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RESUMO

BATISTA, R.ILM. Participa¢do dos nitrosotiois nos efeitos do nitrito de sddio sobre
gelatinases vasculares in vitro e in vivo. 2024. 101f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases que
participam da degradacdo da matriz extracelular (MEC), culminando em remodelamento
vascular. Na hipertensdo, o tratamento com nitrito de sddio reduz a atividade da MMP-2 por
mecanismos ainda ndo elucidados. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar se os
efeitos benéficos do nitrito de s6dio na hipertensdo arterial se devem a produgdo de
nitrosotiois e nitrosilagdo das MMPs com consequente diminui¢do de sua atividade. Para
isto, utilizamos células musculares lisas vasculares (CMLVs) tratadas com PMA,
PMA-nitrito, PMA+GSNO, Ang II, Ang Il+nitrito, Angll+GSNO, além de seus grupos
controle, sendo medida a atividade das gelatinases por zimografia in situ nessas células. A
fim de elucidar a participacdo dos nitrosotiois nos efeitos anti-MMP do nitrito, também
foram feitos tratamentos concomitantes com o RNAi para GSNO redutase (GSNOR). No
que diz respeito aos protocolos in vivo, foram utilizados animais Sham e hipertensos 2 rins
1 clipe (2R1C), tratados com veiculo, nitrito (1mg/kg via oral) e nitrito+SPL 334 (0,3mg/kg
IP), sendo este ultimo um inibidor da enzima GSNOR. Esses animais tiveram a pressao
medida semanalmente por pletismografia de cauda, os niveis de nitrito, espécies nitrosiladas
totais e nitrosotiois no plasma, bem como niveis de nitrito e espécies nitrosiladas totais na
aorta foram medidos por quimiluminescéncia através do ozonio, além da quantificagdo
morfométrica do remodelamento vascular adrtico. Além disso, animais Sham ¢ 2RI1C
também foram tratados com veiculo, nitrito (15mg/kg via oral) e nitrito+omeprazol
(10mg/kg via intraperitoneal) dos quais foram aferidos a pressdo semanalmente e medidos
o pH estomacal, o estresse oxidativo pelos métodos de lucigenina e DHE, a atividade das
gelatinases por zimografia em gel e zimografia in situ e o remodelamento vascular aortico.
Como resultados, obtivemos que o tratamento das CMLVs com PMA e Ang II aumentou a
atividade das MMPs e o tratamento com GSNO foi capaz de reverter esse aumento, enquanto
o nitrito ndo apresentou efeitos. O tratamento com RNAI foi capaz de diminuir a expressao
da GSNOR e aumentar a nitrosilacio da MMP-2. Nas células em que o PMA foi utilizado
como ativador de MMPs, foi observado que o GSNO s6 exerceu efeito anti-MMP no grupo

que foi tratado concomitantemente com o RNAi. Porém, o mesmo ndo foi observado nas



células tratadas com angiotensina II, onde em ambos os grupos (controle e GSNOR-), o
GSNO teve efeito nas gelatinases. No que diz respeito aos animais, o tratamento
concomitante de nitrito Img/kg e SPL- 334 gerou um efeito mais pronunciado na pressao
arterial do que quando estas drogas foram usadas separadamente, especialmente na semana
4 do protocolo. Também foi observado um aumento do nitrito na aorta diante do tratamento
concomitante de nitrito ¢ SPL 334. O remodelamento vascular, em relagdo ao parametro
média/lumen (M/L), foi melhorado pelo tratamento apenas com SPL-334 e também pelo
tratamento com Nitrito+SLP-334. Quanto a area de secg¢ao transversal (CSE), foi observada
uma melhora do remodelamento apenas com o tratamento concomitante das duas drogas.
Em relacdo ao protocolo animal utilizando omeprazol e nitrito na dose de 15mg/kg, o nitrito
foi capaz de diminuir a pressdo arterial nas semanas 3, 5 e 6 de tratamento e o omeprazol
tendeu a reverter os efeitos do nitrito na hipertensdo também nestas semanas do protocolo.
Em relagdo ao estresse oxidativo, a hipertensdo aumentou os niveis de superoxido e a
atividade da NADPH oxidase, sendo o nitrito capaz de diminuir ambos os fatores e o
omeprazol reverteu estes efeitos. Um efeito semelhante do omeprazol foi encontrado na
atividade das gelatinases por zimografia in situ, onde o omeprazol também reverteu os
efeitos benéficos do nitrito. Em relagdo a zimografia em gel, houve aumento da atividade da
atividade da MMP-2 nas isoformas de 64 e 72 kDa, porém os tratamentos ndo alteraram tal
resposta. Em relagdo ao remodelamento vascular, foi observado que o nitrito de sodio
diminui a drea de seccdo transversal da aorta dos animais hipertensos e o tratamento
concomitante com omeprazol impediu este efeito. Os resultados obtidos nos permitem
sugerir que os efeitos benéficos do nitrito de s6dio no sentido de diminuir a atividade das
MMPs na hipertensdo estariam, pelo menos em parte, relacionados com a formacgdo de
nitrosotiois no estbmago, que levaria a nitrosilagdo da MMP-2 e diminui¢do da sua atividade.

