2012) e ainda na
artéria mesentérica de camundongos (Matoba et al., 2000) e de humanos
(Matoba et al., 2002).

Também j& foi verificado que em estados patolégicos como a hipertenséo
arterial a reducdo da disponibilidade de NO é parcialmente compensada pela
ativacdo de vias alternativas, incluindo a producéo e liberacdo de EDHF, que
contribuem para manter a vasodilatacdo dependente do endotélio (Taddei et al.,
1999; Goto et al.,, 2004). Além disso, dados em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) mostram que o controle dos niveis pressoéricos de ratos
tratados cronicamente com anti-hipertensivos (enalapril em combinagdo com
candesartana) € capaz de restaurar os niveis de EDHF no leito arterial
mesentérico (Chou et al., 1998). No entanto, também foi verificado que tanto o
enalapril (inibidor da ECA) como a candesartana (bloqueador do receptor AT1)
individualmente s&o igualmente eficazes na melhoria da resposta de
relaxamento mediada por EDHF. Isso pode indicar que classes farmacolégicas
especificas podem ndo desempenhar um papel importante por si s6 na melhoria
da resposta mediada por EDHF. A melhora na funcéo vascular pode, portanto,
estar relacionada com o controle adequado dos niveis pressoricos.

Dados do nosso grupo de pesquisa mostraram que a nNOS é expressa
na camada endotelial de artérias mesentéricas tanto de camundongos
normotensos como de animais DOCA-sal e que nos camundongos hipertensos
ha uma diminuicdo da participacdo do H202 derivado da nNOS na resposta
vasodilatadora da artéria mesentérica quando comparado com 0S normotensos.
Esses resultados foram diferentes dos obtidos nesse trabalho que utilizou

arteriolas mesentéricas humanas. Aqui nesse trabalho n&o existiu diferenca
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entre a participagao do H202 derivado da nNOS entre pacientes normotensos e
hipertensos nao controlados. Essa diferenca poderia ser justificada pelos tipos
de hipertenséo arterial desenvolvida em pacientes e no modelo animal estudado.
Sabe-se que 95% dos pacientes hipertensos apresentam hipertenséo arterial do
tipo essencial e que o modelo animal DOCA-salt é representativo da hipertenséo
arterial secundaria caracterizado por ativacdo neuro-humoral, alteragbes na
funcao renal, aumento da volemia e participacéo da vasopressina (Lenfant et al.,
2003; Yemane et al., 2010).

Nossos experimentos de Western blot mostram uma significativa reducao
na expressao da eNOS em pacientes hipertensos néo controlados e controlados
quando comparado com pacientes normotensos. Verificou-se ainda que nao
houve diferenga significativa entre a expressdo da eNOS entre pacientes
hipertensos controlados e nao controlados. Os dados de expressdo proteica
mostraram também uma diminui¢do da funcionalidade da eNOS, indicado pela
reducdo da fosforilagdo do sitio de ativacdo em residuos de serina na posi¢cao
1177 (serll77), quando comparamos 0S pacientes normotensos e hipertensos
controlados com o0s pacientes hipertensos nao controlados. Os dados de
microscopia de fluorescéncia confirmam a imunolocalizacdo da eNOS na
camada endotelial dos 3 grupos de pacientes e confirmam a sua menor
expressao em pacientes hipertensos nao controlados.

Os resultados encontrados sobre a eNOS sugerem que essa enzima esta
relacionada ao prejuizo endotelial encontrado nos pacientes hipertensos nao
controlados. Nesses individuos ocorreu diminuicdo da expresséo da eNOS e
reducgéo da funcionalidade da eNOS. No entanto, a expressao da eNOS também

estd diminuida nos vasos dos pacientes hipertensos controlados e a
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funcionalidade néo esta alterada em relacdo aos normotensos. O que explica,
entdo, a normalizacdo da funcdo endotelial neste grupo de pacientes?
Nossos dados mostram claramente um aumento significativo dos niveis de
expressao da nNOS nos pacientes hipertensos controlados quando comparados
com pacientes normotensos e pacientes hipertensos nao controlados. Os dados
mostram também que ndo existe diferenca entre a expressao da nNOS entre 0s
pacientes hipertensos nao controlados e os individuos normotensos. Ocorreu
ainda um aumento significativo da atividade da nNOS, evidenciado pela
fosforilacdo do sitio de inativacdo em residuos de serina na posi¢ao 852 (Ser852)
nos dois grupos de pacientes hipertensos, quando comparado com 0s pacientes
normotensos.

