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Resumo 



 

 Nitratos orgânicos são utilizados na terapêutica para o tratamento de 

distúrbios cardiovasculares. Entretanto, o tratamento crônico acarreta a 

ocorrência de tolerância, um fenômeno caracterizado pela diminuição dos 

efeitos hemodinâmicos e anti-isquêmicos destes vasodilatadores. Apesar de 

comprovada para a nitroglicerina, os estudos são escassos a respeito da 

ocorrência de tolerância desencadeada por nitroprussiato de sódio (NPS), um 

nitrato inorgânico. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a 

possível indução de tolerância in vitro pelo NPS, caracterizar os mecanismos 

envolvidos e a participação de estresse oxidativo e de inflamação no fenômeno 

observado em aorta isolada de camundongo. Os resultados demonstraram que 

o NPS induz tolerância de maneira tempo-dependente e endotélio-

independente. Aortas tolerantes apresentaram aumento na produção de ânions 

O2- devido à ativação da enzima NADPH oxidase e desacoplamento da enzima 

NO sintase. Este desacoplamento estaria relacionado à depleção do substrato 

L-arginina, gerando um quadro de estresse oxidativo. A concentração elevada 

de ânions O2
- desencadeia a ativação da COX-2, culminando na produção 

exacerbada de PGF2α e TXA2, derivados vasoconstritores que acarretam a 

diminuição da potência de relaxamento do NPS em aortas tolerantes. 

Observou-se também relação positiva entre o fenômeno de tolerância e 

processo inflamatório caracterizado pelo aumento na expressão da subunidade 

p65/NF-κB e elevação da produção de citocinas inflamatórias (TNF-α e IL-6) 

que contribuem para o quadro de disfunção vascular, característico do 

fenômeno de tolerância. 

Palavras-chave: nitroprussiato de sódio, tolerância, disfunção vascular, 

estresse oxidativo e inflamação. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 
 

 Organic nitrates are used in cardiovascular disorders therapeutics. 

However, chronic use of organic nitrates leads to tolerance, a phenomenon 

characterized by reduction of its hemodynamic and anti-ischemic effects. 

Tolerance to nitroglycerin has been widely investigated, however, little is known 

about tolerance to other nitrovasodilators, such as sodium nitroprusside. Thus, 

the aim of this study was to investigate the possible in vitro SNP-tolerance, 

characterizing its mechanisms and the role of oxidative stress and inflammation 

in this phenomenon. Results demonstrated that SNP-tolerance is time-

dependent and endothelium-independent. Tolerant aortas showed increased 

O2- anions production due to NADPH oxidase activation and NO synthase 

uncoupling, by depletion of the substrate, L-arginine. Higher O2- anions 

concentration leads to activation of COX-2, inducing enhancement in 

vasoconstrictor production, such as PGF2α and TXA2, which negatively 

modulate the relaxation induced by SNP in tolerant aorta. In addition, it was 

observed a positive relationship between tolerance phenomenon and 

inflammatory process, characterized by increased p65/NF-κB subunit 

expression levels, as well as, inflammatory cytokines (TNF-α and IL-6), 

contributing to vascular dysfunction, characteristic of tolerance phenomenon. 

 

Keywords: sodium nitroprusside, tolerance, vascular dysfunction, oxidative 

stress, and inflammation 
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EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético 

Elisa Ensaio enzimático de imunoabsorbância (Enzyme linked 

immunosorbent assay) 

Emax Efeito máximo 

eNOS Óxido nítrico sintase endotelial 

EPM Erro padrão da média 



 
 

EROs Espécies reativas de oxigênio 

Fe2+ Íon ferroso 

GCs Guanilato ciclase solúvel 

GMPc Guanosina 3’-5’-monofosfato cíclico 

G-CSF Fator estimulante de colônia de granulócitos 

GTP Guanosina trifosfato 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

HRP Peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase) 

ICAM-1 Molécula de adesão intercelular-1 

IL-() Interleucina-() 

iNOS Óxido nítrico sintase induzida 

ISDN Dinitrato de isossorbida 

ISMN Mononitrato de isossorbida 

K+ Potássio 

KCl Cloreto de potássio 

L-NAME L-NG-nitroarginina metil éster 

L-NNA L-NG-nitroarginina 

MAd-CAM-1 Molécula de adesão de célula da mucosa-1 

MCP-1 Proteína quimiotática de monócitos-1 

MgSO4 Sulfato de magnésio 

MnSOD Manganês superóxido dismutase 

µL microlitro (unidade de volume) 

µmol/L micromol por litro (unidade de medida de concentração) 

Mg miligrama (unidade de massa) 

mmol/L milimol por litro (unidade de medida de concentração) 



 
 

NaCl Cloreto de sódio 

NADPH oxidase Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase 

NF-κB Fator de transcrição nuclear kappa-B 

NaHCO3 Bicarbonato de sódio 

Na2HPO4 Fosfato de sódio 

Nm Nanômetro 

nmol/L nanomol por litro (unidade de medida de concentração) 

NTG Nitroglicerina 

NPS Nitroprussiato de sódio 

NO Óxido nítrico 

NOS Óxido nítrico sintase 

nNOS Óxido nítrico sintase neuronal 

O2 Oxigênio 

O2- Ânion superóxido 

ONOO- Peroxinitrito 

OPD o-fenilenodiamina 

PBS Tampão fosfato salino 

PDEs Fosfodiesterases 

pH Potencial hidrogeniônico 

Phe Fenilefrina 

PG () Prostaglandina () 

PGI2 Prostaciclina 

pmol/L picomol por litro (unidade de medida de concentração) 

PMSF Fluoreto fenilmetanossulfonil 

PKC Proteína quinase C 



 
 

PKG Proteína quinase dependente de GMPc 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

SERCA Enzima Ca2+-ATPase do retículo sarcoplasmático 

SOD Superóxido dismutase 

TBS Tampão tris salino 

TNF-α Fator de necrose tumoral alfa 

TRAF Fator associado a receptor de TNF 

Tris tris(hidroximetil)aminometano 

TXA2 Tromboxano A2 

VCAM-1 Molécula de adesão da célula vascular 

XO Xantina Oxidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 



 __________________________________________Introdução 31 
 

1.1. Óxido nítrico: caracterização, síntese e vias de sinalização. 

Até o final da década de 70, o óxido nítrico (NO) era considerado 

membro de uma família de poluentes atmosféricos, participando da chamada 

chuva ácida e da formação de carcinógenos em potencial. 

Em 1980, Furchgott e Zawadzki, utilizando-se de preparações de aortas 

de coelho pré-contraídas com noradrenalina, demonstraram que a acetilcolina 

era capaz de promover o relaxamento da musculatura lisa vascular dependente 

da integridade da camada endotelial (Furchgott e Zawadzki, 1980). A interação 

da acetilcolina com receptores muscarínicos presentes em células endoteliais 

levaria à liberação de um fator responsável pela vasodilatação, inicialmente 

denominado Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio (EDRF). Mais tarde, 

em 1987, Ignarro e colbs identificaram quimicamente o EDRF como sendo o 

óxido nítrico (NO), estabelecendo sua importância como molécula sinalizadora 

no sistema vascular (Ignarro et al., 1987). 

A partir da descoberta do NO como substância produzida e secretada 

pelo endotélio vascular, este, até então considerado como uma simples 

barreira de difusão entre o sangue circulante e o espaço intersticial, passou a 

ser considerado como órgão endócrino metabolicamente ativo, sintetizando e 

liberando substâncias responsáveis pela regulação do fluxo sanguíneo e 

controle do tônus vascular (Carvalho et al.,2003). 

O NO é uma molécula lipofílica gasosa com alta difusibilidade, 

característica essencial para sua importância fisiológica. É produzido 

endogenamente a partir da conversão de L-arginina em L-citrulina pela enzima 

NO sintase (NOS) (Moncada et al., 1991; Moncada et al., 1989) (Figura 01), 

mediante ação de agentes vasodilatadores endotélio-dependentes e pelo 
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estímulo físico da força de cisalhamento (Carvalho et al.,2003). Existem três 

isoformas da enzima NO sintase, sendo uma induzível pelo estímulo 

inflamatório (iNOS) e duas constitutivas: a NOS endotelial (eNOS) e a neuronal 

(nNOS), ambas com atividade dependente do aumento da concentração de 

cálcio citoplasmático (Moncada et al., 1991). A isoforma induzível é ativada em 

presença de concentrações citoplasmáticas basais de cálcio.  

 

 

Figura 01: Oxidação da L-arginina a L-citrulina e NO pela NO sintase. 

(Adaptado de Barreto et al., 2005) 

 

 No interior da célula muscular, o NO interage com o grupamento heme 

da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), levando à sua ativação e 

catalisação da reação de conversão de guanosina trifosfato (GTP) em 

guanosina 3’-5’-monofosfato cíclico (GMPc) (Dusse et al., 2003), segundo 

mensageiro capaz de ativar uma proteína quinase dependente de GMPc (PKG) 

(Rapoport et al., 1983; Garthwaite, 1995). A PKG atua fosforilando várias 

proteínas com o intuito de reduzir a concentração de cálcio citoplasmático, 

dentre elas a enzima Ca2+-ATPase da membrana celular que, uma vez ativada, 

acarreta efluxo de cálcio (Ca2+) e dos canais para Ca2+ presentes na membrana 

plasmática, culminando no bloqueio do influxo deste íon (Ignarro, 1989). 
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Segundos após a saída de NO do sítio ativo da enzima GCs, cessa-se a 

produção de GMPc (Beckman e Koppenol, 1996) e o restante deste segundo 

mensageiro é rapidamente metabolizado pelas fosfodiesterases (PDEs) 

(Kruuse et al., 2001). Além da via dependente de GMPc, o NO pode promover 

relaxamento por via independente desta sinalização, que envolve ativação 

direta de canais para potássio (K+), favorecendo a hiperpolarização celular 

(Bolotina et al., 1994), assim como ativação da enzima Ca2+-ATPase do 

retículo sarcoplasmático (SERCA) favorecendo o armazenamento de Ca2+ no 

interior desta organela  (Cohen et al., 1999). 

Além do relaxamento vascular, o NO modula uma série de processos 

fisiológicos, dentre eles: regulação genética, apoptose, função plaquetária, 

neurotransmissão, memória, estimulação do sistema imunológico, entre outros 

(Lancaster, 1996; Napoli e Ignarro, 2003).  

A ampla variedade de atividades fisiológicas moduladas pelo NO deve-

se principalmente às suas propriedades químicas. O NO é uma espécie 

radicalar com alta reatividade, justificada pelo seu curto tempo de meia vida, 

tanto in vitro (de aproximadamente 5 segundos) quanto in vivo (0,1 segundos) 

(Nishida et al., 1992; Kelm et al., 1993). É capaz de reagir quase que 

instantaneamente com moléculas que apresentem elétrons desemparelhados 

(McIntyre et al., 1999), como o ânion superóxido (O2-). Ainda, através de 

reação de S-nitrosilação, o NO interage com grupamentos tióis culminando na 

formação de S-nitrosotióis, importantes estoques endógenos de NO 

(Bruckdorfer, 2005). O NO ainda nitrosila metais de transição como manganês, 

cobre, zinco e ferro, este último presente no grupamento heme de algumas 

proteínas, como, por exemplo, a GCs (McCleverty, 2004). Trabalhos recentes  
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investigam como as modificações pós-transducionais de proteínas mediadas 

pelo NO regulam importantes vias de sinalização (Gow, et al., 2004) 

Tendo em vista que o NO produzido constitutivamente apresenta 

múltiplos papéis fisiológicos na regulação de diversas funções orgânicas e que 

possui um tempo de meia vida extremamente curto, os doadores de NO são 

extensamente utilizados como ferramenta farmacológica para melhor 

compreensão dos efeitos fisiológicos do NO, bem como para o tratamento de 

distúrbios cardiovasculares.  

 

1.2. Os doadores de NO: terapêutica 

Doenças cardiovasculares como insuficiência cardíaca, isquemia e crise 

hipertensiva são consideradas fatores de predisposição para a ocorrência de 

disfunção vascular, caracterizada por aumento da vasoconstrição e diminuição 

do relaxamento dependente de endotélio (Choi et al., 2011). 

O início e a progressão destes distúrbios levam à ativação das enzimas 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase vascular (NADPH oxidase) 

e Xantina Oxidase (XO), responsáveis pela geração de O2-, o que acarreta em 

aumento de estresse oxidativo (Ohara et al., 1993; Warnholtz et al., 1999; Hink 

et al., 2001). Devido a sua alta reatividade, o NO reage com o ânion O2- 

promovendo a formação de peroxinitrito (ONOO-) (Channon e Guzik, 2002) em 

uma velocidade cerca de 10 vezes maior do que a dismutação do ânion O2- em 

peróxido de hidrogênio (H2O2), promovida pela enzima superóxido dismutase 

(SOD) (Beckman e Koppenol, 1996). O ONOO- é um radical livre com alto 

poder oxidante e medeia, em parte, os efeitos citotóxicos do NO, além de 

diminuir a biodisponibilidade deste. Em elevadas concentrações, o ONOO- 
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pode levar ao desacoplamento da eNOS por oxidação do cofator 

tetrahidrobiopterina (BH4), resultando na produção de O2- pela enzima NO 

sintase. Ainda, pode induzir a dessensibilização da GCs e o aumento na 

atividade das PDEs, prejudicando a via de relaxamento desencadeada pelo 

NO. (Daiber et al., 2009, Munzel et al., 2010).  

Mediante a diminuição da biodisponibilidade do NO em diversos 

distúrbios cardiovasculares, os nitratos orgânicos são fármacos de primeira 

escolha para o tratamento de angina, doença coronariana, infarto agudo do 

miocárdio e insuficiência cardíaca congestiva. Isso se deve porque os nitratos 

orgânicos promovem dilatação arterial, principalmente coronariana, e venosa, 

reduzindo pré e pós-carga e aumentando o suprimento de oxigênio (O2) para o 

miocárdio (Kones, 2010; Bellisarii et al., 2012) (Figura 02). 
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Figura 02. Efeitos da terapia com nitratos em pacientes com distúrbios 

cardiovasculares (Adaptado de Munzel et al., 2011)  

 

A nitroglicerina (NTG) é a principal representante dos nitratos orgânicos, 

além desta o mononitrato (ISMN) e dinitrato de isossorbida (ISDN) são 

amplamente utilizados na clínica médica. O nitroprussiato de sódio (NPS) 

também é um doador de NO utilizado na terapêutica, entretanto, pertence à 

família dos nitratos inorgânicos. 