Apoio Financeiro: CAPES, FAPESP, CNPQ

Palavras-chave: Metaloproteinases de Matriz, nitrito de sdédio, hipertensio,

nitrosila¢do, remodelamento vascular



ABSTRACT

BATISTA, R.I.M. Participation of nitrosothiols in sodium nitrite effects on vascular
gelatinases in vitro and in vive. 2024. 101f. Thesis (PhD) - Medical School of Ribeirao
Preto, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2024.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a group of endopeptidases that participate on
the extracellular matrix (ECM) degradation, resulting in vascular remodeling. In
hypertension, sodium nitrite treatment reduces MMP-2 activity through mechanisms that
have not been elucidated yet. Thus, the objective of this study was to evaluate whether the
beneficial effects of sodium nitrite on arterial hypertension are due to the production of
nitrosothiols and MMPs nitrosylation, resulting in a decrease in their activity. For this, we
used vascular smooth muscle cells (VSMCs) treated with PMA, PMA-+nitrite, PMA+GSNO,
Ang II, Ang II+nitrite, Angl[+GSNO, and their control groups. Gelatinases activity was
measured by in situ zymography. We also performed treatments with RNAi for GSNO
reductase (GSNOR) to elucidate the participation of nitrosothiols in the anti-MMP effects of
nitrite. In the in vivo part of the work, we treated Sham and hypertensive rats (2 kidney-one-
clip-model) with vehicle, nitrite (Img/kg orally) and SPL-334 (0,3mg/kg IP, a GSNOR
inhibitor). We measured the blood pressure of these animals weekly by tail plethysmography,
plasmatic nitrite, total nitrosylated species and nitrosothiols levels, as well as aortic nitrite
and total nitrosylated species levels were measured by an ozone-based chemiluminescence
assay. We also measured morphometric parameters to assess aortic vascular remodeling from
these animals. In addition, Sham and 2K 1C animals were also treated with vehicle, nitrite
(15mg/kg orally) and nitrite+omeprazole (10mg/kg intraperitoneally). We measured systolic
pressure, stomach pH, oxidative stress using lucigenin and DHE methods, gelatinases
activity by gelatin zymography and in situ zymography and aortic vascular remodeling. As
results, we observed that cell treatment with PMA and Ang II increased MMPs activity
whereas GSNO was able to reverse this increasement, meanwhile nitrite had no effects.
RNALI treatment was able to decrease GSNOR expression and increase MMP-2 nitrosylation.
In the cells where PMA was used as an activator of MMPs, it was observed that GSNO had
anti-MMP effect only in the group treated with RNAi. However, in cells treated with
angiotensin II, in both groups (control and GSNOR-), GSNO inhibited gelatinases activity.

In animals, treatment with nitrite and SPL-334 generated a more pronounced effect on blood



pressure than when these drugs were used separately, especially in the fourth week of the
protocol. We also observed an increase in aortic nitrite concentration after treatment with
nitrite and SPL 334. Treatments with SPL-344 alone and the association with nitrite were
able to decrease media/lumen (M/L) vascular remodeling parameter. However, concerning
the cross-section area (CSA) parameter, only the association with the two drugs was able to
cause beneficial effects. Regarding animal protocol using omeprazole and nitrite 15 mg/kg,
nitrite was able to reduce blood pressure in weeks 3, 5 and 6 of the protocol and omeprazole
tended to reverse the effects on hypertension. Nitrite treatment was able to decrease
superoxide levels and NADPH oxidase activity and omeprazole reversed these effects. A
similar effect was observed on gelatinases activity, where omeprazole also reversed the
beneficial effects of nitrite. Regarding gelatin zymography, there was an increase in 64 and
72 kDa MMP-2 activity, and treatments did not cause any changes. Omeprazole was also
able to reverse nitrite effects on CSA parameter of vascular remodeling. These results
suggest that the beneficial effects of sodium nitrite over MMPs activity in hypertension
would be, at least in part, related to the formation of nitrosothiols in the stomach, which

would lead to MMP-2 nitrosylation, decreasing its activity by consequence.

Keywords: matrix metalloproteinases, sodium nitrite, hypertension, nitrosylation,

vascular remodeling.
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L.INTRODUCAO
1.1. O papel das metaloproteinases de matriz na hipertensao arterial

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca de alta prevaléncia global. Em 2010,
aproximadamente 1,4 bilhdes de pessoas foram diagnosticadas com esta enfermidade, que ¢
marcada por uma fisiopatologia complexa afetando diversos sistemas e ¢, atualmente, o fator
de risco mais comum para o desenvolvimento de outras doengas cardiovasculares, como a
doenga arterial coronariana, o infarto do miocérdio, a doenga renal crdnica, a sindrome
metabolica e dislipidemias (COHUET; STRUIJKER-BOUDIER, 2006; EGAN et al., 2019).

A manutencdo da pressdo arterial normal ¢ resultado de um equilibrio entre o débito
cardiaco e a resisténcia vascular periférica. Um desequilibrio nesses pardmetros e consequente
aumento da pressao arterial gera alteragdes estruturais e funcionais nos vasos sanguineos, como
a reducdo da elasticidade arterial e aumento da espessura da parede, que contribuem para a
diminui¢do do fluxo e elevagdo da resisténcia vascular. Esse processo ¢ conhecido como
remodelamento vascular mal adaptativo, que ¢ marcado por um aumento na proliferacdo de
células musculares lisas vasculares (CMLVs), além de uma mudanga de fendtipo destas células,
que passam de seu fenotipo contratil para o fendtipo sintético, o qual é caracterizado pela
secrecdo e deposicdo anormal de componentes da matriz extracelular, como colageno,
proteoglicano, fibronectina, além de fragmentagdo de elastina, expressao de fatores de adesao
e diminui¢@o na expressao de proteinas contrateis (HAYASHI; NAIKI, 2009).