Os dados de microscopia de fluorescéncia da nNOS estdo de acordo com
0s obtidos no Western blot. A nNOS foi localizada na camada endotelial dos 3
grupos de pacientes e confirmaram a maior expressao dessa enzima nos
pacientes hipertensos controlados quando comparado com 0s pacientes
normotensos e hipertensos ndo controlados. Portanto, os dados de Western blot
e de fluorescéncia mostram claramente que ha um aumento de expressao e
funcionamento da nNOS no grupo de pacientes hipertensos controlados. Aqui
vale ressaltar que a inibicdo farmacologica da nNOS com Inibidor 1 e o aumento
da degradacao do H202 com catalase, foram mais efetivos no grupo de pacientes
hipertensos controlados (Figuras 6 e 7), sugerindo uma participacdo mais efetiva
da nNOS e do H202 no relaxamento vascular deste grupo de pacientes. O
conjunto dos nossos dados, portanto, sugerem, que a normalizacdo do
relaxamento endotelial do grupo de pacientes hipertensos controlados, € uma

consequéncia de uma regulacéo para cima da via NnNOS/H20z2.
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Jé& foi relatado na literatura tanto a reducdo da expressao proteica total
quanto da funcionalidade da eNOS em ratos espontaneamente hipertensos
(Piech et al., 2003). A causa para tal evento ainda nao é totalmente esclarecida,
mas tem sido proposto que danos estruturais e funcionais do endotélio como
diminuicdo do cofator BHa4, oxidagao ou diminuigdo da expressao da enzima di-
hidrofolato redutase estao relacionados a altera¢des tanto na expressao quanto
no funcionamento da isoforma endotelial (eNOS) em determinadas situacdes
patologicas (Forstermann e Minzel, 2006).

Estudos em vasos isolados demonstraram a participacdo da nNOS no
controle da funcdo vascular. Foi verificado por exemplo, que em arteriolas piais
de camundongos eNOS” a acetilcolina era capaz de induzir um relaxamento
dependente da nNOS e do GMPc (Meng et al., 1996; Meng et al., 1998). Em
outro trabalho, verificou-se que a resposta vasodilatadora induzida por
acetilcolina era reduzida na aorta de camundongos nNOS” (Nangle et al., 2004).

Estudos mostram ainda que a nNOS é uma proteina reguladora dindmica
que possui efeito compensatério na resposta do fluxo coronariano em ratos
eNOS” e em artéria mesentérica de ratos SHR. O aumento da nNOS pode
compensar a diminuicdo da expressdo da eNOS agindo assim como um
mecanismo compensatorio (Morawietz et al., 2006).

Além disso, foi mostrado que alguns farmacos como por exemplo os
inibidores de enzima conversora de angiotensina (IECAs) apresentam uma
regulacéo positiva sobre eNOS, mas ndo séo capazes de alterar a expressao de
NNOS e da INOS em pacientes com doenca arterial coronariana ou insuficiéncia
cardiaca (Danson et al., 2005; Vrankova et al., 2009). Por outro lado, estudos

em ratos SHR demonstraram o aumento da expressao da nNOS no ventriculo
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esquerdo utilizando indapamida (diurético tiazidico), captopril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina) ou a combinacdo de ambos os medicamentos
(Vrankova et al., 2009). Também, ja foi verificado o aumento da nNOS na
glandula adrenal de ratos SHR tratados com captopril, enalapril (inibidores da
enzima conversora da angiotensina) e candesartana (inibidor de receptor de
angiotensina Il) (Qadri et al., 2001).

Nossos dados demonstraram que apesar de tratados cronicamente com
farmacos anti-hipertensivos os pacientes hipertensos nao controlados nao
apresentaram aumento da expressédo da nNOS. Por outro lado, 0s pacientes que
eram hipertensos, tratados com as mesmas classes de agentes anti-
hipertensivos e controle adequado dos niveis pressoricos (proximos de
120/80mmHg) apresentaram aumento da expressédo e da funcionalidade da
NNOS. Nossos resultados sugerem, portanto, que o tratamento farmacolégico
com agentes anti-hipertensivos usados na clinica pode nédo estar diretamente
envolvido com o aumento da expressao da nNOS na arteriola mesentérica de
individuos hipertensos. Sugerimos que um possivel estado hemodinamico
diferenciado em arteriolas mesentéricas de pacientes hipertensos e que
apresentem niveis pressoéricos controlados seja o principal fator relacionado com
0 aumento da expressao da isoforma neuronal na camada endotelial.