 A NTG foi sintetizada por Ascanio Sobrero em 1847, sendo empregada 

primeiramente na engenharia civil. Em 1849, Constantine Hering testou a NTG 

em voluntários saudáveis e obteve relatos da ocorrência de dores de cabeça e 

redução da pressão arterial, ambos devido a vasodilatação induzida por esta 

molécula. Alguns anos mais tarde, em 1878, Willian Murrell utilizou a 

nitroglicerina para o tratamento de angina, estabelecendo o emprego deste 
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nitrato para o tratamento de distúrbios cardiovasculares (Marsh e Marsh, 2000). 

A NTG é bioconvertida a NO (Marks et al., 1991) tanto em células endoteliais, 

quanto em células do músculo liso vascular, reação catalisada primordialmente 

pela enzima aldeído desidrogenase mitocondrial (ALDH-2) (Chen et al., 2002). 

Seus efeitos celulares são muito semelhantes aos induzidos pelo NO 

endógeno, incluindo ativação da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), 

aumento dos níveis de GMPc e consequente ativação da PKG, além de ativar 

diretamente canais para K+, desencadeando a hiperpolarização da membrana 

das células musculares lisas (Feelisch e Noack, 1987, Fung, 2004, Ignarro, 

2002). 

 

1.3 A nitroglicerina: tolerância e limitação terapêutica 

Apesar de ser um potente agente vasodilatador e apresentar uma ação 

rápida e segura, estudos in vivo e in vitro demonstraram que a maior limitação 

clínica da NTG e de outros nitratos orgânicos é a perda rápida de seus efeitos 

hemodinâmicos e anti-isquêmicos durante tratamento crônico e a este 

fenômeno denomina-se tolerância (Warnholtz et al., 2002).  

A tolerância aos nitratos é caracterizada como um fenômeno complexo, 

compreendido por uma série de alterações vasculares e extravasculares. Sua 

etiologia permanece ainda pouco compreendida, mas acredita-se que este 

processo seja multifatorial, no qual há a contribuição de múltiplos mecanismos 

para seu desenvolvimento e manutenção (Munzel et al., 2000; Kim et al., 2001; 

Parker e Gori, 2001; Chen et al., 2002, Gori e Parker, 2002a, Ignarro, 2002). 

Além do processo de tolerância desencadeado pela NTG, o uso 

continuado deste nitrato orgânico acarreta outro fenômeno, denominado 
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tolerância cruzada, onde a resposta vasodilatadora para outros agentes que 

induzem relaxamento vascular de forma dependente ou independente do 

endotélio também se apresenta comprometida (Abrams, 1992, Munzel et al., 

1995b). 

A fase inicial da tolerância, denominada pseudotolerância, é observada 

após um dia de tratamento contínuo com NTG e implica ativação 

neurohormonal, com aumento nos níveis plasmáticos de catecolaminas e 

vasopressina, expansão de volume intravascular e ativação do sistema renina-

angiotensina (Parker et al., 1991.; Munzel et al., 1996). Após três dias de 

tratamento, o fenômeno de tolerância estabelece-se nas células endoteliais e 

musculares lisas, através de mecanismos como: aumento na formação de 

ânion O2- (Dikalov et al., 1998, Daiber et al., 2005) e/ou diminuição da atividade 

dos sistemas enzimáticos antioxidantes (Wenzel et al., 2007); redução da 

biotransformação enzimática de NTG a NO (Sage et al., 2000; Chen et al., 

2002); desacoplamento da eNOS pela oxidação do cofator BH4 (Gruhn et al., 

2001) ou depleção nos níveis de L-arginina (Abou-Mohamed et al., 2000; 

Khong et al., 2012); redução da atividade da enzima GCs (Mulsch et al., 2001 

Sayed et al., 2008); aumento da expressão e atividade das enzimas 

responsáveis pela degradação de GMPc, as PDEs (Pagani et al., 1993; Kim et 

al., 2001) e/ou diminuição da atividade da PKG (Schulz et al., 2002; Warnholtz 

et al., 2002) (Figura 03). 



 __________________________________________Introdução 39 
 

 

Figura 03. Mecanismos moleculares da tolerância à nitroglicerina (Adaptado de 

Daiber et. al., 2009) 

 

Ao longo das duas últimas décadas, vários trabalhos demonstraram a 

relação direta entre o desencadeamento da tolerância para nitratos orgânicos e 

aumento do estresse oxidativo vascular. De acordo com este conceito, 

demonstrado primeiramente em 1995 por Munzel e colbs (Munzel et al., 

1995b), durante o fenômeno de tolerância ocorre uma produção exacerbada de 

ânion O2- e/ou um prejuízo na degradação enzimática destes radicais livres, 

fatores que seriam cruciais para as modificações fisiológicas vasculares 

ocorridas durante este evento. Trabalhos mostram que a enzima NADPH 

oxidase seria a principal fonte de produção destas espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e parte de sua ativação ocorre via proteína quinase C (PKC) 
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(Munzel et al., 1995a; Zierhut e Ball,1996; Munzel et al., 2000, Abou-Mohamed, 

et al., 2004). Ainda, de acordo com Esplugues e colbs (2006), o tratamento 

prolongado com NTG acarreta aumento na síntese de ânion O2- pelas 

mitocôndrias como consequência da redução da atividade complexo I 

mitocondrial, evento que seria um dos responsáveis pelo desenvolvimento e 

manutenção da tolerância (Esplugues et al., 2006). De fato, Wenzel e colbs 

(2008) demonstraram estreita relação entre a produção de EROs pela 

mitocôndria e a ativação de NADPH oxidase por estes radicais livres, somada à 

ativação desta enzima promovida pelo tratamento crônico com a NTG (Wenzel 

et al., 2008). 

Com base nestes estudos, a NTG, apesar de amplamente utilizada, tem 

seu uso restrito apenas a tratamentos agudos, o que a limita terapeuticamente. 

 

1.4. Nitroprussiato de sódio 

O processo de tolerância tem sido associado apenas a nitratos 

orgânicos, entretanto, pouco se sabe sobre a ocorrência deste fenômeno a 

outros doadores de NO.  

O NPS, como já mencionado, é um doador de NO da classe dos nitratos 

inorgânicos e constitui-se de um sal dissódico formado por um átomo de ferro 

central no estado ferroso (Fe2+) complexado a cinco grupos cianeto (CN-) e um 

grupamento NO (Feelisch, 1998). 

Suas propriedades vasodilatadoras são conhecidas desde 1929 e seu 

uso clínico como agente hipotensor foi aprovado pelo FDA (Food and Drugs 

Administration-EUA) em 1974 (Friederich e Butterworth, 1995). 

Comercialmente o NPS é conhecido como Nipride® ou Nitropress®. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Friederich%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7598246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Butterworth%20JF%204th%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7598246
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O NPS é um vasodilatador misto por exercer efeito sobre os leitos 

arteriais e venosos (Goodman e Gilman, 1996). O uso desde doador de NO 

acarreta redução da pressão arterial devido redução das resistências 

vasculares pulmonares e sistêmicas (Jorge, 1989). É utilizado em âmbito 

hospitalar nas crises hipertensivas (Wang et al., 2002), como adjuvante nos 

estados de choque circulatório (Feelisch, 2008), em indução de hipotensão 

intraoperativa e em cirurgias cardíacas e da aorta (Friederich  e Butterworth, 

1995).  

O NPS apresenta um tempo de meia-vida curto (1-2 minutos), sendo que 

nos sistemas biológicos, a bioconversão de NPS a NO pode ocorrer por vias: 

enzimáticas e não enzimáticas. Na primeira, as enzimas NADPH oxidase e 

Citocromo P450 parecem ser as principais responsáveis pela catalisação da 

reação de liberação de NO (Bates et al. 1991; Marks et al., 1991; Rao et al. 

1991; Kowaluk et al. 1992). Já na via não enzimática, ânions tiolato livres ou 

ancorados à membrana plasmática promovem a decomposição do complexo 

com a liberação de NO (Feelisch, 2008).  

Em ambas as vias, são liberadas 5 moléculas de CN- 

concomitantemente a 1 molécula de NO. O CN- é um metabólito toxico e sua 

completa eliminação pode demandar alguns dias (Bates et al., 1991). Seu 

acúmulo pode gerar morte celular devido ao desacoplamento da cadeia 

respiratória (Heytler, 1963), promovendo acidose metabólica. Os sintomas 

característicos da intoxicação pelo CN- são: náuseas, fraqueza, confusão 

mental, cefaléia, espasmos musculares e taquicardia. Estes efeitos são 

minimizados tão logo a infusão da droga seja interrompida ou sua velocidade 

de eliminação do organismo seja acelerada (Jorge, 1989). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Friederich%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7598246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Butterworth%20JF%204th%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7598246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Butterworth%20JF%204th%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7598246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22HEYTLER+PG%22%5BAuthor%5D
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Além da liberação de CN-, a administração endovenosa de NPS acarreta 

rápida e intensa queda da pressão arterial promovendo a ativação de 

barorreceptores e, consequentemente, taquicardia reflexa (Yakazu et al., 

2001). A hipotensão arterial sistêmica é o efeito colateral mais comumente 

observado em pacientes em tratamento com o NPS, sobretudo os indivíduos 

com insuficiência cardíaca.  

As reações adversas à terapia com o NPS como a liberação de cianeto e 

a resposta taquicárdica reflexa podem ser facilmente monitoradas, uma vez 

que o uso deste nitrato inorgânico ocorre primordialmente em âmbito 

hospitalar.  

Apesar de ser amplamente empregado na clínica, são escassos e 

conflitantes os estudos acerca da indução de tolerância por este doador de NO. 

 

1.5.  O fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-κB): ativação e 

modulação gênica 

Distúrbios metabólicos e cardiovasculares como aterosclerose, doença 

coronariana, diabetes e hipertensão desencadeiam um quadro de disfunção 

vascular, o que também é observado mediante a terapia crônica com nitratos 

orgânicos. Além disso, muitas destas patologias exibem uma correlação 

positiva com marcadores inflamatórios, como TNF-α (fator de necrose tumoral 

alfa) e IL-6 (interleucina-6) (Mahmud e Feely, 2005; Smith et al., 2004), 

produzidos principalmente através da ativação do fator de transcrição nuclear 

kappa-B (NF-κB).  

O NF-κB foi descrito primeiramente por Sen e Baltimore (1986) como 

uma proteína reguladora da expressão gênica de imunoglobulinas em linfócitos 
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B (Sen e Baltimore, 1986). Atualmente, sabe-se que este fator é de importância 

primordial em respostas imunes e inflamatórias. O NF-κB modula a expressão 

de genes envolvidos na regulação do crescimento, diferenciação, sobrevivência 

e apoptose celular (Morgan e Liu, 2011), além de desempenhar um importante 

papel em várias condições patológicas, incluindo carcinomas (Gilmore et al., 

1996), doenças degenerativas (Grilli e Memo, 1999), artrite (Foxwell et al., 

1998), asma (Barnes e Adcock, 1998) e numerosas condições inflamatórias. 

O NF-κB é um heterodímero formado por membros da família de genes 

Rel de mamíferos, a qual inclui as subunidades p105 (p50), p100 (p52), p65 

(RelA), RelB e c-Rel (Rothwarf e Karin, 1999; Morgan e Liu, 2011). O protótipo 

clássico é constituído pela p50, uma proteína de 50kD e pela p65, com 65 kD 

(Morgan e Liu, 2011).  

Em 1988, após a identificação do NF-κB, Baeuerle e Baltimore 

identificaram uma proteína com tamanho entre 60 e 70KD com atividade 

inibitória ao NF-κB, a qual foi denominada IκB (Baeurle e Baltimore, 1988). 

Foram descritas várias proteínas inibitórias da família IκB, dentre elas: IκBα, 

IκΒβ, IκBγ, IκBε e Bcl-3. A proteína IκBα foi a primeira da família IκB a ter seu 

papel fisiológico caracterizado, enquanto as propriedades das demais proteínas 

permanecem ainda pouco conhecidas (Rothwarf e Karin, 1999).  

A atividade inibitória da IκB é explicada pela associação ao NF-κB, 

culminando com a formação de um trímero que impede a translocação nuclear 

do complexo. Desta maneira, não ocorre a interação do NF-κB com o DNA 

celular e a consequente transcrição dos genes regulados por esta via (Baldwin, 

1996; Verma e Stevenson 1997). Ainda, as proteínas IκBα recém-sintetizadas 

penetram no núcleo celular e ligam-se aos sítios do dímero NF-κB, favorecendo 
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sua dissociação do DNA e reexportação para o citoplasma, fato explicado pela 

maior afinidade entre as proteínas IκB e NF-κB em comparação com a 

afinidade entre essa última e o DNA celular (Arenzana-Seisdedos et al, 1997). 

A ativação do complexo clássico p50/p65 é dependente da ativação de 

quinases específicas, como as quinases que fosforilam as proteínas inibidoras 

de NF-κB, as IKKs (Delhalle et al., 2004). O complexo IKK é composto por duas 

subunidades catalíticas (IKKα e IKKβ) e uma regulatória (IKKγ/NEMO) e 

fosforila a proteína IκB em resíduos de serina (Ser32 e Ser36) (Chen et al., 

1996). A fosforilação de IκB leva à sua rápida ubiquitinação e degradação 

proteolítica, culminando com a liberação do heterodímero NF-κB e sua 

consequente translocação nuclear (DiDonato et al., 1997; Verma et al., , 1996; 

Rothwarf e Karin, 1999; Hayden e Ghosh, 2008).  

Uma vez no núcleo, o NF-κB interage com elementos responsivos 

localizados nas regiões promotoras de diversos genes, modulando a 

transcrição de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-α, 

moléculas de adesão celular como VCAM, ICAM-1 e MAd-CAM-1, fator de 

crescimento G-CSF, fatores antiapoptóticos como TRAF-1 e TRAF-2 (Baeuerle 

e Henkel, 1994; Siebenlist et al., 1994; Baldwin, 1996) e de enzimas induzíveis 

como a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a iNOS (Zie, et al., 1994; Rothwarf e Karin, 

1999; Moynagh, 2005).  

 Diversos sinais extracelulares são responsáveis pela ativação do NF-κB, 

dentre os quais se destacam: citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1, 

LPS bacteriano, proteínas virais e fatores indutores de estresse (Siebenlist et 

al., 1994; Gosh et al., 1998; Delhalle et al., 2004). (Figura 04). 
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Figura 04. Modelo esquemático de ativação da via do NF-κB (Adaptado de Rothwarf e 

Karin,1999). 