Na hipertensdo, normalmente, o remodelamento observado nas artérias de condutancia
¢ o hipertrofico, com o aumento da espessura da parede do vaso devido a migracdo e
proliferacdo das CMLVs, enquanto que nos vasos de resisténcia este remodelamento pode ser
eutrofico, que ¢ caracterizado pelo rearranjo das CMLVs na camada média, reduzindo o

tamanho do limen e do didmetro externo, mantendo uma espessura normal da parede vascular
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(HAYASHI; NAIKI, 2009). O remodelamento vascular observado na hipertensao arterial, bem
como a proliferagdo e mudanga fenotipica observada nas CMLVs sdo favorecidos pela agdo de
enzimas conhecidas como metaloproteinases de matriz (MMPs).

Atualmente, j& foram identificados 28 tipos de MMPs e ja se sabe que, além de atuar
em processos fisioldgicos como a embriogénese e angiogénese, estas estdo relacionadas com
situagdes patologicas como a progressdao de metastases, inflamacao e artrite (CHOW; CENA;
SCHULZ, 2007; RA; PARKS, 2007). De maneira mais especifica, as MMP-2 ¢ MMP-9,
conhecidas como gelatinases, tem sido relacionadas com diversas doengas cardiovasculares
como aterosclerose, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo arterial (CREEMERS et al., 2001;
DANIELLE; MICHELE; CASTRO, 2016; JOHNSON, 2017).

No que se refere a estrutura, as metaloproteinases de matriz possuem em comum um
sitio ativo de Zn**, além do dominio auto inibitorio, que contém um residuo de cisteina e do
dominio C-terminal hemopexina (NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006). Desde sua descoberta,
em 1968, estas tém sido relacionadas com a atividade colagenolitica durante o processo de
degradacdo da matriz extracelular (MEC) (GROSS; LAPIERE, 1962). Estas endopeptidases
sdo secretadas para o meio extracelular na sua forma inativa (pro-MMPs) e sdo mantidas nessa
forma pela sustentacdo da interacdo do grupo tiol (SH) do residuo de cisteina do dominio
autoinibitorio com o Zn?>" do sitio catalitico (SPRNGMAN et al., 1990). Para que uma MMP se
torne cataliticamente ativa é preciso que haja a quebra da interagdo tiol-Zn?*. Isto pode ocorrer
tanto pela protedlise do pré6 dominio, quanto pela redugdo do grupo tiol por agentes oxidantes
(RA; PARKS, 2007).

O aumento do estresse oxidativo observado em varias doencas cardiovasculares pode
resultar em uma exacerbagdo da ativagdo de MMPs (JOHNSON, 2017). Este aumento pode se
dever, por exemplo, a uma maior atividade do sistema renina-angiotensina. Nesse sentido, o

aumento da estimulacdo de receptores AT1 ocasionado pela maior atividade deste sistema vai
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gerar formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e disfunc¢ao endotelial (CASTRO et
al., 2008). EROs sdo moléculas quimicamente reativas que contém oxigénio, como o anion
superoxido (Oae.), o peroxido de hidrogénio (H20.), o radical hidroxila (OH") e o peroxinitrito
(ONOO-) (MUNZEL et al., 2017). A formagdo de EROs como o peroxinitrito, por exemplo,
pode resultar no desacoplamento da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), saindo de sua forma
dimérica que produz 6xido nitrico (NO), para sua forma monomérica que leva a produgdo do
anion superoxido, gerando ainda mais estresse oxidativo (CASTRO et al., 2008).

A grande quantidade de peroxinitrito gerado pelo aumento do estresse oxidativo em
doengas cardiovasculares pode resultar na glutatiolagdo das MMPs. Esta reacdo consiste na
adicdo da glutationa (GSH) as proteinas, sendo que a principio, qualquer sulfidrila da proteina
exposta na forma de anion tiolato (S-) pode sofrer glutatiolacdo por ataque nucleofilico de GSH
(HILL; BHATNAGAR, 2012). No entanto, a maioria dos estudos aponta que esta reagdo ocorre,
principalmente, em condigdes de estresse oxidativo ou nitrosativo (BABA; BHATNAGAR,
2018). Nestas situacdes, pode haver um rompimento do equilibrio com o peroxinitrito, levando
a formacao de GSNO e favorecendo a glutatiolacdo oxidativa do dominio autoinibitério das pro
MMPs, expondo o sitio catalitico da enzima e levando a ativagdo das mesmas (FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009; PAPERS et al., 2001). Esta ativagdo ocorre mediante a ruptura da
interagdo do zinco do dominio catalitico com o residuo de cisteina do dominio autoinibitorio e
tem como produto a MMP-2 de 72 kDa em sua forma ativa. Além disso, a ativagdo também
pode se dar por agdo de proteinases, onde ha a total proteodlise do pr6-dominio e formagao da
isoforma ativa de 64kDa (Figura 1). (DANIELLE; MICHELE; CASTRO, 2016; JOHNSON,
2017).

O remodelamento vascular consiste num processo que pode ser, inicialmente, benéfico,
j& que auxilia na adaptagdo do vaso frente as alteragdes hemodindmicas oriundas de um

aumento na pressdo arterial (LEMARIE; THARAUX; LEHOUX, 2010). Porém, na



16

hipertensdo, onde esse aumento ¢ sustentado, pode haver o desenvolvimento de um
remodelamento cronico e levar a uma disfun¢@o endotelial que podem culminar em alteragdes
na MEC e no fendtipo das células musculares lisas vasculares, como dito anteriormente
(HAYASHI; NAIKI, 2009). As MMPs fazem parte da etiogénese do remodelamento ndo apenas
por controlar a proliferacdo e crescimento destas das CMLVs, mas também por gerarem a
clivagem proteolitica de fatores de crescimento, como o fator de transformagao do crescimento
beta (TGF-f) (CHANG; WERB, 2001). Estudos clinicos e realizados em animais ja
comprovaram a contribui¢do das MMPs, especialmente da MMP-2, para o remodelamento
vascular na hipertensdo (CASTRO et al., 2008; GUIMARAES et al.,2011). J& foi demonstrado,
inclusive, que em animais knockout para MMP-2 existe a prevencdo da disfungdo endotelial,
do remodelamento vascular e do estresse oxidativo induzidos pela angiotensina II

(BARHOUMI et al., 2017).