Alguns trabalhos na literatura tém demonstrado que a eNOS é a principal
isoforma relacionada a producdo de H202 (Matoba et al., 2000; Takaki et al.,
2008). Sob certas condi¢Oes patolégicas ha um desacoplamento da eNOS e isso
levaria a producéo aumentada de anions superoxido o qual pode ser dismutado
a H20: diretamente ou pela a¢do da enzima superoxido dismutase (Weaver et

al., 2005). Porém, em condicdes fisiologicas ainda néo foi relatado producédo de
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H202 via eNOS em niveis que possam ser detectaveis (Weaver et al., 2005).
Esse fato parece ndo acontecer com a nNOS. Durante o0 seu ciclo enzimatico,
ocorre a producao fisiolégica de H202 mesmo em concentra¢cdes saturantes de
substrato e cofatores (Morawietz et al., 2006).

Nosso grupo de pesquisa também ja evidenciou que a nNOS é expressa
nas células endoteliais da aorta e da mesentérica de camundongos e contribui
para o relaxamento vascular induzido pela acetilcolina principalmente através da
sintese de H202 (Capettini et al., 2008; Silva, G. C. et al., 2016). Evidenciamos
gue o comprometimento da enzima nNOS leva a uma diminuicdo da producéo
de peroxido de hidrogénio o que contribui para uma acentuada disfuncdo no
endotélio na aorta de animais ApoE” (Capettini et al., 2011). Quando
comparamos o percentual de inibicdo da area sob a curva da catalase, a
produgéo do H20:2 estimulado por ACh e medido por fluorimetria com os dados
obtidos por Western blot da eNOS verificamos que o grupo onde ocorreu a maior
expressao e atividade da eNOS (grupo de pacientes normotensos) e o grupo
onde ocorreu menor expressao e atividade da eNOS (grupo de pacientes
hipertensos nao controlados) apresentam uma contribuicéo igual do H2Oz para o
efeito vasodilatador da acetilcolina. Quando comparamos o percentual de
inibicdo da area sob a curva da catalase, a producdo do H20:2 estimulado por
ACh e medido por fluorimetria com os dados obtidos por Western blot da nNOS
verificamos que o grupo onde ocorreu a maior expressao e atividade da nNOS
(grupo de pacientes hipertensos controlados) € o que apresenta maior
contribuicdo do H202 para o efeito vasodilatador da acetilcolina. Nossos dados,
sugerem que a NnNOS e ndo a eNOS € a enzima que esta mais relacionada a

producdo de H202 como fator relaxante derivado do endotélio.
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Os principais achados desse trabalho foram:

= A artéria mesentérica dos pacientes hipertensos controlados
apresenta relaxamento induzido por acetilcolina semelhante a artéria
mesentérica dos pacientes normotensos, enquanto que o relaxamento
nos vasos dos pacientes hipertensos nao controlados apresenta-se

bastante reduzido em relagcdo aos demais grupos.

= Avia das NOS, tomadas em conjunto, tem uma maior importancia no
relaxamento vascular da artéria mesentérica de pacientes hipertensos
nao controlados que na artéria mesentérica do grupo de pacientes

normotensos e hipertensos controlados.

= A nNOS possui uma participagdo mais significativa no relaxamento

vascular da artéria mesentérica de pacientes hipertensos controlados
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quando comparados com a artéria mesentérica de pacientes

normotensos e hipertensos néo controlados.

O peroxido de hidrogénio possui uma maior participacdo no
relaxamento vascular da artéria mesentérica de pacientes hipertensos
controlados do que na artéria mesentérica de pacientes normotensos

e hipertensos néao controlados.

A artéria mesentérica dos pacientes hipertensos ndo controlados
apresentou menor expressao e funcionalidade da eNOS em relacdo a
artéria  mesentérica dos pacientes normotensos e hipertensos

controlados.

Os dados de expressao proteica da nNOS revelam que a artéria
mesentérica dos pacientes hipertensos controlados apresenta uma
maior expressao dessa isoforma quando comparado com a artéria
mesentérica do grupo de pacientes normotensos e da dos hipertensos

nao controlados.

A analise do grau de fosforilagdo da nNOS em Ser852 sugere um
aumento na atividade dessa isoforma tanto na artéria mesentérica dos
pacientes hipertensos controlados quanto na artéria mesentérica dos
pacientes ndo controlados quando comparados com pacientes

normotensos.
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= A producdo de NO € maior na artéria mesentérica de pacientes
normotensos do que na artéria de pacientes hipertensos controlados
e ndo controlados. A producdo de NO na artéria mesentérica de
pacientes hipertensos controlados, por sua vez, é ainda maior do que

na artéria de pacientes hipertensos néo controlados.