 

 Além destes estímulos, vários trabalhos demonstram que o ânion O2- 

produzido pela NADPH oxidase exerce papel fundamental na translocação do 

NF-κB, favorecendo a transcrição dos genes alvo deste complexo modulatório 

(Schreck et al., 1991; Roy, 1997; Clark e Valente, 2004). Ainda, Anrather e 

colbs (2006) demonstraram que durante o processo inflamatório a expressão 

da subunidade gp91PHOX da NADPH oxidase presente em monócitos e células 

da glia de ratos é dependente da presença da subunidade p65 do NF-κB, 

estabelecendo um ciclo mútuo de ativação (Anrather et al., 2006). 

Uma vez que durante o fenômeno de tolerância aos nitratos orgânicos 

há o desencadeamento de estresse oxidativo vascular e sabendo-se que este 
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possui uma estreita relação com a ativação da via do NF-κB faz-se necessário 

o estudo da interrelação entre o fenômeno da tolerância induzido pelo NPS, o 

quadro de estresse oxidativo e a via do NF-κB, a fim de melhor elucidar este 

fenômeno e descrever possíveis alvos de intervenção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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2.1.  Objetivo Geral 

 

Avaliar se o nitroprussiato de sódio (NPS) induz o fenômeno de 

tolerância, in vitro, em aorta de camundongos, bem como caracterizar a 

ocorrência de estresse oxidativo e processo inflamatório relacionados a este 

fenômeno. 

 

2.2.  Objetivos específicos 
 

2.2.1.  Analisar se a EC75 (10 nmol/L) do NPS é capaz de induzir tolerância in 

vitro em diferentes tempos de incubação;  

 

2.2.2.  Avaliar a correlação entre estresse oxidativo e o fenômeno de tolerância 

ao NPS; 

 

2.2.3.  Avaliar o envolvimento de mediadores inflamatórios durante a tolerância 

induzida pelo NPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

3. Material e Métodos
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3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c (8 a 12 

semanas de vida) provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. 

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia do 

ICB/UFMG, com livre acesso à água e ração, no ciclo claro-escuro e 

temperatura entre 22 ± 2,0 ºC. Todos os procedimentos experimentais foram 

submetidos à análise do Comitê de Ética de Experimentação Animal (CETEA) 

da UFMG, sob o protocolo (037/2010). 

 

3.2. Procedimento de eutanásia e coleta da aorta 
Os animais foram sacrificados por decapitação e a porção torácica da 

aorta foi cuidadosamente isolada e dissecada do excesso de tecido conjuntivo 

perivascular. Após, procedeu-se de acordo com as metodologias descritas a 

seguir. 

 

3.3. Experimentos de reatividade vascular 

3.3.1. Montagem de preparações isoladas 

As aortas foram transferidas para uma placa de Petri contendo solução 

fisiológica de Krebs, com a seguinte composição (em mmol/L): NaCl 135,0; KCl 

5,0; KH2PO4 1,17; CaCl2 2,5; MgSO4 1,4; NaHCO3 20,0; glicose 11,0. A artéria 

foi seccionada em anéis de 2 a 3 mm de comprimento e, após a secção, 

inseriram-se dois ganchos metálicos triangulares no lúmen dos anéis para 

produzir tensão. Um dos ganchos foi conectado a um suporte fixo e o outro a 

um ajustável, conectado a um transdutor para registro de força. A tensão 

isométrica foi registrada através de transdutor isométrico acoplado a um 
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polígrafo. O sistema foi montado em banho para órgão isolado contendo 10 mL 

de solução fisiológica de Krebs, com pH 7,4 sob gaseificação constante com 

mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2, White Martins, Brasil), a 37ºC. As 

preparações permaneceram em repouso por 60 minutos sob tensão basal 

constante de 0,5 g e, durante este período, foram lavadas com a solução 

fisiológica em intervalos de 15 minutos a fim de evitar o acúmulo de metabólitos 

e restaurar os níveis de glicose requeridos para o metabolismo vascular. 

 

3.3.2. Avaliação da viabilidade da preparação 

Após o período de estabilização, os anéis foram estimulados com a EC50 

da fenilefrina (0,1 µmol/L) com o objetivo de se determinar se as preparações 

estavam viáveis. Observando-se platô de contração induzido pela fenilefrina 

em artérias viáveis, procedeu-se a avaliação da integridade endotelial ou a 

eficiência de sua remoção. 

 

3.3.3. Avaliação da integridade endotelial 

A presença de endotélio funcional foi verificada pela adição de 

acetilcolina (EC50: 1 µmol/L). A integridade da camada endotelial foi 

considerada em preparações que apresentaram um mínimo 80% de 

relaxamento para acetilcolina. 

Quando necessário, o endotélio foi removido mecanicamente através de 

atrito entre o gancho metálico e o lúmen do anel. A efetividade da remoção do 

endotélio foi demonstrada pelo relaxamento máximo de 10% à acetilcolina 

(EC50:1 µmol/L) em anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina (EC50: 0,1 

µmol/L). 
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Investigação do fenômeno de tolerância 

 

3.3.4. Estudo da tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio em 

preparações com e sem endotélio vascular. 

Objetivo: avaliar se o NPS induz tolerância in vitro em preparações com 

e sem endotélio vascular. 

 Anéis de aortas de camundongos, com e sem endotélio vascular, foram 

incubadas por 15, 30, 45 ou 60 minutos com a EC75 do nitroprussiato de sódio 

(10 nmol/L). Após o período de incubação, as preparações foram lavadas com 

solução fisiológica de Krebs por 15 minutos, sendo uma lavagem a cada minuto 

e, em seguida, foram realizadas curvas cumulativas concentração-resposta 

para o nitroprussiato de sódio (10 pmol/L – 1 µmol/L) em artérias pré-

contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L). 

 

Os protocolos a seguir foram realizados em anéis de aorta desprovidos 

de endotélio vascular e após a incubação prévia com a EC75 deste doador de 

NO por 60 minutos, condições em que se observou o desencadeamento do 

fenômeno de tolerância in vitro: 

 

 

 

 

 

 



_____________________________________Material e Métodos 53 
 

Estudo dos fatores responsáveis pelo fenômeno de tolerância induzido 

pelo nitroprussiato de sódio. 

 

3.3.5. Efeito do Tiron, sequestrador de ânion O2-, sobre a tolerância 

induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se a presença de ânion O2- está relacionada ao fenômeno de 

tolerância desencadeado pelo nitroprussiato de sódio. 

Anéis de aortas de camundongos foram incubados concomitantemente 

com Tiron (1 mmol/L), sequestrador de ânions superóxido e nitroprussiato de 

sódio (10 nmol/L) por 60 minutos, tempo necessário para indução de tolerância. 

Após, as preparações foram lavadas por 15 minutos, pré-contraídas com 

fenilefrina (0,1 µmol/L) para realização de curvas cumulativas concentração-

resposta para este doador de NO (10 pmol/L – 1 μmol/L). 

 

3.3.6. Efeito da Apocinina, inibidora da NADPH oxidase, no efeito de 

tolerância induzido pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se a enzima NADPH oxidase é fonte da produção 

aumentada de ânion O2- em aortas tolerantes. 

Aortas de camundongos foram concomitantemente incubadas com 

Apocinina (100 μmol/L) e nitroprussiato de sódio (10 nmol/L) por 60 minutos. 

Decorrido este período de incubação, as preparações foram lavadas por 15 

minutos, para posterior realização de curvas cumulativas concentração-

resposta para este doador de NO (10 pmol/L – 1 µmol/L), após pré-contração 

com fenilefrina (0,1 µmol/L). 
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3.3.7. Efeito da Atorvastatina, inibidora da enzima NADPH oxidase, na 

tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: além de inibir a HMG-CoA redutase a Atorvastatina inibe a 

enzima NADPH oxidase. Neste sentido o objetivo deste protocolo foi verificar 

se o efeito antioxidante desta estatina é capaz de restaurar a potência de 

relaxamento do nitroprussiato de sódio em aortas tolerantes a este doador de 

NO. 

Aortas de camundongos foram concomitantemente incubadas com 

Atorvastatina (10 μmol/L) e nitroprussiato de sódio (10 nmol/L) por 60 minutos. 

Decorrido este período de incubação, as preparações foram lavadas por 15 

minutos, pré-contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L) e, em seguida, realizaram-

se curvas cumulativas concentração-resposta para este doador de NO (10 

pmol/L – 1 µmol/L). 

 

3.3.8. Efeito do inibidor não seletivo da enzima NO sintase, L-NAME, na 

tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se a enzima NO sintase está envolvida no processo de 

tolerância desencadeado pelo nitroprussiato de sódio. 

Anéis de aortas de camundongos foram concomitantemente incubadas 

com L-NAME (1mmol/L), inibidor não seletivo da NOS e nitroprussiato de sódio 

(10 nmol/L), por 60 minutos. Após, as preparações foram lavadas por 15 

minutos, pré-contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L) e seguiu-se a realização de 

curvas cumulativas concentração-resposta para este doador de NO (10 pmol/L 

– 1 µmol/L). 
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3.3.9. Efeito do substrato da NO sintase, L-arginina, na tolerância 

induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se durante o processo de tolerância vascular induzido 

por este doador de NO ocorre redução da biodisponibilidade de L-arginina. 

Aortas de camundongos foram incubadas ao mesmo tempo com L-

arginina (1 mmol/L), substrato da enzima NO sintase e nitroprussiato de sódio 

(10 nmol/L) por 60 minutos. Decorrido este tempo, as preparações foram 

lavadas por 15 minutos, pré-contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L) e, em 

seguida, realizaram-se curvas cumulativas concentração-resposta para este 

doador de NO (10 pmol/L – 1 µmol/L). 

 

3.3.10. Efeito do Ibuprofeno, inibidor não seletivo de ciclooxigenase 

(COX), sobre a tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar o envolvimento de derivados da COX no processo de 

tolerância vascular induzido por este doador de NO. 

Aortas de camundongos foram incubadas ao mesmo tempo com 

Ibuprofeno (10 μmol/L), inibidor não seletivo de COX e nitroprussiato de sódio 

(10 nmol/L) por 60 minutos. Decorrido este período de incubação, as 

preparações foram lavadas por 15 minutos, pré-contraídas com fenilefrina (0,1 

µmol/L) e, em seguida, realizaram-se curvas cumulativas concentração-

resposta para este doador de NO (10 pmol/L – 1 µmol/L). 
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3.3.11. Efeito aditivo do Tiron, sequestrador de ânion O2-, e 

Ibuprofeno, inibidor não seletivo de COX, na tolerância induzida 

pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se o estresse oxidativo e o processo inflamatório são 

mecanismos aditivos na tolerância induzida por este doador de NO. 

Aortas de camundongos foram concomitantemente incubadas com Tiron (1 

mmol/L), sequestrador de O2-, Ibuprofeno (10 μmol/L), inibidor não seletivo de 

COX e nitroprussiato de sódio (10 nmol/L) por 60 minutos. Decorrido este 

período de incubação, as preparações foram lavadas por 15 minutos, pré-

contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L) e, em seguida, realizaram-se curvas 

cumulativas concentração-resposta para este doador de NO (10 pmol/L – 1 

µmol/L). 

 

3.3.12. Efeito da Nimesulida, inibidora seletiva de ciclooxigenase-2 

(COX-2), sobre a tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se os produtos derivados da COX-2 estão envolvidos no 

processo de tolerância vascular induzido por este doador de NO. 

Aortas de camundongos foram concomitantemente incubadas com 

Nimesulida (1 μmol/L), inibidor seletivo de COX-2 e nitroprussiato de sódio (10 

nmol/L) por 60 minutos. Após este período de incubação, as preparações foram 

lavadas por 15 minutos e em seguida realizaram-se curvas cumulativas 

concentração-resposta para este doador de NO (10 pmol/L – 0,1 µmol/L), em 

preparações pré-contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L). 
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3.3.13. Efeito do SQ29584, antagonista de receptor de tromboxano 

A2, (TXA2) e prostaglandina H2 (PGH2) sobre a tolerância induzida 

pelo nitroprussiato de sódio. 

Objetivo: verificar se o TXA2, derivado vasoconstritor da COX, está 

envolvido no processo de tolerância induzido por este doador de NO. 

Aortas de camundongos foram incubadas concomitantemente com 

SQ29584 (30 μmol/L) e nitroprussiato de sódio (10 nmol/L) por 60 minutos. 

Decorrido este período de incubação, as preparações foram lavadas por 15 

minutos e em seguida realizaram-se curvas cumulativas concentração-resposta 

para nitroprussiato de sódio (10 pmol/L – 0,1 µmol/L), em preparações pré-

contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L). 

 

3.3.14. Efeito do AH6809, antagonista de receptor de prostaglandina 

F2α (PGF2α), sobre a tolerância induzida pelo nitroprussiato de 

sódio. 

Objetivo: verificar se a PGF2α, prostanóide vasoconstritor derivado da 

COX, está envolvido no processo de tolerância vascular induzido pelo 

nitroprussiato de sódio. 

Aortas de camundongos foram incubadas ao mesmo tempo com 

AH6809 (10 μmol/L) e com nitroprussiato de sódio (10 nmol/L) por 60 minutos. 

Decorrido este período de incubação, as preparações foram lavadas por 15 

minutos e em seguida foram realizadas curvas cumulativas concentração-

resposta para este doador de NO (10 pmol/L – 0,1 µmol/L), em preparações 

pré-contraídas com fenilefrina (0,1 µmol/L). 
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 Os protocolos a seguir foram todos realizados em anéis de aorta sem 

endotélio vascular e, para indução da tolerância in vitro, aortas foram 

incubadas com a EC75 do NPS (10 nmol/L) por 60 minutos ou 

concomitantemente incubadas com NPS (10 nmol/L) e Tiron (1 mmol/L) ou 

Atorvastatina (10 µmol/L). Artérias controle foram incubadas somente com 

Krebs ou concomitantemente com Krebs e Tiron (1 mmol/L) ou Atorvastatina 

(10 µmol/L). 

 

3.4. Determinação da produção de ânions O2- em aortas controle e 

tolerantes ao NPS, na presença e ausência de Tiron e Atorvastatina. 

Objetivo: Avaliar, in situ, a produção de ânion O2- em aortas controle e 

tolerantes e verificar o efeito do Tiron e da Atorvastatina sobre a mensuração 

desta ERO. 