MMP-2
72kDa inativa

Ativagao intracelular

+
GSH
SH NH, Q

—
Proteinases
Ativagao

MMP-2 Extracelular MMP-2
72kDa inativa 64kDa ativa

Figura 1- Ativacio intracelular e extracelular da MMP-2: A MMP-2 ¢ secretada em sua
forma inativa (isoforma de 72 kDa). Diante do aumento da produgdo de peroxinitrito e interagao
deste com o GSH, pode haver a glutatiolagdo do dominio autoinibitorio da enzima, quebrando
a intera¢do Zn-tiol e expondo o seu sitio catalitico (isoforma ativa de 72kDa). Também pode
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haver a protedlise direta da enzima gerando a isoforma ativa de 64kDa. Adaptado de: (LIM et
al., 2010)

1.2. Ciclo nitrato-nitrito-NO

O o6xido nitrico ¢ uma molécula que desempenha um papel crucial em diversos
processos fisiologicos. Desde sua descoberta em 1998 até os dias atuais, ja foi demonstrado que
ele participa de processos fisioldgicos no coragao e nos vasos sanguineos, na neurotransmissao,
entre outros. Inicialmente, foi descrita a via candnica ou classica para a produgdo de 6xido
nitrico. Nesta, o NO ¢ produzido tendo a L-arginina como substrato da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), a qual pode ser encontrada em diferentes isoformas, como a endotelial (eNOS),
a neuronial (nNOS) e a induzida (iNOS). Destacaremos e isoforma endotelial, j4 que esta
desempenha o papel mas importante no sistema cardiovascular (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980; MONCADA, 1994). A eNOS ¢ uma enzima dependente do complexo calcio-
calmodulina e, em sua forma dimérica, é constituida de dois mondmeros idénticos, sendo estes
associados a duas calmodulinas, possuindo dois dominios, o dominio redutase C-terminal e o
dominio oxigenase N-terminal (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; PALMER, R M;
ASHTON; MONCADA, 1988).

Em suma, estimulos fisicos como estresse de cisalhamento e a agdo de agonistas como
a acetilcolina, a bradicinina e a histamina, geram um aumento na concentragio de Ca>* na célula
endotelial, que ativa a eNOS e gera a producao de NO e L-citrulina a partir da L-arginina. Esta
producdo se dd com a participagdo de co-substratos como o oxigéni e a nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reduzida (NADPH), além de cofatores como o dinucledtido de flavina e
adenina (FAD), mononucleétido de flavina (FMN), tetraidrobiopterina (BH4), heme e
calmodulina (IGNARRO, 1996). Por ser um gas, o NO pode facilmente se difundir para as
CMLVs , onde ¢ responsavel por ativar a guanilil ciclase (GC), possibilitando a conversdo de

guanosina trifosfato (GTP) em monofosfato de guanosina 3’5’ciclico (GMPc), um segundo
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mensageiro que gera uma cascata de eventos, os quais culminam na diminui¢ao da concentragao
intracelular de Ca** na CMLV e consequente vasodilatagio (PARK; SANDNER; KRIEG, 2018;
TENOPOULOU; DOULIAS, 2020).

Nas ultimas décadas, foi descoberta uma via alternativa para a producdo de NO, a via
nitrato-nitrito-NO. Nesta, além da formacdo de NO, hd a formagdo de outros 6xidos de
nitrogénio com papel fisioldgico conhecido (LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008).
A via nitrato-nitrito-NO pode ser suplementada pela dieta, com o consumo de vegetais verdes
como o alface, a ricula e o espinafre, além da beterraba, uma importante e rica fonte de nitrato
(KAPIL et al., 2013). O nitrito também pode ser ingerido durante o consumo de carnes, ja que
este ¢ utilizado como aditivo alimentar para prevenir o botulismo e melhorar a aparéncia dos
alimentos (HABERMEYER et al., 2015).

O nitrato da dieta ¢ deglutido e absorvido no intestino, porém, uma vez na corrente
sanguinea, cerca de 25% do nitrato ¢ transportado pela sialina, um transportador de nitrato/H*
para as glandulas salivares e posteriormente secretado na cavidade oral. Nesta, existem
bactérias comensais capazes de realizar a conversao de nitrato a nitrito, ja que estas utilizam o
nitrato como aceptor de elétrons para produzir adenosina-5’-trifosfato (ATP) durante a
respiragdo (KAPIL et al., 2013; OLIVEIRA-PAULA; TANUS-SANTOS, 2018). O nitrito,
quando em contato com o estdmago favorecido pelo pH 4cido do mesmo (pH <3), € convertido
a NO e espécies relacionadas a este, como o acido nitroso (HNO>) e o anidrido nitroso (N20O3)
que, por serem importantes fontes de nitrosagdo, induzem a formagao de S-nitrosotiois como a
S-nitrosoglutationa (GSNO) (BENJAMIN et al., 1994; BRONIOWSKA; HOGG, 2012). O NO
formado a partir da L-arginina e o formado a partir do nitrito no estbmago também podem ser
degradados através de reagdes de oxidacdo realizadas pelas oxi-hemoglobinas podendo dar
origem ao nitrito que, posteriormente, pode ser oxidado a nitrato, reiniciando o ciclo

(LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008) (Figura 2).
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Figura 2: Via nitrato-nitrito-NO. O nitrato da dieta ¢ absorvido no intestino, uma parte ¢
excretada e a outra ¢ ativamente secretada pelas glandulas salivares. Na boca, bactérias
comensais sao capazes de reduzir nitrato a nitrito, que ao ser deglutido e atingir o ambiente
acido do estomago ¢ convertido a NO e espécies relacionadas (nitrosotiois). Na circulagao
porta, o NO pode ser oxidado a nitrito (por oxi-hemoglobinas), que ¢ transportado para a
circulagdo arterial, onde pode ser reduzido a NO, causando diminui¢do da resisténcia vascular
e na pressao arterial. Adaptado de: (JACKSON et al., 2017).