* A producdo de H202 € maior na artéria mesentérica de pacientes
hipertensos controlados do que na artéria de pacientes normotensos
ou pacientes hipertensos néo controlados. Os dados também mostram
qgue inibidores da nNOS (Inibidor 1 5uM, TRIM 100uM e 300uM)
reduzem a produgédo de H202 em estimulo a acetilcolina na artéria
mesentérica tanto de pacientes normotensos quanto na artéria de

pacientes hipertensos controlados e ndo controlados.

Portanto, o conjunto dos resultados encontrados sugere que 0 aumento
da expressao e da atividade da nNOS em segmentos de artéria mesentérica
humana e o consequente aumento na producdo de peréxido de hidrogénio,
contribui para a normalizacdo da funcdo endotelial e dos niveis pressoéricos no

grupo de pacientes hipertensos controlados.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados do presente trabalho € possivel concluir que a
regulacédo dos niveis pressoricos de pacientes hipertensos controlados envolve
um mecanismo fisioldgico compensatorio. Nesses pacientes ocorre um aumento
da expressdo e da funcionalidade da nNOS e um consequente aumento da
producédo de H202 em detrimento de uma menor atividade da eNOS quando
comparado com pacientes normotensos. O aumento do H202 via nNOS é
fundamental para normalizacédo da funcéo endotelial e, consequentemente, dos
niveis pressoéricos em pacientes hipertensos e, parece estar mais relacionado as
alteracdes na hemodinamica vascular do que com o efeito direto do tratamento
com anti-hipertensivos. Os dados alcancados também nos fornecem evidéncias
de que a disfuncdo endotelial encontrada em pacientes hipertensos néao
controlados esta relacionada a reducéo da expresséo e da atividade da eNOS e
encontra-se pouco relacionada a alteracdes na expressao de nNOS.

A hipertenséo arterial € um dos mais prevalentes fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares. O seu controle adequado leva a
reducbes significativas na incidéncia de danos a érgaos-alvo, da reducdo do
namero de casos de pacientes com crises hipertensivas em urgéncias e
emergéncias ambulatoriais e, consequentemente, na reducédo da mortalidade de
uma parcela significativa da populacdo. No entanto, a regulacdo adequada dos
niveis pressoricos envolve uma série de fatores como estilo de vida, adeséo
correta ao tratamento, dieta, dentre outros. O melhor entendimento da

participacdo da via do H202 derivado da nNOS nos oferece, portanto, uma
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ferramenta fisiopatoldgica importante para compreender a regulacao dos niveis

pressoricos e nos traz possibilidades para futuras intervencgdes de valor clinico.

ANEXOS
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

| INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa tem o objetivo de estudar a fungdo de vasos humanos e
correlacionar os resultados obtidos com analises laboratoriais e bioquimicas. Os
resultados obtidos nos permitird dar uma nocdo de que maneira podemos
interferir no relaxamento ou contracdo dos vasos, além de avaliar a possivel
presenca de determinadas substédncias na circulacdo sanguinea. Estas
substancias sao importantes porque podem facilitar o diagnostico de possiveis
eventos cardiacos além de nos esclarecer condi¢Bes fisiopatologicas ja
instauradas (hiperlipidemia diabetes...). Para coletar estes vasos precisamos
utilizar as sobras da cirurgia que vocé ira se submeter. Necessitamos também
gue seja coletado uma amostra de 5 a 10ml sangue. Deixamos claro que o
material que utilizaremos € de descarte, ou seja, a por¢ado do intestino que sera
removido pelo cirurgido. Desta forma vocé ira contribuir para este estudo
concordando em doar este material para que a pesquisa seja feita.

II SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada
publicamente em hip6tese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste
projeto terdo acesso a estas informacfes que serao utilizadas somente para fins
de pesquisa.

lIl BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara inUmeros beneficios importantes que poderéo ter aplicacdo
direta na terapéutica. O conhecimento do funcionamento dos vasos retirados de
material de descarte da cirurgia podera ajudar no desenvolvimento de
medicamentos utilizados no combate a hipertenséo arterial, infarto ou acidentes
vasculares cerebrais. As dosagens laboratoriais realizadas com o sangue
coletado evidenciardo a presenca de substancias relacionadas a possiveis
patologias, nos permitindo um diagnostico mais preciso, 0 inicio precoce do
tratamento adequado e o0 acompanhamento da evolugéo do paciente.

IV RISCOS

Uma vez que serdo utilizados somente material de descarte, ou seja, as sobras
do intestino removido nas cirurgias, a coleta deste material ndo oferecera riscos
ao paciente. Durante a coleta de sangue um pequeno hematoma pode surgir na
regido onde o sangue foi removido. No entanto sera aproveitado o mesmo
acesso para a administracao de medicamentos, assim nao havera a necessidade
de nenhuma perfuragcéo adicional para a coleta de sangue.

V RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta previsto qualquer forma de remuneracéo para os voluntarios. Todas as
despesas especificas relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade dos
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pesquisadores envolvidos através de incentivos a pesquisas provenientes de
instituicbes de fomento.

VI DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa surgir
durante a pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou
abandon&-lo a qualquer momento, sem precisar se justificar. Nesta pesquisa
utilizaremos somente material de descarte, ou seja, as sobras do intestino
removido na cirurgia, ndo sendo realizado qualquer tipo de manipulacéo,
experimento ou intervencédo direta com o paciente.

Vocé assinara duas vias iguais deste termo de consentimento: uma via ficara com
VOCé e a outra com a pesquisadora responsavel.

VIl TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, voluntariamente, concordo com
0s propositos de coletar uma amostra do meu sangue e que o descarte do material
biolégico proveniente da minha cirurgia tumoral seja utilizado para fins de
pesquisa cientifica. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa
nao trard qualquer prejuizo a minha saude. Declaro também que obtive de forma
apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido para participacao
neste estudo.

Belo Horizonte,................... Ao e

Assinatura do voluntario:

Virginia Soares Lemos

(Pesquisadora responsavel)

Telefones e endereco para contato:
Eduardo Damasceno Costa. Celular 93966246 e-mail:
damascenomqgl3@yahoo.com.br

Bruno Almeida de Rezende Tel: 33838409, celular: 8019692 e-mail:
brunorezendeOl@yahoo.com.br
Profa Virginia Lemos: Tel 3409-2950, celular: 87826096 e-mail: vslemos@icb.ufmg.br

COEP (Comité de Etica em Pesquisa): Av. Anténio Carlos, 6627 Unidade
Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG-
Brasil 31270-901 Telefone: 3409-4592
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The family of nitric oxide synthases (NOS) has significant importance in various
physiological mechanisms and is also involved in many pathological processes. Three
NOS isoforms have been identified: neuronal NOS (nNOS or NOS 1), endothelial NOS
(eNOS or NOS 3), and an inducible NOS (iINOS or NOS 2). Both nNOS and eNOS are
constitutively expressed. Classically, eNOS is considered the main isoform involved in the
control of the vascular function. However, more recent studies have shown that nNOS
is present in the vascular endothelium and importantly contributes to the maintenance
of the homeostasis of the cardiovascular system. In physiological conditions, besides
nitric oxide (NO), nNOS also produces hydrogen peroxide (H2O2) and superoxide (O5")
considered as key mediators in non-neuronal cells signaling. This mini-review highlights
recent scientific releases on the role of nNNOS in vascular homeostasis and cardiovascular
disorders such as hypertension and atherosclerosis.

Keywords: neuronal nitric oxide synthase, nitric oxide, hydrogen peroxide, vascular function, hypertension,
atherosclerosis

INTRODUCTION

Since the early 80s, nitric oxide (NO) is considered an essential endothelium-derived molecule,
crucial to the maintenance of cardiovascular homeostasis (Furchgott and Zawadzki, 1980).
Later on, it became evident that a decrease in the bioavailability of NO participated in several
cardiovascular disorders such as atherosclerosis (Napoli et al., 2006) and hypertension (Hermann
et al., 2006).

NO is biologically generated by a family of three nitric oxide synthase enzymes (NOS) isoforms:
neuronal nitric oxide synthase (nNOS or NOS1), inducible nitric oxide synthase (iNOS or NOS2),
and endothelial nitric oxide synthase (eNOS or NOS3). Although nNOS is abundantly expressed
in neurons, and associated with the control of neuronal functions (Bredt et al., 1990; Bredt and
Snyder, 1992) it is known that this isoform is also expressed in many non-neuronal cells such as
in the endothelium and smooth muscle cells of several types of vessels in animals (Boulanger et al.,
1998; Loesch et al., 1998; Schwarz et al., 1999) and human (Buchwalow et al., 2002). Recent studies
show consistent evidence that this isoform exhibits relevant physiological role in the control of
vascular homeostasis (Kurihara et al., 1998; Fleming, 2003; Hagioka et al., 2005; Seddon et al., 2008,
2009).

Besides NO, nNOS also produces H>O; in physiological conditions that contributes to
endothelium-dependent vascular relaxation (Capettini et al, 2008, 2010). Impairment in
endothelial nNOS-derived H, O, production has been implicated in the endothelial dysfunction
in atherosclerosis (Rabelo et al, 2003; Capettini et al., 2011) and hypertension (Silva et al.,
2016). Given the importance of nNOS in health and disease, this mini-review highlights
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