A sonda diidroetidina (DHE) foi utilizada para avaliar a formação de 

ânions O2-, conforme previamente descrito (Miller et al., 1998). A DHE penetra 

livremente nas células e, em presença de O2-, é oxidada a etídio, o qual é 

capaz de intercalar-se ao DNA das células e emitir fluorescência (Rothe e 

Valet, 1990) 

Transcorrido o tempo de incubação, aortas controles e tolerantes foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e embebidas em composto 

OCT (resina para congelamento rápido de tecidos e corte em criostato; Tissue-

Tek®; Qaigen, Hilden, Alemanha) para confecção de blocos e posterior secção 

em micrótomo criostato. Os blocos foram seccionados a 30 µm de espessura e 

aderidos a lâminas de vidro previamente impregnadas com Poli-L-Lisina (20%). 

As lâminas foram incubadas com o DHE (1 µmol/L) em câmara escura 
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umidificada, a 37 °C durante 20 minutos antes de selar com a lamínula. As 

imagens foram obtidas com um microscópio confocal (Zeiss 510 Meta- Centro 

de Microscopia Eletrônica- ICB/UFMG) equipado com laser criptônio/argônio. A 

sonda foi excitada a um comprimento de onda de 488nm com espectro de 

emissão em 515nm. A aquisição das imagens foi realizada sob os padrões de 

calibragem idênticos para os grupos controle e tolerante, pré-incubados ou não 

com Tiron ou Atorvastatina. A análise quantitativa das imagens foi realizada 

através do software Image J (1.45) e expressa como intensidade da 

fluorescência (unidades arbitrárias). 

 

3.5. Determinação da expressão protéica da p65/NF-κB em aortas 

controle e tolerantes ao NPS na presença e ausência de Tiron. 

Objetivo: Avaliar o possível envolvimento da via do NF-κB na tolerância 

desencadeada pelo NPS e a interrelação entre esta via e o quadro de estresse 

oxidativo. A expressão protéica da p65/NF-κB foi realizada através da técnica 

de Western Blotting. 

Transcorrido o tempo de incubação, aortas controle e tolerantes foram 

imediatamente congeladas a -80ºC. As artérias congeladas foram 

homogeneizadas com auxílio de pistilo e cadinho de porcelana em presença de 

tampão de lise (1% TritonX100; Tris 100 mmol/L pH=8,0; Glicerol 20% EDTA 

0,2 mmol/L) acrescido de coquetel de inibidores de proteases (SigmaFast, 

Sigma). Após o processamento, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm 

por 10 minutos a 4ºC. A quantidade de proteínas foi mensurada através de 

ensaio Bradford da Bio-Rad (Bio-Rad, EUA). Após, as amostras foram diluídas 
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em tampão de amostra (4XTrisHCl/SDS pH=6.8, 3% Glicerol, 1% SDS, 0.6% β-

mercaptoetanol, 0,05% Azul de Bromofenol) e aquecidas a 98°C por 5 minutos 

Os extratos de proteína (30 µg) foram separados por eletroforese em gel 

de poliacrilamida e transferidos para membranas de nitrocelulose. Logo após, 

as membranas foram lavadas em água destilada e bloqueadas por 1 hora a 

temperatura ambiente com solução tampão (TBS) acrescida de Tween 0,1% 

contendo 5% (p/v) de leite em pó desnatado. Decorrido o tempo do bloqueio, 

as membranas foram lavadas três vezes (por 10 minutos cada) com TBS – 

Tween 0,1% e incubadas overnight em câmara fria (4ºC) com anticorpos 

primários específicos diluídos em solução salina com 5% (p/v) BSA (soro 

bovino fetal) e 0,1% Tween. Os anticorpos primários utilizados foram: anti-p65 

(1:1000, rabbit, Sigma) e anti-β-actina ( 1:1000, mouse, Sigma). 

Após, as membranas foram lavadas com TBS – Tween 0,1% por três 

vezes (durante 10 minutos cada) e incubadas por 2 horas a temperatura 

ambiente com anticorpo secundário conjugado com peroxidase (HRP) (1:3000, 

anti-rabbit IgG-HRP e anti-mouse IgG-HRP, Sigma) diluídos em solução salina 

com 5% (p/v) BSA e 0,1% Tween. 

As bandas imunorreativas foram visualizadas usando sistema de 

detecção Luminata, conforme descrito pelo fabricante (Millipore, USA) e a 

intensidade das mesmas foi avaliada por análise densitométrica através do 

software ImageJ (1.45). 
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3.6. Determinação da produção de TNF-α e IL-6 em aortas controle e 

tolerantes ao NPS na presença e ausência de Tiron. 

Objetivo: Avaliar se a tolerância desencadeada pelo NPS induz a 

produção de citocinas inflamatórias e se esta produção correlaciona-se ao 

quadro de estresse oxidativo. A quantificação de citocinas e quimiocinas em 

artérias controles e tolerantes ao NPS foram determinadas através de ensaio 

enzimático de imunoabsorbância (enzyme linked immunosorbent assay - 

ELISA). 

Transcorrido o tempo de incubação, aortas controles e tolerantes foram 

imediatamente congeladas a -80ºC. As artérias congeladas foram 

homogeneizadas com auxílio de pistilo e cadinho de porcelana em presença de 

solução para extração de citocinas (NaCl 0,4 mol/L, Na2HPO4 10 mmol/L, 

PMSF 0,1 mmol/L, cloreto de benzalcônio 0,1 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, 

Tween 20 0,05% (p/v), BSA 0,5% (p/v), aprotinina 20 UI), na proporção de 100 

µL desta solução para 10 mg de tecido. Logo após, as amostras foram 

centrifugadas (10.000 rpm; 4ºC; 10 minutos) e o sobrenadante foi recolhido 

para a dosagem de citocinas e quimiocinas, em diluição 1:4 em solução de 

PBS:BSA1%. 

Os kits para a realização do ELISA para o fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) e interleucina- 6 (IL-6) foram provenientes do fabricante R&D Systems, 

Minneapolis, USA (DuoSet) e utilizados de acordo com os procedimentos 

sugeridos, resumidamente descritos a seguir. 

 Foram utilizadas placas de 96 poços (C96 MicroWell™ Plates,  Nunc, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A sensibilização das placas foi 

realizada por 18 horas a 4ºC mediante adição de 100 µL de solução de 
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anticorpos de captura específicos. Após, as placas foram lavadas 3 vezes com 

tampão de lavagem PBS/Tween 0,1% e bloqueadas com 200 µL de solução a 

1% de albumina bovina (Sigma) em PBS por 1 hora. Os padrões de citocinas, o 

branco e as amostras foram acrescentados aos seus respectivos poços, 

procedendo-se a incubação das placas, overnight, em câmara fria e úmida. 

Decorrido o período de incubação as placas foram lavadas com o 

tampão de lavagem e, após, foram adicionados 100 µL de uma solução de 

anticorpo de detecção por 2 horas. Transcorrido este período, procedeu-se 

mais uma lavagem e posterior adição de solução de streptavidina conjugada 

com peroxidase (HRP-Streptavidin  Pharmingem, 1:4000) por 30 minutos. Em 

seguida as placas foram novamente lavadas e a reação foi revelada com o 

substrato o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) em tampão citrato contendo H2O2 

(Merck). A reação foi interrompida mediante adição de H2SO4 1 mol/L. O 

produto de oxidação do OPD foi detectado por colorimetria em um leitor de 

placas de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) no 

comprimento de onda de 492 nm. 

 

3.7. Análise estatística 

As determinações da EC50 (concentração que produz 50% da resposta 

máxima) e de efeito máximo foram realizadas utilizando o método de regressão 

não linear dos mínimos quadrados (Meddings et al., 1989) utilizando-se o 

programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Corporation, versão 5, 

2007). 

Para a análise da potência do doador de NO foi utilizado o valor de 

pEC50 ou pD2 (– log EC50), que assume distribuição normal, compatível com 
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manipulações e comparações estatísticas (Kenakin, 1997). Os valores de pD2 

foram obtidos pelo programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software 

Corporation, versão 5, 2007). Os resultados foram expressos como média ± 

erro padrão médio (EPM). A diferença entre as médias foi realizada utilizando-

se a análise de variância (ANOVA) de uma via ou duas vias, dependendo da 

necessidade, seguida do pós-teste de Newman Keuls ou Bonferroni, 

respectivamente, pelo programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software 

Corporation, versão 5, 2007). Os resultados foram considerados 

estatisticamente diferentes quando p< 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

4.Resultados 
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4.1.  Estudo da tolerância induzida pela EC75 (10 nmol/L) do 

nitroprussiato de sódio em preparações com e sem endotélio vascular. 

Em anéis de aorta providos de endotélio vascular, a incubação com o 

NPS na concentração de 10 nmol/L por 15, 30, 45 e 60 minutos não alterou de 

forma significativa os valores de Emax e pD2 para o relaxamento induzido por 

este mesmo doador de NO (Fig. 05, 06A e 06B e tabela 1). 
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Figura 05. Efeito da pré-incubação com o NPS no relaxamento induzido por este doador 

de NO, em aortas isoladas com endotélio (e+). As curvas concentração-resposta ilustram o 

relaxamento induzido pelo NPS após pré-contração com Phe, em preparações com endotélio 

vascular (e+), previamente incubadas ou não com NPS (10 nmol/L), em quatro diferentes 

tempos de incubação. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações 

independentes.  
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Figura 06. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos pelo NPS em aortas isoladas 

com endotélio (e+), controles ou tolerantes a este doador de NO, em quatro diferentes 

tempos de incubação. Cada barra representa a média ± EPM de determinações 

independentes. A diferença entre as médias foi realizada utilizando-se ANOVA de duas vias 

seguida de pós-teste de Newman Keuls. 

  



_____________________________________Resultados 67 
 

 

 

 

 

 

Tabela 01. Valores de pD2 e Emax obtidos pelo NPS, em aortas com endotélio, 

controles e tolerantes a este doador de NO, nos tempos de 15, 30, 

45 e 60 minutos. 

 

Grupos pD2 Emax 

Controle 7,87 ± 0,11 (n=7) 110,94 ± 7,99% (n=7) 

Incubação: 15’ 8,21 ± 0,05 (n=5) 106,50 ± 4,19%(n=5) 

Incubação: 30’ 8,16 ± 0,09 (n=7) 106,28 ±  2,36%(n=7) 

Incubação: 45’ 8,16 ± 0,07 (n=5) 101,31 ± 1,34%(n=5) 

Incubação: 60’ 8,07 ± 0,07 (n=7) 104,99 ± 2,11%(n=7) 

 

Em preparações sem endotélio vascular, a incubação prévia com NPS 

(10 nmol/L) por 60 minutos reduziu significativamente apenas a potência (pD2) 

de relaxamento deste doador de NO, ao passo que não houve alteração deste 

parâmetro nos demais tempos de incubação estudados. (Fig. 07 e 08A). Ainda, 

a exposição prévia ao NPS nos quatro diferentes tempos estudados (15, 30, 45 

e 60 minutos) não alterou significativamente os valores de Emax (Fig. 07, 08B 

e tabela 02). 
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Figura 07. Efeito da pré-incubação com NPS no relaxamento induzido por este 

doador de NO em aortas isoladas sem endotélio (e-). As curvas concentração-resposta 

ilustram o relaxamento induzido pelo NPS após pré-contração com Phe, em preparações sem 

endotélio vascular (e-), controles ou tolerantes ao NPS, em quatro diferentes tempos de 

incubação. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes.  
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Figura 08. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos pelo NPS em aortas isoladas 

sem endotélio (e-), controle ou tolerante a este doador de NO, em quatro diferentes 

tempos de incubação. Cada barra representa a média ± EPM de determinações 

independentes. A diferença entre as médias foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via 

seguida de pós-teste de Newman Keuls. *** Representa diferença significativa (p<0,001) em 

relação ao resultado observado no grupo controle. 
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Tabela 02. Valores de pD2 e Emax obtidos pelo NPS, em aortas sem endotélio, 

controle ou tolerante a este doador de NO, nos tempos de 15, 30, 45 

e 60 minutos. 

Grupos pD2 Emax 

Controle 8,40 ± 0,06 (n=5) 98,15 ± 2,24% (n=5) 

Incubação: 15’ 8,35 ± 0,05 (n=5) 98,60 ± 4,39% (n=5) 

Incubação: 30’ 8,50 ± 0,07 (n=7) 103,59 ± 4,23% (n=7) 

Incubação: 45’ 8,36 ± 0,07 (n=5) 104,76 ± 1,42% (n=5) 

Incubação: 60’ 7,79 ± 0,09 (n=4)*** 98,84 ± 2,67% (n=4) 

*** Representa diferença significativa (p<0,001) em relação ao resultado observado no grupo 

controle. 

 

Os resultados a seguir são provenientes de anéis de aorta desprovidos 

de endotélio e após a incubação prévia com 10 nmol/L de nitroprussiato de 

sódio por 60 minutos, condições em que se observou o desencadeamento do 

fenômeno de tolerância in vitro. 
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Estudo dos fatores responsáveis pelo fenômeno de tolerância induzido 

pelo nitroprussiato de sódio. 

 

4.2. Efeito do Tiron, sequestrador de ânion O2-, sobre a tolerância 
induzida pelo nitroprussiato de sódio. 
Observa-se um aumento significativo da potência de relaxamento do 

nitroprussiato de sódio em artérias tolerantes quando previamente incubadas 

com Tiron (pD2: 8,46 ± 0,02, n=07) em comparação as preparações tolerantes 

(pD2: 7,79 ± 0,09, n=04), com restauração da potência de relaxamento das 

artérias tolerantes semelhante ao observado em preparações controle (8,40 ± 

0,06, n=05) e controle+Tiron (pD2: 8,72 ± 0,13, n=07) (Fig 09 e 10 A). Não 

houve alteração significativa do efeito máximo quando se comparou artérias 

tolerantes (Emax: 98,84 ± 2,67%) e tolerantes pré-incubadas com Tiron (Emax: 

98,32 ± 3,04%) (Figs. 09 e 10 B).  
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Figura 09. Efeito do sequestrador de ânion O2- sobre a tolerância desencadeada 

pelo NPS em aortas isoladas de camundongos desprovidas de endotélio (e-). As curvas 

concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-contração com 

Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerante, na presença e ausência de Tiron. 

Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 10. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de Tiron. Cada barra representa a média ± 

EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada utilizando-se 

ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls. *** p<0,001 em relação ao 

resultado observado no grupo controle. ### p< 0,001 em relação aos resultados observados 

nos grupos  controle+Tiron e tolerante+Tiron. 
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4.3. Determinação da produção de ânion O2- em aortas controles e 

tolerantes ao NPS na presença e ausência de Tiron 

 

A quantificação da produção de ânion O2- foi realizada in situ, mediante 

exposição das aortas à sonda DHE.  

Aortas tolerantes apresentam um aumento significativo na produção de 

ânion O2- quando comparadas a aortas controle (controle: 80,74±8,45, n=03; 

tolerante: 102,09±7,89, n=06), resultado evidenciado pelo aumento da 

fluorescência (Figura 11 A). 