1.3. Efeitos benéficos do nitrito de sodio na hipertensio arterial

O endotélio vascular forma o revestimento interno dos vasos sanguineos e linfaticos e
desempenha um importante papel na modulacdo do tonus vascular, sendo responsavel pela
liberagdo de diversos fatores relaxantes tais como prostaglandinas, fatores hiperpolarizantes,
além do NO. Em contrapartida, este também ¢ responsavel pela liberacio de moléculas
vasoconstritoras, tais como endotelina e alguns prostandides (GALLEY; WEBSTER, 2004;
GODO; SHIMOKAWA, 2017). A disfuncdo endotelial (maior produg¢do de moléculas
vasoconstritoras em detrimento de moléculas vasodilatadoras) observada em doengas
cardiovasculares como a hipertensao arterial tem como causa o aumento do estresse oxidativo,

especialmente do anion superdxido, por acdo de enzimas como a nicotinamida adenina
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dinucleotideo (NADPH) oxidase, xantina oxidoredutase (XOR), além de enzimas da cadeia
respiratoria mitocondrial e da eNOS desaclopada (INCALZA et al., 2018). O aumento na
expressdo e atividade da MMP-2 vascular tem sido demonstrado em diversos modelos animais
de hipertensao arterial, favorecendo também a disfun¢@o endotelial, j4 que em animais knockout
para MMP-2 esta disfun¢do ndo foi observada (BARHOUMI et al., 2017). Assim como a
formag¢do de ROS resulta em aumento na ativacdo de MMPs, estas clivam moléculas como o
pro-fator de crescimento de ligacdo de heparina (pro-HB-EGF), resultando em trans ativacao
do receptor de HB-EGF, gerando uma sinalizacdo intracelular que aumenta a formagao de ROS
(PRADO et al., 2018). Portanto, existem evidéncias de que o aumento da atividade de MMP-
2, por exemplo, pode aumentar a formagao vascular de EROs (PRADO et al., 2018).

Os metabdlitos do NO, nitrato e nitrito, que antes eram tratados como inertes, atualmente
tém seus efeitos em diversas doencas cardiovasculares comprovados (LEE et al, 2018;
PINHEIRO et al., 2012). Varios estudos demonstram os efeitos anti-hipertensivos do nitrito em
diferentes modelos de hipertensdo (AMARAL et al.,2015; PINHEIRO et al., 2015). Tais efeitos
podem ser, pelo menos em parte, dependentes dos seus efeitos antioxidantes, demonstrados
através da reducdo da fluorescéncia do Dihidroetidio (DHE), diminui¢@o dos niveis plasmaticos
de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), inibicdo vascular da atividade da
NADPH oxidase, além de aumento da atividade da superoxido dismutase (SOD), uma enzima
antioxidante (MONTENEGRO et al., 2012, 2011). Um estudo que utilizou duas diferentes
doses de nitrito (1mg/kg e 15mg/kg) demonstrou que as duas doses foram capazes de aumentar
o acumulo de fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf-2) no ntcleo da célula, além
de aumentar a expressdo de genes de moléculas antioxidantes regulados por Nrf-2 como a
catalase, a glutationa peroxidase e a tioredoxina-1 e 2 (AMARAL et al., 2019).

O efeitos benéficos da suplementagdo da via nitrato-nitrito-NO também se dao pela sua

capacidade de restaurar a disponibilidade de NO e moléculas relacionadas, especialmente os S-
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nitrosotiois (RSNO), ja que com o tratamento concomitante com omeprazol, por alterar o pH
estomacal e a consequente formacdo de RSNO, atenua os efeitos benéficos do nitrito na
hipertensao (PINHEIRO et al., 2015). Também tém sido demonstrado que tratamento com
nitrito de s6dio diminui a ativagdo de MMPs e o remodelamento vascular por consequéncia,
além de atenuar a producdo de MMP-9 pelas células endoteliais, independentemente da
formagdo de NO (MESCHIARI et al., 2016). Porém, o mecanismo pelo qual o nitrito de sodio
inibe as MMPs ainda permanece desconhecido.

1.4. Nitrosilacio de metaloproteinases de matriz

J& foi demonstrado que o NO ndo ¢ capaz de reagir diretamente com grupos tidlicos e
formar nitrosotiois in vivo. Porém, como dito anteriormente, o ambiente acido do estdmago
favorece a formagdo de espécies nitrosantes como o N»>O3 e o NO* que podem gerar
modificac¢des pos traducionais ao reagir com grupos tidlicos de cisteinas, formando o produto
S-nitrosilado e nitrito (WINK et al., 1994). Modificagdes pds traducionais sdo eventos de
processamento covalente que ocorrem por clivagem proteolitica ou adi¢gdo de um grupo quimico
a uma proteina, sendo importantes reguladores da funcao celular (FENG; CHEN; ZUO, 2019).
A S-nitrosilagdo ¢ uma modificacdo pos traducional reversivel, onde ocorre a incorporacao do
NO ao grupo tiol da cisteina de uma proteina, gerando um S-nitrosotiol (SNO) (MARTINEZ-
RUIZ; LAMAS, 2007). E importante ressaltar que a S-nitrosilagdo ocorre tanto em proteinas,
produzindo espécies S-nitroso quanto em tiois de baixo peso molecular, incluindo a glutationa,
gerando a S-nitrosoglutationa (ANAND et al., 2014). E importante ressaltar que o GSNO ¢
capaz de nitrosilar proteinas por reacdes de transnitrosilagdo, onde um grupo S-nitroso
funcional pode ser transferido ao anion tiolato da proteina alvo em uma reagdo reversivel
(BRONIOWSKA; HOGG, 2012).

J& foi demonstrado que a formagdo de S-nitrosotidis ¢ crucial para a resposta anti-

hipertensiva exercida pelo nitrito, indicando que a S-nitrosila¢do e transnitrosagao de diferentes
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proteinas podem estar criticamente envolvidos nesta resposta (PINHEIRO et al., 2015). Ja foi
observado, inclusive, que o aumento do pH gastrico alcangado pelo tratamento com omeprazol
reduz os efeitos anti-hipertensivos ocasionados pelo nitrito oral em ratos (PINHEIRO et al.,
2012). Como dito anteriormente, de maneira semelhante a fosforilagdo, a S-nitrosilagao pode
alterar a funcdo e a sinalizacdo celular (OLIVEIRA-PAULA; TANUS-SANTOS, 2018). Ja foi
demonstrado, por exemplo, que a S-nitrosilacdo da cisteina 289 do receptor tipo 1 da
angiotensina Il reduz a sua afinidade de ligacdo a angiotensina II e que S-nitrosilagcdo da
NADPH oxidase inibe a producdo de superoxido podendo preservar a biodisponibilidade do
NO (LECLERC et al., 2006; SELEMIDIS et al., 2007) 34,35.

Em relagdo a interferéncia da S-nitrosilacdo na atividade das MMPs, ja foi demonstrado
em cultura de células cérebro corticais que a S-nitrosilagdo de um residuo tiol no pré6 dominio
da MMP-9, pode levar a ativacdo da enzima e morte celular por apoptose (GU et al., 2002). Em
contrapartida, o tratamento de células epiteliais bronquicas humanas com GSNO previamente
estimuladas com TNF-a foi capaz de diminuir a atividade da MMP-9 causada pelo tratamento
com a citocina (OKAMOTO et al., 2002). Estes estudos nos sugerem que a acao dos nitrosotiois
nas MMPs poderia ser dependente do tecido e condi¢des as quais 0 mesmo estaria exposto.

Ainda ndo foi demonstrado se a MMP-2 pode sofrer S-nitrosilagdo, e se esta
modificacdo pos traducional pode alterar sua atividade enzimatica, porém suas semelhangas
estruturais com a MMP-9 sugerem que a mesma poderia sofrer agdo semelhante de moléculas
nitrosantes. Adicionalmente, um estudo realizado em individuos negros correlacionou
negativamente os niveis circulantes de MMP-2 e MMP-9 com a formagao endogena de 6xido
nitrico, sugerindo uma relagdo entre uma diminui¢do na formacdo de NO e um aumento na
atividade de gelatinases (METZGER; SANDRIM; TANUS-SANTOS, 2012). Também ja foi
demonstrado que o aumento das EROs observado em doengas cardiovasculares pode levar a

uma maior ativacdo de MMPs, favorecendo o remodelamento vascular e que o nitrito de sédio
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¢ capaz de reduzir o estresse oxidativo, além de promover a formagdo de S-nitrosotiois, que
podem alterar fungdes celulares, inclusive as relacionadas a ativacdo de MMPs (MESCHIARI
et al., 2016; SANCHES-LOPES et al., 2020). Juntos, estes dados nos sugerem que, em um
contexto de doengas cardiovasculares como a hipertensdo arterial, a suplementagdo da via
nitrato-nitrito-NO poderia ter efeitos benéficos e que estes efeitos poderiam estar relacionados

com a sua capacidade de diminuir a atividade de gelatinases.

1.5. Efeitos da inibicio da enzima S-nitrosoglutationa redutase no sistema

cardiovascular

Atualmente, as classes mais importantes de enzimas denitrosilantes conhecidas sdo as
do sistema tioredoxina e as denitrosilantes de moléculas de baixo peso molecular, que incluem
a GSNO redutase ¢ a SNO-CoA redutase (SNO-CoAR) (BENHAR; FORRESTER;
STAMLER, 2009). A S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) ou alcool desidrogenase classe 5
(ADH 5) ¢ uma enzima da familia das alcool desidrogenases, que ¢ encontrada na maioria dos
tecidos, possuindo uma maior atividade no figado e tem o GSNO como o tnico substrato. A
redu¢do do GSNO ¢ feita através da transferéncia do hidreto do cofator NADPH para o
nitrogénio da ligacdo S-NO com subsequente protonacdo do 4&tomo de oxigénio, gerando um
produto intermedidrio S-(N-hidroxi) que se converte em sulfinamida GSH. Em suma, a
quantidade de nitrosotiois in vivo é controlada pela GSNOR (LOPEZ-SANCHEZ et al., 2008).
Um estudo ja demonstrou que a deficiéncia genética de GSNOR aumentou os niveis de GSNO
in situ (LIU, L et al., 2001) (Figura 3).