A produção de ânion O2- foi significativamente reduzida em aortas 

controle após a incubação com Tiron representada pela diminuição da emissão 

de fluorescência (controle: 80,74±8,45, n=03; controle + Tiron: 38,60 ± 1,73, 

n=04). Resultado semelhante foi observado em aortas tolerantes após a 

incubação com o sequestrador de ânion O2- (tolerante: 102,09±7,89, n=06; 

tolerante + Tiron: 42,94 ± 4,02, n=05). (Figura 11 A).  Mostra-se, na figura 13 B, 

a representação gráfica das médias de fluorescência da sonda DHE. 
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Figura 11. Determinação da produção de ânions O2- em aortas, controle e 

tolerantes, na presença e ausência de Tiron. A: Imagem representativa do grupo controle, 

controle + Tiron, tolerante e tolerante + Tiron. B: Quantificação da fluorescência média dos 

grupos. Resultados expressos como média ± EPM da emissão de fluorescência de artérias 

controle e tolerantes na presença ou ausência de Tiron (1 mM). A diferença entre as médias foi 

realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.Diferença 

significativa * p<0,05; ** p< 0,01 em comparação ao grupo controle; ### p< 0,001 em 

comparação ao grupo controle + Tiron e tolerante + Tiron. 
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4.4. Efeito da Apocinina, inibidora da NADPH oxidase, na tolerância 

induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Houve aumento significativo da potência de relaxamento do NPS em 

artérias tolerantes incubadas com Apocinina (pD2: 8,71 ± 0,78, n=05) em 

comparação a preparações apenas tolerantes (pD2: 7,79 ± 0,09, n=04) e às 

preparações do grupo controle (pD2: 8,4 ± 0,06, n=05), com a restauração da 

potência de relaxamento das artérias semelhante ao observado em 

preparações controle+Apocinina (pD2: 8,76 ± 0,08, n=05) (Fig 12 e 13 A). 

Observou-se também aumento do efeito máximo de relaxamento para o NPS 

em artérias tolerantes pré-incubadas com Apocinina (Emax: 120,49 ± 4,22%) 

quando comparadas às preparações do grupo tolerante (Emax: 98,84 ± 2,67%) 

e controle (Emax: 98,15 ± 2,24%). Este resultado é semelhante ao efeito 

máximo do NPS em preparações controle+Apocinina (Emax:115,49 ± 5,68%) 

(Figs. 12 e 13 B). 
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Figura 12. Efeito da Apocinina sobre a tolerância desencadeada pelo NPS em 

aortas isoladas de camundongos e desprovidas de endotélio (e-). As curvas 

concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-contração com 

Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerantes, na presença e ausência de 

Apocinina. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 13. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de Apocinina. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.* p<0,05; ** p<0,01; 

*** p<0,001 em relação aos resultados observados no grupo controle. ## p<0,01; ### p<0,001 

em relação aos resultados obtidos nos grupos controle+Apocinina e tolerante+Apocinina 
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4.5. Efeito da Atorvastatina, inibidora de NADPH oxidase na tolerância 

induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Os resultados demonstram aumento significativo da potência de 

relaxamento do NPS em artérias tolerantes incubadas com Atorvastatina (pD2: 

8,44 ± 0,13, n=05) em comparação a preparações tolerantes (pD2: 7,79 ± 0,09, 

n=04). Os valores de pD2 obtidos em aortas tolerantes incubadas com 

Atorvastatina foram semelhantes aos observados em artérias controle (pD2: 

8,40 ± 0,06, n=05) e controle +Atorvastatina (pD2: 8,63 ± 0,07, n=06) (Fig 14 e 

15 A). Houve também alteração significativa do efeito máximo de relaxamento 

para o NPS quando se comparou aortas tolerantes pré-incubadas com 

Atorvastatina (Emax:116,65 ± 1,83%) às controle (Emax: 98,15 ± 2,24%) e 

tolerantes (Emax: 98,84 ± 2,67%), sendo que este valor de Emax é 

semelhante ao grupo controle+Atorvastatina (Emax:119,49 ± 8,38%) (Figs. 14 

e 15 B).  
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Figura 14. Efeito da Atorvastatina sobre a tolerância desencadeada pelo NPS em aortas 

isoladas de camundongos e desprovidas de endotélio (e-). As curvas concentração-

resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-contração com Phe, em 

preparações sem endotélio (e-) controle e tolerantes, na presença e ausência de Atorvastatina. 

Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 15. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de Atorvastatina. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls. * p<0,05; *** p<0,001 

em relação aos resultados observados nos grupos controle. # p<0,05; ### p<0,001 em relação 

aos resultados observados nos grupos controle+Atorvastatina e tolerante+Atorvastatina.
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4.6. Determinação da produção de ânion O2- em aortas controles e 

tolerantes ao NPS na presença e ausência de Atorvastatina. 

 

Os resultados obtidos nos grupos controle e tolerante na presença de 

Atorvastatina foram semelhantes aos observados mediante a pré-exposição de 

aortas com o Tiron. 

Como já supracitado, aortas tolerantes apresentaram um aumento 

significativo na produção de O2- quando comparadas a aortas controle 

(controle: 80,74±8,45, n=03; tolerante: 102,09±7,89, n=06). 

A produção de ânion O2- foi significativamente reduzida em aortas 

controle após a incubação com Atorvastatina, resultado evidenciado pela 

diminuição da emissão de fluorescência (controle: 80,74±8,45, n=03; controle + 

Atorvastatina: 47,44 ± 4,97, n=04) (Figura 16 A). Em aortas tolerantes, obteve-

se resultado semelhante após a incubação das mesmas com Atorvastatina 

(tolerante: 102,09±7,89, n=06; tolerante + Atorvastatina: 34,49±4,28, n=03) 

(Figura 16 A). A figura 16 B apresenta a representação gráfica das médias de 

fluorescência da sonda DHE. 
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Figura 16. Determinação da produção de ânions O2- em aortas, controle e 

tolerantes, na presença e ausência de Atorvastatina. A: Imagem representativa do grupo 

controle, controle + Atorvastatina, tolerante e tolerante + Atorvastatina. B: Quantificação da 

fluorescência média dos grupos. Resultados expressos como média ± EPM da emissão de 

fluorescência de artérias controle e tolerantes na presença ou ausência de Atorvastatina (10 

μmol/L). A diferença entre as médias foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida de 

pós-teste de Newman Keuls. Diferença significativa: * p< 0,05; ** p< 0,01 em comparação ao 

grupo controle; ### p< 0,001 em comparação ao grupo controle + Tiron e tolerante + Tiron.
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4.7. Efeito do inibidor não seletivo da enzima NO sintase, L-NAME, na 

tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Os resultados mostram que em artérias tolerantes incubadas 

concomitantemente com L-NAME houve um aumento significativo da potência 

de relaxamento (pD2: 8,69 ± 0,13, n=05) em comparação a preparações 

apenas tolerantes (pD2: 7,79 ± 0,09, n=04). Os valores de pD2 obtidos em 

artérias tolerantes+L-NAME foram semelhantes aos observados em 

preparações controle+L-NAME (pD2: 8,89 ± 0,14, n=06), sendo que a 

incubação de aortas controle com este inibidor de NO sintase aumentou 

significativamente a potência de relaxamento deste grupo em comparação às 

preparações controle (pD2: 8,40 ± 0,06, n=05) (Figs. 17 e 18 A). Não houve 

alteração significativa do efeito máximo de relaxamento quando se comparou 

artérias tolerantes pré-incubadas com L-NAME (Emax: 104,67 ± 4,83%) com 

preparações apenas tolerantes (Emax: 98,84 ± 2,67 %) (Figs. 17 e 18 B). 
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Figura 17. Efeito do inibidor não-seletivo de NOS, L-NAME, sobre a tolerância 

desencadeada pelo NPS em aortas isoladas de camundongos desprovidas de endotélio 

(e-). As curvas concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-

contração com Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerante, na presença e 

ausência de L-NAME. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações 

independentes.
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Figura 18. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de L-NAME. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls. * p<0,05; *** p<0,001 

em relação ao resultado observado no grupo controle. ### p<0,001 em relação ao resultado 

observado nos grupos controle+L-NAME e tolerante+L-NAME. 
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4.8. Efeito do substrato da NO sintase, L-arginina, na tolerância 

induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Em preparações tolerantes incubadas concomitantemente com L-

arginina houve um aumento significativo da potência de relaxamento induzido 

pelo NPS (pD2: 8,85 ± 0,12, n=05) em comparação a preparações controle 

(pD2: 8,40 ± 0,06, n=05) e tolerantes (pD2: 7,79 ± 0,09, n=04). Desta forma 

houve restauração da potência de relaxamento gerado pelo NPS em artérias 

tolerantes+L-arginina ao nível das preparações controle+L-arginina (pD2: 9,01 

± 0,07, n=04) (Fig 19 e 20 A). Aortas tolerantes pré-expostas a L-arginina 

apresentaram aumento no Emax de relaxamento induzido pelo NPS (Emax: 

109,91 ± 2,82%) quando comparadas a artérias tolerantes (Emax: 98,84 ± 

2,67%) e controle (Emax: 98,15 ± 2,24%). O resultado de Emax obtido para 

preparações tolerantes + L-arginina foi semelhante ao observado em 

preparações controle + L-arginina (111,17± 3,85%) (Fig. 19 e 20 B).  
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Figura 19. Efeito do substrato da NOS, L-arginina, sobre a tolerância 

desencadeada pelo NPS em aortas isoladas de camundongos desprovidas de endotélio 

(e-). As curvas concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-

contração com Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerantes, na presença e 

ausência de L-arginina. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações 

independentes. 
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Figura 20. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas 

controles e tolerantes na presença ou ausência de L-arginina. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.* p<0,05; **p<0,01; 

*** p<0,001 em relação aos resultados observados no grupo controle. # p<0,05; ### p<0,001 

em relação aos resultados observados em preparações controle+L-Arg e tolerante+L-Arg. 
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4.9. Efeito do Ibuprofeno, inibidor não seletivo de ciclooxigenase (COX), 

sobre a tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

Observou-se em artérias tolerantes, incubadas concomitantemente com 

Ibuprofeno, aumento significativo da potência de relaxamento para o NPS 

(pD2: 8,62 ± 0,05, n=06) em comparação a preparações tolerantes (pD2: 7,79 ± 

0,09, n=04). Este aumento de potência em artérias tolerantes+Ibuprofeno, 

tornou-o semelhante à potência de relaxamento induzida por este doador de 

NO em preparações controle+Ibuprofeno (pD2: 8,81 ± 0,14, n=05). Observou-

se, ainda, que a incubação de aortas controle com este inibidor de COX 

aumentou a potência de relaxamento deste grupo em comparação às 

preparações controle (pD2: 8,40 ± 0,06, n=05 ) (Fig 21 e 22 A). Não foi 

observada diferença significativa de efeito máximo de relaxamento induzido 

pelo NPS quando se comparou artérias tolerantes pré-incubadas com 

Ibuprofeno (Emax: 107,71± 4,32%) e preparações apenas tolerantes (Emax: 

98,84 ± 2,67%) (Figs. 21 e 22 B). 
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Figura 21. Efeito do inibidor não-seletivo de COX, Ibuprofeno, sobre a tolerância 

desencadeada pelo NPS em aortas isoladas de camundongos sem endotélio (e-). As 

curvas concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-contração 

com Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerantes, na presença e ausência de 

Ibuprofeno. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 22. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de Ibuprofeno. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls. * p<0,05; *** p<0,001 

em relação ao resultado observado para o grupo controle. ### p<0,001 em relação aos 

resultados observados para os grupos controle+Ibuprofeno e tolerante+Ibuprofeno. 



__________________________________________Resultados 87 
 

4.10. Efeito aditivo do Tiron, sequestrador de ânion O2-, e Ibuprofeno, 

inibidor não seletivo de COX na tolerância induzida pelo 

nitroprussiato de sódio. 

A potência de relaxamento do NPS foi significativamente maior em 

preparações tolerantes pré-incubadas com ambas as drogas (pD2 Tiron + 

IBU: 8,71 ± 0,02, n=08) em comparação à aortas controle (pD2: 8,40 ± 0,06, 

n=05), tolerantes (pD2: 7,79 ± 0,09, n=04) ou pré-incubadas somente com 

Tiron (pD2: 8,46 ± 0,02, n=07) (ver Fig. 23 A), sem exibir diferença 

significativa em relação às preparações tolerantes expostas somente ao 

Ibuprofeno (pD2: 8,62 ± 0,05, n=06) (ver Fig. 23 B).  Cabe ressaltar que os 

valores de potência observados para NPS em presença de Tiron e Ibuprofeno 

foram semelhantes àqueles observados em preparações 

controle+Tiron+Ibuprofeno (pD2: 8,83 ± 0,04, n=03) (Figs 23 C e 24 A). 

Efeito semelhante foi observado nos valores de Emax mediante 

incubação concomitante de aortas tolerantes com Tiron e Ibuprofeno. 

Observou-se aumento significativo no valor de Emax no grupo 

tolerante+Tiron+Ibuprofeno (Emax tolerante+Tiron+IBU: 122,84 ± 5,92%) 

quando comparado às preparações controle (Emax: 98,15 ± 2,24%), 

tolerantes (Emax tolerante: 98,84 ± 2,67%) ou às preparações tolerantes pré-

incubadas somente com Tiron (Emax Tiron: 98,32 ± 3,04%) (ver Fig 23 A). 

Evidencia-se que os valores de Emax obtidos para NPS em presença de 

Tiron e Ibuprofeno foram semelhantes àqueles observados em preparações 

controle+Tiron+Ibuprofeno (Emax: 121,49 ± 4,03%) (Figs 23 C e 24 B). 
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Figura 23. Efeito do Tiron  (A), Ibupofeno (B) e efeito aditivo de Tiron e 

Ibuprofeno (C) sobre a tolerância induzida pelo NPS em aortas isoladas de 

camundongos sem endotélio (e-). As curvas concentração-resposta ilustram o relaxamento 

induzido pelo NPS, após pré-contração com Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle 

e tolerante, na presença e ausência de Tiron e/ou Ibuprofeno. Cada ponto representa a média 

± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 24. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de Tiron e /ou Ibuprofeno. Cada barra 

representa a média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi 

realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.  * p<0,05; 

*** p<0,001 em relação ao resultado observado para o grupo controle. #p<0,05; ###p<0,001 em 

relação ao resultado observado nos grupos controle+Tiron+IBU e tolerante+Tiron+IBU. 
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4.11. Efeito da Nimesulida, inibidora seletiva de COX-2, sobre a 

tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

A potência de relaxamento do NPS foi significativamente maior em 

artérias tolerantes incubadas concomitantemente com Nimesulida (pD2: 9,06± 

0,11, n=04) em comparação a preparações controle (8,40± 0,06, n=05) e 

tolerantes (pD2: 7,79 ± 0,09, n=04). Em presença de Nimesulida a potência do 

NPS em artérias tolerantes foi semelhante a observada em preparações 

controle+Nimesulida (pD2: 9,08 ±0,22, n=03) (Fig 25 e 26 A). Verificou-se ainda 

que em aortas tolerantes+Nimesulida a potência de relaxamento do NPS foi 

significativamente maior do que em preparações tolerantes pré-incubadas com 

Ibuprofeno (pD2: 8,62 ± 0,05, n=06) (ver Figs 21 e 22 A).  