Aregulacdo da atividade e expressao da GSNOR se dé por diferentes mediadores e varia
de acordo com o contexto. O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) induz a
expressao de GSNOR nos pulmoes (BHANDARI et al., 2006). A interleucina-13 (IL-13)

aumentou a expressao de GSNOR em células do lavado bronco alveolar de pacientes asmaticos



24

(MAROZKINA et al.,2015). Embora ainda nao tenha sido identificado um sitio de nitrosilacao,
ja foi observado que GSNOR também pode ser nitrosilada e que esta modificacdo pods
traducional gera um aumento na sua atividade (PALMER, Lisa A et al., 2015).

A importancia do equilibrio na relagdo S-nitrosilacdo/denitrosilagio no sistema
cardiovascular ¢ bem definida. Animais knock-out para GSNOR tem uma redu¢ao na resisténcia
vascular e consequente vasodilatagdo sistémica, sendo susceptiveis a hipotensao (BEIGI et al.,
2012). Além disso, ja foi demonstrado que esses animais possuem uma mortalidade aumentada
em modelos de sepse (LIU, Limin et al., 2004), porém apresentam uma melhor regeneragao
cardiaca apos o infarto do miocardio, que envolve um aumento na proliferacao e diferenciacao
de cardiomidcitos e neovascularizacdo por células endoteliais (CASIN et al., 2018). Em suma,
uma supressao genética ou farmacologica da GSNOR fornece uma importante ferramenta para
o estudo das vias do GSNO e de proteinas S-NO em diferentes tecidos e doencas
(STOMBERSKI; HESS; STAMLER, 2019).

Ja foram demonstrados beneficios da utilizacdo de inibidores farmacoldgicos de
GSNOR em diversos contextos. Em um estudo que induziu a doenca pulmonar aguda em
camundongos através da administragdo intranasal de SARS-CoV-2 recombinante, a
administracdo de N6022 (inibidor de GSNOR) protegeu contra o aumento na expressao de
citocinas pro-inflamatorias do sangue e nos pulmdes, bem como contra o aumento da
inflamacao vascular, além de diminuir a infiltragdo de células imunes no pulmao em ambos os
sexos (KIM et al., 2023). No modelo de hipertensdao DOCA-sal, a inibi¢do da GSNOR (N6338)
levou a uma diminui¢do pressdo arterial e reverteu as alteragdes renais induzidas pela
hipertensao (CHEN, Qiumei et al., 2013). Outro estudo que examinou os efeitos da inibi¢ao da
GSNOR ap6s parada cardiaca e ressuscitacao cardiopulmonar, observou uma inibi¢ao da lesao

cerebral isquémica e melhora da sobrevivéncia em camundongos (HAYASHIDA et al., 2019).
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< S-nitrosylases Enzymatic regulation Denitrosylases >
Trxs
Cytochrome c [ Caspase 3 TrxR | GSNOR
Hemoglobin GAPDH NA:PT-I Grxs
PDI
|Meta|-cys-transfer| [Cys-cys-transferl TRP14

TransnitrosylaD SNO @itrosylation

< Non-Enzymatic reaction >

Figura 3: Regulacio enzimatica e ndo enzimatica da homeostase dos S-nitrosotiois (S-NO).
A homeostase celular dos SNO ¢ regulada pela transnitosilagcdo e pela denitrosilagdo, através
de reagdes enzimaticas e ndo enzimdticas. A conversdo enzimdtica pode ser relizada via
transferéncia metal-Cis por metaloproteinas como a hemoglobina ou via Cis-to-Cis
transnitrosilases como a SNO-caspase-3. A denitrosilagdo de proteinas ¢ realizada por 3
sistemas: o sistema das S-nitrosoglutationa redutases (GSNOR), o sistema das tioredoxinas
(Trxs), e o das Glutaredoxinas (Grxs), sendo as dois ltimos da ssperfamilia das tioredoxinas.
Adaptado de: (SHI; QIU, 2020).

1.6. Omeprazol e seus efeitos deletérios no sistema cardiovascular

O omeprazol ¢ um pro-farmaco da classe dos inibidores da bomba de préotons (IBPs)
que age inibindo a secre¢io gastrica. E utilizado no tratamento de alteragdes dispépticas
oriundas da acidez gastrica. Em relagdo ao seu mecanismo de agdo, o omeprazol age no
estomago se ligando de maneira covalente a grupos sulfidrila nos residuos de cisteina presentes
na bomba de protons (H'- K"-ATPase) bloqueando-a de maneira quase irreversivel,
necessitando de uma nova sintese proteica para o restabelecimento das quantidades basais de
H*- K*-ATPase. A bomba de protons atua captando os ions K* do meio extracelular e liberando
hidrogénio do meio intracelular para o limen do estomago. Sendo assim, o tratamento com
omeprazol gera um aumento no pH géstrico (OCHOA et al., 2020; SHIN; KIM, 2013).

Os IBPs sdo uma das classes de medicamentos mais utilizadas no mundo (IIDA et al.,

2015). Os riscos cardiovasculares do uso do omeprazol foram, inicialmente, demonstrados
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diante da descoberta de sua interagdo com um antiplaquetario amplamente utilizado, o
clopidogrel. Essa interagdo se da pelo fato de a enzima que converte o clopidogrel em sua forma
ativa (CYP2C19) ser a mesma que metaboliza o omeprazol, resultando na reducdo do efeito
antiplaquetério do clopidogrel (RAMSTE et al., 2023).

O risco cardiovascular mediante o uso de omeprazol ndo envolve apenas sua utilizagdo
concomitante com o clopidogrel, mas também seu uso isolado, como ja demonstrado em
diversos estudos. Em humanos, o seu uso ja foi associado ao risco de desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca (LAZARUS et al., 2016), de incidéncia de infarto do miocardio, além de
hipomagnesemia severa, contribuindo para o risco de desenvolvimento de arritmias
(CHRYSANT, 2019).