Aortas tolerantes pré-expostas a Nimesulida apresentaram aumento 

significativo do Emax do NPS (Emax: 109,68±0,712%) quando comparadas a 

artérias controle (Emax: 98,15 ± 2,24%) e tolerantes (Emax: 98,84 ± 2,67%). O 

resultado de Emax obtido em preparações controle+Nimesulida (Emax: 131,95 

± 17,95%) foi significativamente maior em comparação valores observados em 

aortas tolerantes+Nimesulida (Figs. 25 e 26 B).  

 

 

 

 

 

 



__________________________________________Resultados 91 
 

 

 

-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5

-25

0

25

50

75

100

125

Controle
Controle + Nime
Tolerante + Nime
Tolerante

NPS log [mol/L]

%
 R

el
ax

am
en

to

 

 

Figura 25. Efeito da Nimesulida, inibidora seletiva de COX-2, sobre a tolerância 

induzida pelo NPS em aortas isoladas de camundongos desprovidas de endotélio (e-). 

As curvas concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-

contração com Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerantes, na presença e 

ausência de Nimesulida. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações 

independentes.  
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Figura 26. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de Nimesulida. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.  ** p<0,01; *** 

p<0,001 em relação ao resultado observado para o grupo controle; ###p<0,001 em relação ao 

resultado observado em preparações controle+Nimesulida e tolerante+Nimesulida; +p<0,05 em 

relação ao resultado observado em preparações controle+Nimesulida. 
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4.12. Efeito do SQ29584, antagonista de receptor de tromboxano A2, 

(TXA2) e prostaglandina H2 (PGH2) sobre a tolerância induzida pelo 

nitroprussiato de sódio. 

Aortas tolerantes pré-incubadas com SQ29584 apresentaram maior 

potência de relaxamento induzida pelo NPS (pD2: 8,68 ± 0,05, n=06) em 

comparação a preparações controle (pD2: 8,40 ± 0,06, n=05) e tolerantes (pD2: 

7,79 ± 0,09, n=06). O resultado observado para este parâmetro farmacológico 

foi semelhante ao obtido em preparações controle+SQ29684 (pD2: 8,79 ± 

0,07, n=04) (Fig 27 e 28 A).   

A incubação de aortas tolerantes com SQ29684 também aumentou 

significativamente o Emax do NPS (Emax: 125,47 ± 4,41%) em comparação a 

preparações controle (Emax: 98,15 ± 2,24%) e tolerantes (Emax: 98,84 ± 

2,67%), sendo que este o resultado obtido foi semelhante ao observado em 

aortas controle + SQ29684 (125,71±3,12%) (Figs. 27 e 28 B). 
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Figura 27. Efeito do SQ29584 sobre a tolerância desencadeada pelo NPS em 

aortas isoladas de camundongos desprovidas de endotélio (e-). As curvas concentração-

resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-contração com Phe, em 

preparações sem endotélio (e-), controle e tolerantes, na presença e ausência de SQ20584. 

Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 28. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de SQ29584. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.  ** p<0,01; 

***p<0,001 em relação ao resultado observado em preparações controle. ### p<0,001 em 

relação aos resultados observados em preparações controle+SQ29584 e tolerante+ SQ29584. 
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4.13. Efeito do AH6809, antagonista de receptor de prostaglandina F2α 

(PGF2α), sobre a tolerância induzida pelo nitroprussiato de sódio. 

A incubação de aortas tolerantes com AH6809 promoveu aumento da 

potência de relaxamento induzida pelo NPS (pD2: 9,01 ± 0,09, n=06) em 

comparação a preparações controle (pD2: 8,40 ± 0,06, n=05) e tolerantes (pD2: 

7,79 ± 0,09, n=06) com a restauração da potência de relaxamento das artérias 

tolerantes ao nível das preparações controle+AH6809 (pD2: 9,01 ± 0,09, n=05) 

(Fig 29 e 30 A).  

Efeito semelhante foi observado com a pré-exposição de aortas 

tolerantes com AH6809 (Emax: 120,92 ± 8,40%) quando comparadas com e 

preparações controle (Emax: 98,15 ± 2,24%) e tolerantes (Emax: 98,84 ± 

2,67%). Ressalta-se que o resultado obtido em aortas tolerantes incubadas 

com AH6809 foi semelhante ao apresentado pelo grupo controle+AH6809 

(Emax: 112,46 ± 3,53%) (Fig. 29 e 30 B).  
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Figura 29. Efeito do AH6809 sobre a tolerância desencadeada pelo NPS em 

aortas isoladas de camundongos e desprovidas de endotélio (e-). As curvas 

concentração-resposta ilustram o relaxamento induzido pelo NPS, após pré-contração com 

Phe, em preparações sem endotélio (e-) controle e tolerantes, na presença e ausência de 

AH6809. Cada ponto representa a média ± EPM obtida em determinações independentes. 
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Figura 30. Valores de pD2 (A) e Emax (B) obtidos para o NPS em aortas isoladas, 

controles e tolerantes, na presença ou ausência de AH6809. Cada barra representa a 

média ± EPM de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada 

utilizando-se ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls.  * p<0,05; *** 

p<0,001 em relação ao resultado observado em preparações controle.# p<0,05;  ### p<0,001 

em relação aos resultados observados em preparações controle+AH6809 e tolerante+AH6809. 
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4.14. Determinação da expressão protéica da p65/NF-κB em aortas 

controle e tolerantes ao NPS, na presença e ausência de Tiron. 

 

O Western Blotting para a subunidade p65 do NF-κB revelou um 

aumento significativo na expressão desta proteína em aortas pré-incubadas 

com NPS em relação às aortas controle (controle: 0,24±0,02, n=03; tolerantes: 

2,72±0,2, n=03). A pré-incubação de aortas tolerantes com Tiron reverteu o 

aumento na expressão protéica de p65 (0,51 ±0,04, n=03) semelhantemente 

ao observado para preparações controle (figura 31 A). Mostra-se, na figura 31 

B, a representação gráfica das médias obtidas para esta determinação. 
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Figura 31. Expressão da p65/NF-κB em aortas, controle e tolerantes, na presença 

e ausência de Tiron. A: Figura representativa das bandas protéicas dos grupos controle, 

tolerante e tolerante+Tiron. B: Resultados expressos como média ± EPM da razão de 

pixels/área da expressão de p65/β-actina de aortas controle e tolerantes na presença ou 

ausência de Tiron (1 mM). A diferença entre as médias foi realizada utilizando-se ANOVA de 

uma via seguida de pós-teste de Newman Keuls. *** p< 0,001 em comparação aos grupos 

controle e tolerante + Tiron. 
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4.15. Determinação da produção de TNF-α e IL-6 em aortas controle e 

tolerantes ao NPS, na presença e ausência de Tiron. 

Aortas tolerantes apresentaram aumento na produção de TNF-α em 

relação a aortas controle (controle: 2001,77 ± 171,17, n=03; tolerante: 3887,74 

± 448,24, n=04) e este aumento foi revertido em preparações tolerantes 

incubadas com Tiron (tolerante + Tiron: 2203,52 ±215,44, n=04) (Fig 32 A). 

Aortas tolerantes também apresentaram aumento na produção de IL-6 em 

relação às artérias controle (controle: 1051,04 ±183,02, n=03; tolerante: 

1992,58 ±296,52, n=04), entretanto, o este aumento de IL-6 não foi revertido 

em artérias tolerantes tratadas com Tiron (tolerante + Tiron: 2176,32 ±174,87, 

n=03) (Fig 32 B).  
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 Figura 32. Determinação da produção de TNF-α (A) e IL-6 (B) em aortas controle e 

tolerante ao NPS, na presença e ausência de Tiron. Cada barra representa a média ± EPM 

de determinações independentes. A diferença entre as médias foi realizada utilizando-se 

ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Bonferroni.   * p<0,05 em relação aos resultados 

observados para os grupos controle e tolerante + Tiron. # p<0,05 em relação ao resultado 

observado para o grupo controle. 
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A tolerância é conceituada como um fenômeno complexo e 

multifatorial, que ocorre mediante tratamento crônico com nitrovasodilatadores, 

principalmente com nitratos orgânicos, acarretando diminuição dos efeitos 

hemodinâmicos e anti-isquêmicos dos mesmos (Gori e Parker, 2002b). Apesar 

de ser um fenômeno amplamente estudado para a nitroglicerina (NTG), 

historicamente o primeiro nitrato orgânico utilizado na terapêutica, os estudos 

em nitratos inorgânicos, como o nitroprussiato de sódio (NPS) são escassos e 

fazem-se necessários mediante a importância clínica e experimental deste 

doador de NO. 

No presente estudo foram realizadas curvas cumulativas 

concentração-resposta para o NPS das quais foram analisados dois 

parâmetros farmacológicos: pD2 (-log EC50) referente a potência de 

relaxamento e a máxima resposta de relaxamento (Efeito máximo - Emax) 

desencadeado por este doador de NO.  

Iniciou-se o estudo a fim de verificar a ocorrência de uma possível 

tolerância, in vitro, induzida pela incubação de preparações de aortas de 

camundongos com e sem endotélio com a EC75 (10 nmol/L) de NPS.  

Segundo trabalhos da literatura, a tolerância desencadeada pela NTG 

está intimamente relacionada com a presença da camada endotelial (Munzel e 

Harrison, 1997; Munzel  et al., 2005; Daiber et al., 2007; Knorr et al., 2011). 

Entretanto, o presente trabalho demonstrou que o fenômeno de tolerância 

induzido pelo NPS é independente da presença da camada endotelial. 

Preparações com endotélio vascular não apresentaram redução da potência ou 

alteração do efeito máximo de relaxamento para este doador de NO em 

nenhum dos tempos de incubação estudados (15, 30, 45 e 60 minutos).  
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O endotélio é considerado uma interface dinâmica, responsável pela 

produção e secreção de mediadores envolvidos no controle do tônus e 

integridade da parede vascular, homeostase, proliferação celular e inflamação, 

além de desempenhar atividade antioxidante (Basha et al., 2011; Shantsila, et 

al., 2012). Devido às suas múltiplas funções, o endotélio pode ter exercido 

efeito protetor, impedindo a ocorrência de tolerância, in vitro, para o NPS. 

Além de ser independente da integridade da camada endotelial, a 

tolerância desencadeada pelo NPS é tempo-dependente, uma vez que se 

observou diminuição da potência de relaxamento deste doador de NO apenas 

após 60 minutos de incubação com 10 nmol/L de NPS. Os resultados obtidos 

corroboram trabalhos da literatura realizados em cultura de células musculares 

lisas, em que a tolerância ao NPS foi evidenciada pela diminuição na produção 

de GMPc de maneira tempo-dependente (Zhang et al., 1993; Papapetropoulos 

et al., 1996).  

Na terapêutica, os nitratos são considerados potentes vasodilatadores 

de efeito rápido e seguro. Devido a este fato, vários pesquisadores têm se  

dedicado a estudar os possíveis mecanismos envolvidos no fenômeno adverso 

de tolerância.  

A “hipótese de tolerância associada ao estresse oxidativo”, estabelecida 

por Munzel e colbs (Munzel et al., 1995b), demonstrou pela primeira vez que, 

durante a tolerância desencadeada pela NTG, ocorre aumento na síntese de 

ânions O2- e consequente diminuição da biodisponibilidade de NO devido 

formação de ONOO-. Esta hipótese foi confirmada posteriormente em vários 

estudos realizados em aortas isoladas de coelhos, ratos e camundongos 

(Daiber et al., 2005; Mulsh et al., 2001) e em plaquetas e segmentos arteriais 
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isolados de pacientes tolerantes à NTG (McVeigh et al., 2002, Schulz et al., 

2002), tornando-se atualmente um consenso na literatura. De fato, o presente 

trabalho corrobora estes achados, uma vez que a incubação de aortas 

tolerantes com Tiron, sequestrador de ânions O2-, restaurou a potência de 

relaxamento deste doador de NO semelhante ao obtido em aortas controles. 

De concordância com estes resultados, a produção de ânion O2-, mensurada in 

situ através da emissão de fluorescência nuclear do etídio (produto de oxidação 

da sonda DHE), foi significativamente maior em aortas tolerantes quando 

comparadas às artérias controle. A incubação prévia com Tiron diminuiu a 

fluorescência tanto em aortas controle quanto em tolerantes, evidenciando o 

sequestro de ânion O2- por este composto. Trabalhos na literatura demonstram 

que, em diferentes leitos arteriais, a tolerância desencadeada pela NTG 

acarreta aumento na produção de ânions O2- mensurada via oxidação da sonda 

DHE (Schulz et al., 2002; Szocs et al., 2007; Nakahira et al., 2010), 

confirmando os resultados obtidos no presente estudo. 

Levando-se em conta estes resultados, investigaram-se as possíveis 

fontes enzimáticas envolvidas no aumento da produção de ânions O2- durante o 

processo de tolerância desencadeada pelo NPS. Sabe-se que, durante a 

tolerância aos nitratos orgânicos, as enzimas NADPH oxidase e o 

desacoplamento da enzima NOS são as principais fontes de produção vascular 

de EROs ,especialmente ânions O2- (Szocs et al., 2004).  

A fim de avaliar a possível participação da NADPH oxidase durante o 

fenômeno de tolerância ao NPS, utilizou-se a Apocinina e a Atorvastatina, 

ambas inibidoras desta enzima.  
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O sistema NADPH oxidase é uma família de enzimas compostas por 

seis subunidades: duas proteínas transmembrana (p22phox e gp91phox/NOX2; 

esta última codificada pelo gene CYBB), que formam o flavocitocromo b558 e o 

sítio catalítico desta enzima. As outras subunidades constituem-se de três 

proteínas citosólicas (p47phox, p67phox, p40phox) e uma GTPase (Rac1 ou Rac2) 

(Montezano e Touyz, 2011). Quando ativadas, as subunidades translocam para 

a membrana, agregam-se ao complexo citocromo e promovem redução de 

oxigênio molecular a ânion O2- às custas de equivalente redutores fornecidos 

por NADPH (Lambeth, 2004). Primeiramente, acreditava-se que a NADPH 

oxidase fosse expressa somente em fagócitos, porém, nos últimos anos, seis 

homólogos da gp91phox (que na nova terminologia é denominada Nox2) foram 

encontrados em células não fagocíticas e denominados Nox1, Nox3, Nox4, 

Nox5, Duox1 e Duox2 (Touyz et al., 2011). A expressão de NADPH oxidase 

difere com relação a sua localização nos vasos sanguíneos. Nox1 é expressa 

primariamente em células musculares lisas, enquanto Nox2 e Nox4 são 

encontradas na musculatura lisa e no endotélio vascular (Takac et al., 2012). A 

ativação de Nox1 é dependente das subunidades p22phox, p47phox, p67phox e 

Rac1 (Gianni et al., 2011) e está associada a quadros de distúrbios 

cardiovasculares como hipertensão, aterosclerose, diabetes e 

hipercolesterolemia (Frey et al., 2009). De maneira semelhante à Nox1, a 

ativação de Nox2 é dependente das subunidades supracitadas e está implicada 

em disfunção endotelial e remodelamento vascular. Com relação ao papel 

patofisiológico da Nox4, este permanece desconhecido, uma vez que esta 

enzima é expressa constitutivamente e é responsável pela produção basal de 

ânions O2- e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Montezano e Touyz, 2011). 
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No presente estudo, a Apocinina foi capaz de reverter a diminuição da 

potência de relaxamento induzido pelo NPS em aortas tolerantes, além de 

promover aumento no Emax deste nitrovasodilatador. Estes resultados 

corroboram estudos da literatura realizados em modelos de tolerância 

desencadeada pela NTG. Fukatsu e colbs (2007) demonstraram que, em 

cultura de células endoteliais de aorta bovina incubadas com NTG, a Apocinina 

diminuiu a produção de ânion O2-, reverteu a diminuição na produção de nitrito 

(um marcador indireto da liberação de NO) promovido pelas células e 

normalizou a expressão de eNOS ao nível das células controle (Fukatsu et al., 

2007). A Apocinina é considerada um potente inibidor da NADPH oxidase, 

diminuindo a geração de ânions O2- em modelos de hipertensão e disfunção 

endotelial (Gosh et al., 2004; Costa et al., 2009) e na atenuação do quadro 

inflamatório em modelos de asma e artrite (Lafeber et al., 1999; Chi et al., 

2012). O mecanismo de inibição ainda não está totalmente elucidado, mas 

parece estar relacionado ao impedimento da agregação dos componentes da 

enzima. Em monócitos, já foi demonstrado que este composto inibe a 

translocação da subunidade p47phox para a membrana, impedindo assim, a 

ativação enzimática da NADPH oxidase (Barbieri et al., 2004). 

A despeito de vários trabalhos demonstrarem a inibição de NADPH 

oxidase promovida pela Apocinina, Heumuller e colbs (2008) demonstraram 

que este efeito ocorre primordialmente em células fagocíticas, ao passo que 

em cultura de células musculares lisas, a Apocinina promoveria efeito 

antioxidante direto, sem, no entanto, inibir a NADPH oxidase (Heumuller et al., 

2008). Esta premissa baseia-se no fato de células vasculares não expressarem 

a enzima mieloperoxidase (MPO), requerida para a oxidação da Apocinina e 
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formação do metabólito ativo diApocinina (Ximenes et al., 2007). No entanto, 

estudos in vivo apontam que a Apocinina pode ser ativada em células 

vasculares a partir da captação de MPO secretada por neutrófilos (Touyz, 

2008). 

Numerosos estudos reportam que a terapia com estatinas, inibidoras da 

HMG-CoA redutase, exerce efeitos protetores em distúrbios cardiovasculares 

associados à inflamação e ao estresse oxidativo, compreendendo os 

chamados efeitos pleiotrópicos desta classe de fármacos (Liao et al., 2005; 

Wang et al., 2008; Biasucci et al.,2010). Estes efeitos benéficos são justificados 

pelo fato das estatinas inibirem a expressão e/ou atividade da NADPH oxidase. 

Em trabalho de Wassmann e colbs (2002), foi demonstrado que a Atorvastatina 

restaura os níveis de expressão de Rac1 da membrana de células musculares 

lisas incubadas com angiotensina II, o que demonstra diminuição na 

translocação desta subunidade e diminui também a expressão de RNAm de 

Nox1. Em adição, aortas de ratos SHR tratados com Atorvastatina 

apresentaram redução da expressão de RNAm de Nox 1, p22phox e de Rac 1 na 

membrana celular (Wassmann et al., 2002). 

Uma vez comprovado que a Atorvastatina apresenta efeitos benéficos 

sobre quadros de disfunção vascular por inibição direta de NADPH oxidase, 

resolveu-se investigar o efeito desta sobre a tolerância desencadeada pelo 

NPS. De fato, em presença de Atorvastatina os resultados obtidos foram 

semelhantes aos observados com Apocinina. Houve reversão total da 

diminuição da potência de relaxamento induzido pelo NPS em aortas 

tolerantes, semelhante aos valores obtidos em aortas controles, além de 

aumento nos valores de Emax deste doador de NO. Além disso, verificou-se 
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redução significativa na produção de ânions O2-, tanto em artérias controle 

quanto em artérias tolerantes. Analisando-se em conjunto com os resultados 

obtidos com a Apocinina, pode-se confirmar que a NADPH oxidase é uma das 

principais fontes de produção de ânion O2- na musculatura lisa vascular durante 

o processo de tolerância induzida pelo NPS. Estes resultados corroboram 

achados da literatura que mostram que Pravastatina e Atorvastatina restauram 

a potência de relaxamento da NTG em aortas de ratos previamente tratados 

com este nitrato, além de diminuírem a produção de O2
- em aortas tolerantes 

(Fontaine et al., 2003). Em estudo de Liuni e colbs (2011), foi demonstrado que 

Atorvastatina preveniu a tolerância e disfunção endotelial, ambas induzidas 

pelo tratamento transdérmico com NTG, em voluntários saudáveis (Liuni et al., 

2011). Ainda, Otto e colbs (2006) demonstraram que em aortas de ratos 

tratados cronicamente com NTG, a rosuvastatina diminuiu a expressão das 

subunidades p22phox, gp91phox e Rac1, essenciais para a atividade de Nox1 e 

Nox2 (Otto et al., 2006).  

A outra possível fonte enzimática para geração de ânions O2- avaliada 

neste trabalho foi o desacoplamento da NOS que, sob condições 

patofisiológicas, contribui para o aumento na geração desta ERO.  

A NOS é considerada uma enzima homeostática, uma vez que o NO 

sintetizado pela mesma é um dos principais responsáveis pela manutenção da 

fisiologia cardiovascular (Forstermann e Sessa, 2012). Entretanto, quadros de 

distúrbios cardiovasculares e exposição crônica aos nitratos culminam em 

desacoplamento da NOS, situação na qual o ânion O2- é sintetizado ao invés do 

NO (Forstermann e Munzel, 2006; Demosthenous et al., 2011). 
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Trabalho de Yamashita e colbs (2000) demonstrou que aortas de 

camundongos transgênicos com superexpressão de eNOS apresentam menor 

potência de relaxamento para o NPS e ACh quando comparados aos animais 

selvagens, resposta restaurada mediante incubação prévia das artérias com o   

L-NG-nitro-arginina metil éster (L-NAME), inibidor não seletivo desta enzima 

(Yamashita et al., 2000). Neste mesmo sentido, estudo de Munzel e colbs 

(2000) demonstrou que aortas de ratos tolerantes à NTG apresentaram 

aumento na geração de ânion O2- revertido pela pré-incubação dos vasos com 

L-NG-nitro-arginina (L-NNA), também inibidor não seletivo de NOS (Munzel et 

al., 2000). 

O presente trabalho confirma os relatos da literatura, uma vez que o L-

NAME, inibidor não seletivo da NOS, foi capaz de restaurar a potência de 

relaxamento do NPS em artérias tolerantes. Este resultado sugere a ocorrência 

de desacoplamento da NOS, sendo esta enzima uma das fontes geradoras de 

ânion O2- no fenômeno de tolerância ao NPS. Investigou-se, ainda, se o 

desacoplamento da NOS ocorre devido à depleção de L-arginina, substrato 

desta enzima. A diminuição da disponibilidade deste aminoácido e a oxidação 

do cofator enzimático tetrahidrobiopterina (BH4) são causas para o quadro de 

desacoplamento desta enzima. De fato, os resultados mostram que em 

presença de L-arginina houve reversão do processo de tolerância em aortas 

tolerantes, sugerindo que neste modelo ocorre a diminuição da 

biodisponibilidade deste substrato. 

A L-arginina é considerada fator limitante para a produção de NO, e, 

consequentemente, exibe importância direta na biodisponibilidade deste 

vasodilatador (Huynh et al., 2009). Yamamizu e colbs (2007) demonstraram 
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que a suplementação com este aminoácido previne a disfunção endotelial pela 

restauração da potência vasorrelaxante à ACh e auxilia no controle da pressão 

arterial em ratos com falência renal crônica (Yamamizu et al., 2007). A infusão 

de L-arginina também restaurou o efeito vasorrelaxante à ACh em coronárias 

de pacientes portadores de hipercolesterolemia (Drexler et al., 1991). Em 

pacientes portadores de angina, a administração de L-arginina durante o 

tratamento com NTG preveniu o desenvolvimento de tolerância a este nitrato, 

evidenciado pelo aumento no tempo de caminhada em esteira (Parker et al., 

2002). 

De posse dos resultados confirmatórios do aumento na geração de 

ânions O2
- devido ativação de NADPH oxidase e desacoplamento da NOS e 

admitindo-se que há uma importante relação entre estresse oxidativo e 

inflamação, investigou-se o envolvimento de evento inflamatório durante a 

tolerância ao NPS.  

As vias de sinalização do NO e da COX possuem muitas similaridades. 

Em condições fisiológicas, ambas exercem papel fundamental na manutenção 

da homeostasia. Em contrapartida, condições inflamatórias levam à expressão 

das isoformas induzíveis destas enzimas acarretando aumento na produção de 

NO e derivados da COX, que desempenham papel patológico em diversos 

distúrbios nos sistemas biológicos (Cuzzocrea e Salvemini, 2007). Estudos 

anteriores foram realizados a fim de elucidar a relação entre NO, EROs e COX. 

Foi demonstrado que tanto o NO produzido endogenamente, quanto o 

proveniente de doadores de NO, é capaz de ativar as duas isoformas da COX 

(Salvemini et al., 1993). Em adição a este resultado, demonstrou-se que o 

ONOO- proveniente de elevados níveis de NO e ânion O2
- também ativa COX-1 
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e COX-2 (Salvemini et al., 1997 e Landino et al., 1996), promovendo a 

formação de prostaglandinas e tromboxanos, importantes mediadores da 

inflamação e também agentes vasoativos. De maneira oposta, baixas 

concentrações de ONOO-, geradas por substâncias antioxidantes ou por 

inibição endógena da formação de EROs, culminam em diminuição da ativação 

de COX e, consequentemente, diminuição na biossíntese de seus derivados 

(Beharka et al., 2002; Schildknecht e Ullrich, 2008). 

No presente estudo, os resultados demonstram que em aortas tolerantes 

pré-incubadas com Ibuprofeno, este inibidor não seletivo de COX reverteu a 

redução da potência de relaxamento, além de aumentar a máxima resposta 

induzida pelo NPS em aortas tolerantes, sugerindo que derivados 

vasoconstritores da COX estão envolvidos no fenômeno de tolerância. Além 

disso, com o objetivo de investigar se estresse oxidativo e ativação de COX 

têm efeito aditivo ou são interdependentes, fez-se o estudo de tolerância em 

presença de Tiron, sequestrador de ânion O2-, e Ibuprofeno, inibidor não 

seletivo de COX. Os resultados demonstram que a pré-exposição de aortas 

tolerantes com ambas as drogas apresentou um perfil de relaxamento muito 

semelhante ao observado apenas em presença de Ibuprofeno, ou seja, houve 

restauração da potência de relaxamento do NPS ao nível das preparações 

controle incubadas com estas drogas, além de exibir aumento no Emax em 

relação a aortas tolerantes. Cabe ressaltar que observou-se aumento 

significativo nos dois parâmetros farmacológicos avaliados em presença de 

Tiron e Ibuprofeno quando comparados a preparações pré-incubadas somente 

com Tiron, o que demonstra que estresse oxidativo e ativação de COX são 

eventos interdependentes na tolerância induzida pelo NPS. Estes resultados 



___________________________________________Discussão 111 
 

corroboram estudos realizados em modelos de disfunção vascular, como na 

hipertensão. Martínez-Revelles e colbs (2012) demonstraram que em aortas de 

animais com hipertensão induzida após infusão de angiotensina II (Ang II), o 

tratamento com Apocinina ou Celecoxibe (inibidor seletivo de COX-2) aboliu o 

aumento na contração induzida por fenilefrina e diminuiu a geração de O2-. A 

Apocinina ainda foi capaz de reduzir o aumento na expressão de COX-2 e a 

participação de tromboxano A2 (TXA2) na resposta vasoconstritora induzida por 

Ang II, respostas semelhantes às observadas com o Celecoxibe, sugerindo que 

neste modelo de disfunção vascular há uma relação entre EROs e COX-2 

(Martínez-Revelles et al., 2012). Em aortas de camundongos portadores de 

insuficiência cardíaca, outro quadro de distúrbio cardiovascular em que há a 

ocorrência de estresse oxidativo, foi observado aumento na expressão de 

COX-1 e COX-2. A inibição farmacológica de COX-1 foi capaz de reverter a 

disfunção endotelial em animais portadores deste distúrbio e em animais com 

deleção gênica de manganês superóxido dismutase (MnSOD), enzima 

antioxidante (Miller et al., 2010). 

 Confirmado o envolvimento da enzima COX no processo de tolerância 

desencadeado pelo NPS, avaliou-se a contribuição da isoforma induzível da 

COX (COX-2) neste modelo de tolerância através da pré-exposição de aortas 

tolerantes à Nimesulida, inibidora seletiva de COX-2 (Pang e Knox, 1997; 

Young et al., 2000; Aldasoro et al., 2007; Aldasoro et al., 2008). Além de exibir 

restauração da potência de relaxamento do NPS em artérias tolerantes, 

semelhante ao observado em artérias controles incubadas com este inibidor, a 

Nimesulida induziu maior potência de relaxamento quando comparado com 

preparações pré-incubadas com Ibuprofeno, resultado que evidencia maior 
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atividade da COX-2 na tolerância induzida pelo NPS, sugerindo possível 

envolvimento de processo inflamatório.  

A formação de derivados da COX inicia-se pela liberação do ácido 

araquidônico a partir de fosfolípides de membrana pela enzima fosfolipase A2. 

Uma vez liberado, este substrato é oxigenado a prostaglandina G2 (PGG2) e 

depois peroxidado, ambos pela COX, formando o prostanóide intermediário, 

prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 é convertida por sintases específicas em 

prostaciclina (PGI2), prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina D2 (PGD2), 

prostaglandina F2α (PGF2α) e tromboxano A2 (TXA2) (Moncada e Vane, 1979). 

O efeito vasomotor dos derivados da COX varia de acordo com sua natureza e 

a função tecidual onde são sintetizados. Nas células musculares lisas, 

experimentos com imunohistoquímica revelaram a presença de receptores 

específicos para os derivados da COX. A interação de PGI2, PGD2 e PGE2 com 

os receptivos receptores IP, DP e EP desencadeia vasodilatação, enquanto a 

ativação dos receptores FP e TP promovida respectivamente por PGF2α e TXA2 

culmina em vasoconstrição (Coleman et al., 1994). A resposta contrátil 

promovida por estes prostanóides justifica-se pelo fato dos receptores serem 

acoplados a uma proteína Gq e, uma vez ativados, promoverem influxo de 

Ca2+. O vasorrelaxamento, por sua vez, é devido a associação dos receptores 

a uma proteína Gs que eleva concentração intracelular de AMPc quando 

ativada, promovendo a resposta relaxante (Wright et al., 2001; Yuhki et al., 

2011).  

O TXA2 é um dos derivados da COX mais importantes na regulação do 

tônus vascular, por integrar um organizado sistema em equilíbrio entre a 

vasoconstrição mediada por este e a vasodilatação promovida por PGI2 



___________________________________________Discussão 113 
 

(Bachschmid et al., 2005). Em estudos com camundongos com deleção gênica 

para os receptores TP, foi demonstrado que estes exercem influência na 

patogênese da hipertensão induzida por infusão de Ang II e da aterosclerose 

(Francois et al., 2004, Kobayashi, et al., 2004). Tang e Vanhoutte (2008) 

demonstraram que em células musculares lisas, provenientes de aorta de 

animais SHR, ocorre aumento na expressão das enzimas COX-1 e tromboxano 

sintase, sugerindo o envolvimento de TXA2 e outros derivados durante a 

vasoconstrição (Tang e Vanhoutte, 2008). Por outro lado, o papel 

patofisiológico de PGF2α no sistema cardiovascular está sendo recentemente 

elucidado e estudos apontam que este prostanóide parece estar envolvido em 

hipertrofia cardíaca (Jones et al., 2009), além de exibir o efeito vasoconstritor. 

A infusão de PGF2α eleva a pressão arterial em camundongos selvagens, via 

ativação de receptor FP, além de promover aterosclerose, ao passo que 

camundongos com deleção gênica para este receptor apresentam redução da 

pressão e diminuição na concentração plasmática de renina, angiotensina II, 

aldosterona e redução da área aterosclerótica (Yu et al., 2009). O envolvimento 

destes dois derivados da COX também foi confirmado em trabalho de Yogi e 

colbs (2010), em que a pré-incubação de aortas de ratos com SQ29584, 

antagonista de receptor TXA2/PGH2 ou AH6809, antagonista de receptor de 

PGF2α, aboliu o aumento na contração promovido pelo etanol, modelo no qual 

ocorre aumento na formação de EROs (Yogi et al, 2010).  

 Confirmada a correlação entre estresse oxidativo, ativação de COX e 

processo inflamatório, e baseados nos achados da literatura supracitados, 

objetivou-se investigar se ambos os derivados da COX, TXA2 e PGF2α, 

estariam envolvidos na modulação negativa do relaxamento induzido pelo NPS 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanhoutte%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18056786
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em aortas tolerantes. Para tanto a tolerância foi induzida em presença de 

SQ29584, antagonista de receptor TXA2/PGH2, ou AH6809, antagonista de 

receptor de PGF2α. Os resultados demonstram que aortas tolerantes pré-

incubadas com SQ29584 ou AH6809 apresentaram resultados semelhantes ao 

obtidos em presença dos inibidores de COX. Houve restauração da potência de 

relaxamento do NPS em artérias tolerantes aos níveis dos controles pré-

incubados com estes antagonistas, bem como aumento do Emax deste doador 

de NO, corroborando resultados da literatura que demonstram envolvimento 

destes derivados vasoconstritores da COX em condições de estresse oxidativo. 

Trabalho recente publicado por Muzzafar e colbs (2011) demonstrou que a 

Apocinina reverteu o aumento na taxa de produção de TXA2 em células 

musculares lisas vasculares previamente incubadas com TNF-α ou em 

condições de hipóxia. Ainda, o silenciamento do gene codificador de Nox-1 

inibiu o aumento da expressão e atividade da enzima tromboxano sintase, 

responsável pela conversão de PGH2 em TXA2 (Muzaffar et al., 2011). A 

interrelação entre estresse oxidativo e a produção de PGF2α foi demonstrada 

em modelo de hipertensão renovascular, no qual o aumento na produção deste 

prostanóide vasoconstritor nas artérias renais foi reduzido tanto por inibidores 

de COX-2, quanto por sequestradores de ânions O2- (Tian et al., 2012).  

Uma vez demonstrado que há envolvimento de COX-2 e seus derivados, 

TXA2 e PGF2α, durante a tolerância desencadeada pelo NPS, sugerindo a 

ocorrência de um processo inflamatório, investigou-se a possível participação 

do fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-κB) durante o fenômeno de 

tolerância em estudo. 
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A ativação do NF-κB é considerada primordial no desencadeamento de 

respostas inflamatórias. Em células vasculares, esta via é responsável por 

modular a transcrição de moléculas de adesão, citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1, IL-6, TNF-α e MCP-1 e de enzimas induzíveis como a COX-2 e 

iNOS (De Martin et al., 2000; Yan et al., 2000).  

Trabalhos anteriores reportam envolvimento direto entre estresse 

oxidativo e a ativação da via do NF-κB, tanto em células do músculo liso quanto 

em células endoteliais (Fan et al., 2002; Maloney et al., 2009; Zhao et al., 

2011). As EROs parecem interagir com o NF-κB em diversos pontos da via de 

sinalização deste fator de transcrição, sendo que as respostas desencadeadas 

ocorrem de maneira dependente do tipo celular em estudo. Relatos 

propuseram que as EROs podem tanto ativar quanto inativar o complexo IKK, 

ativar a fosforilação de IκBα resultando ou não na degradação do trímero, 

oxidar o domínio de interação das subunidades da via (como a p50, por 

exemplo) com o DNA nuclear, ou, ainda, favorecer a fosforilação da 

subunidade p65, culminando em ativação de NF-κB (Morgan e Liu, 2011).  

No presente trabalho, a expressão da subunidade p65/NF-κB foi 

significativamente maior em aortas tolerantes ao NPS em relação a aortas 

controle. A pré-incubação de aortas tolerantes com Tiron foi capaz de reverter 

o aumento da expressão desta subunidade, sugerindo que, no modelo de 

tolerância em estudo, há uma interrelação entre o ânion O2- e a via do NF-κB, 

de forma que esta ERO é responsável por aumento na expressão de p65. De 

fato, estes resultados confirmam relatos da literatura que demonstram 

correlação positiva entre estresse oxidativo e a via do NF-κB. Marumo e colbs 

(1997) demonstraram que células musculares lisas de aorta pré-incubadas com 
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fator de crescimento derivado de plaquetas apresentam aumento na geração 

de O2- e que este medeia a ativação de NF-κB (Marumo et al., 1997). Estudo de 

Brar e colbs (2002) demonstrou que, em células musculares lisas de vias 

aéreas, a inibição da atividade de NADPH oxidase preveniu a indução da via 

do NF-κB e aumentou a expressão de IκBα, proteína inibitória desta via (Brar et 

al., 2002). 

Admitindo-se que durante a tolerância ao NPS há processo inflamatório 

devido ativação de COX-2 e aumento na expressão da p65 do NF-κB, 

investigou-se o perfil de duas citocinas pró-inflamatórias durante a tolerância 

desencadeada pelo NPS. As citocinas são produzidas por células imunes e 

vasculares e atuam sobre receptores específicos promovendo a modulação de 

atividades biológicas em diversos tipos celulares e teciduais (Hirano, 1999). 

São classificadas como pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, sendo que TNF-α 

e IL-6, as citocinas avaliadas no presente estudo, pertencem ao primeiro grupo 

mediando reação inflamatória (Sprague e Khalil, 2009). Células musculares 

lisas, principalmente vasculares, são importantes fontes e alvos de citocinas 

inflamatórias, produzindo primariamente TNF- α, IL-6, IL-1α, IL-1β e MCP-1 

(Song et al., 2012; Xia et al., 2012; Clarke et al., 2010; Son et al., 2008). 

Diversos são os efeitos das citocinas inflamatórias sobre as células 

vasculares, dentre eles: proliferação, migração celular, apoptose, adesão e 

aumento de permeabilidade. A maioria destes efeitos está relacionada com o 

aumento na geração de EROs, produzidas nos sítios de inflamação (Napoli et 

al., 2001; Sprague e Khalil, 2009; Han et al., 2012). Já foi demonstrado que 

TNF-α é capaz de aumentar a expressão e atividade da NADPH oxidase 

culminando em aumento na geração de EROs que, por sua vez, aumentam a 
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expressão de citocinas pró-inflamatórias, estabelecendo assim um círculo 

inflamatório contínuo (Sprague e Khalil, 2009). 

 No presente estudo, as concentrações das citocinas TNF-α e IL-6 foram 

significativamente maiores em aortas tolerantes ao NPS em comparação com 

artérias controle. A pré-incubação de aortas tolerantes com Tiron foi capaz de 

reverter o aumento na produção de TNF-α, ao passo que este sequestrador de 

ânion O2- não reverteu o aumento observado para IL-6. Estes resultados 

indicam que a produção de TNF-α na tolerância ao NPS é dependente de 

estresse oxidativo, enquanto a de IL-6 é independente deste evento. 

 O aumento na produção de TNF-α e IL-6 está intimamente relacionado à 

diminuição do vasorrelaxamento em modelos de disfunção vascular (Husain et 

al., 2011; Kobayasi et al., 2010; Wimalasundera et al., 2003), que pode ser 

atribuído à diminuição da biodisponibilidade de NO. Estudos anteriores 

demonstraram que o TNF-α reduz a expressão e atividade da eNOS em células 

endoteliais (Yoshizumi et al., 1993; Anderson et al., 2004; Goodwin et al., 

2007), além de promover, como já supracitado, o aumento na produção de 

EROs (Corda et al., 2001; Muzaffar et al., 2003), ações que acarretam 

diminuição na produção e biodisponibilidade de NO e, consequentemente, 

disfunção vascular. Em adição, a incubação prévia de células endoteliais 

vasculares com IL-6 reduziu a fosforilação da eNOS no sítio Ser1177, ação que 

também culmina na diminuição da síntese de NO (Hung et al., 2009). Além 

disso, as citocinas inflamatórias podem, ainda, afetar o metabolismo e a 

biodisponibilidade de L-arginina, fato que acarreta diminuição na síntese de 

NO. Em condições inflamatórias, estes mediadores aumentam a expressão e 

atividade da isoforma induzível da NO sintase, a iNOS, e da enzima arginase, o 
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que aumenta o consumo de L-arginina podendo culminar em desacoplamento 

da NOS constitutiva (Buga et al., 1996;  Nelin et al., 2001; Kim et al., 2009). A 

enzima arginase é considerada competidora da NOS por catalisar a 

metabolização de L-arginina a ornitina e uréia. Caracterizada primeiramente no 

fígado, a arginase está presente em outros tipos celulares e auxilia na 

regulação da proliferação e reparo tecidual (Huynh et al., 2009). Atualmente, 

dois subtipos enzimáticos da arginase (I e II) estão caracterizados e ambos são 

expressos em células musculares lisas e endoteliais, sendo que esta última 

apresenta predominantemente expressão da isoforma II (Ignarro, et al., 2001; 

Zhang et al., 2001). O aumento da expressão e/ou atividade da arginase está 

relacionado a quadros de distúrbios cardiovasculares como hipertensão, 

isquemia, diabetes e aterosclerose (Johnson et al., 2005; Hein et al., 2003; 

Romero et al., 2008; Ryoo et al., 2008). Em células vasculares, a atividade da 

arginase é modulada positivamente por mediadores inflamatórios (Bachetti et 

al., 2004). 

Wei e colbs (2000) demonstraram que, em células musculares lisas de 

aorta de ratos, as citocinas IL-4 e IL-13 promovem aumento na expressão de 

arginase I (Wei et al., 2000), neste mesmo sentido, em células endoteliais, a 

pré-exposição ao TNF-α e LPS promove aumento na atividade de arginase 

(Bachetti et al., 2004). A arginase pode ser ainda um possível alvo para 

intervenção na tolerância desencadeada pela NTG. Estudo recente de Khong e 

colbs (2012) demonstrou que tanto a inibição farmacológica da enzima 

arginase, como sua deleção gênica, aboliram a tolerância desencadeada pela 

NTG em aorta de camundongos (Khong et al., 2012).  
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O conjunto de resultados apresentados no presente trabalho permite 

concluir que a tolerância ao NPS é tempo-dependente e independente da 

presença da camada endotelial. Durante o fenômeno de tolerância, ocorre 

aumento na produção de ânions O2- relacionada à ativação da enzima NADPH 

oxidase e desacoplamento da enzima NOS, devido à depleção de L-arginina. 

De maneira inédita caracterizou-se que o aumento na geração de ânions O2
- 

desencadeia ativação da COX-2, culminando na produção exacerbada de 

derivados vasoconstritores, PGF2α e TXA2 que acarretam diminuição na 

potência vasodilatadora do NPS em aortas tolerantes. Conclui-se também de 

forma inédita na literatura, que o processo de tolerância está relacionado a um 

processo inflamatório caracterizado por aumento na expressão da subunidade 

p65/NF-κB e na produção de TNF-α e IL-6, citocinas inflamatórias que 

contribuem para o quadro de disfunção vascular, característico do fenômeno de 

tolerância. 
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