Em animais, ja foi demonstrado que o tratamento com omeprazol gera aumento de
estresse oxidativo, aumento na atividade de metaloproteinases de matriz e consequente
remodelamento vascular (NOGUEIRA ef al., 2021). Também ja foi demonstrada uma redugao
na resposta de relaxamento a acetilcolina, além de aumento de dimetilarginina assimétrica
(ADMA) e xantina oxidorredutase (XOR), ambos marcadores de estresse oxidativo e disfungao
endotelial (PINHEIRO et al., 2016a).

O prejuizo vascular decorrente da utilizagdo de omeprazol e outros IBPs tem sido
relacionado com seus possiveis efeitos deletérios sobre a produgdo de NO pela via canonica,
especialmente por sua capacidade de aumentar a concentragdo endotelial de ADMA, o inibidor
endogeno da NOS (GHEBREMARIAM et al.,, 2013). Adicionalmente, seu efeito
farmacoldgico de aumento do pH estomacal também resulta em interrup¢ao da produgao de NO
no estdmago pela via nitrato-nitrito-NO (LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008).

Um estudo realizado em ratos hipertensos pelo modelo 2 rins 1 clipe (2R1C) demonstrou
que o omeprazol ¢ capaz de reduzir os efeitos anti-hipertensivos do nitrito de sédio pela via

oral, provavelmente por bloquear a formacao de espécies S-nitrosiladas no estdmago. Estes
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resultados nos sugerem que essas espécies e sua capacidade de agirem ndo s6 como doadores
de NO, mas também de promover alteragdes funcionais em proteinas relacionadas a saude
cardiovascular, poderiam ser as principais efetoras dos efeitos benéficos do nitrito de sddio na
hipertensao arterial e também em outros acometimentos cardiovasculares (PINHEIRO et al.,

2016b).

HIPOTESE
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2. HIPOTESE

Como dito anteriormente, o aumento do estresse oxidativo observado na hipertensdo
pode levar a uma maior ativagdo de MMPs e vice-versa, favorecendo o remodelamento
vascular. O tratamento com nitrito de sodio melhora esses pardmetros e ¢ capaz de aumentar a
produgdo de nitrosotiois que, conhecidamente, podem alterar a atividade de proteinas, incluindo
as MMPs. Nesse sentido, a hipotese desse trabalho ¢ de que os efeitos benéficos do nitrito na
hipertensdo, especialmente no remodelamento vascular se devem, pelo menos em parte, a S-

nitrosilacdo das MMPs, o que causaria uma diminui¢do na sua atividade.



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar se os efeitos benéficos do nitrito de sddio na hipertensdo arterial se devem a
produgdo de nitrosotiois e nitrosilagdo das MMPs e consequente diminui¢do de sua

atividade.

3.2. Especificos

e Verificar se o nitrito e/ou GSNO seriam capazes de diminuir a atividade de gelatinases
induzida por PMA ou Angiotensina II em células musculares lisas vasculares;

e Avaliar se a delecdo parcial da GSNOR in vitro poderia aumentar a disponibilidade de
GSNO aumentando seus efeitos na atividade das MMPs;

e Avaliar se a delecdo parcial da GSNOR in vitro poderia aumentar a nitrosilacao total e/ou
nitrosilagdo da MMP-2;

e Avaliar se a inibi¢do da GSNOR in vivo poderia potencializar os efeitos do nitrito na
hipertensao arterial;

e Avaliar se a diminui¢do na formacao de nitrosotiois (pela utilizagdo de Omeprazol), in

vivo, seria capaz de bloquear os efeitos do nitrito na hipertensao arterial.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Protocolo I: Avaliacao, in vitro, da influéncia da S-nitrosilacado da MMP-2 ocasionada

pelo nitrito nesta enzima.

4.1.1. Cultivo celular

Inicialmente foi realizado o isolamento das células musculares lisas vasculares de aorta
de ratos. Brevemente, as aortas foram cuidadosamente dissecadas, lavadas com tampao fosfato
e cortadas em anéis de 1 mm. Este macerado foi suspendido em meio de cultura HAM F12
contendo proteases que fizeram a digestdo do tecido. Apds filtragdo e centrifugacgdo, o pellet
obtido foi ressuspendido em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) acrescido de 10%
de soro fetal bovino, ¢ as células foram incubadas em estufa 37°C e CO; (5%). Neste estudo,
foram utilizadas células entre as passagens 4 ¢ 7 (MO et al., 2012).
4.1.2. Tratamento das células musculares lisas

As células foram cultivadas em meio DMEM+10% de soro fetal bovino até atingir a
passagem desejada. Posteriormente, estas foram transferidas para laminas labtek a fim de
permitir a realizagdo de testes de fluorescéncia (zimografia in situ). Apds 12 horas com meio
DMEM+10% de soro fetal para fixacdo nas laminas, o soro foi retirado por 6 h. Inicialmente,
foram feitos tratamentos com os veiculos das drogas (Controle, células nio tratadas), 12-
Miristato 13-Acetato de Forbol (PMA) (100nM e 200nM), angiotensina II (AnglII) (100nM, 1
IuM e 10 uM) para determinar as concentragdes que seriam utilizadas nos experimentos
posteriores (LIPOPROTEIN et al., 2006; MESCHIARI et al., 2016). Posteriormente, foram
feitos tratamentos destas drogas juntamente com o nitrito (25 uM) ou GSNO (25uM e 50 uM)
para verificar se estas seriam capazes de reverter as possiveis alteracdes ocasionadas pelo PMA
e Ang II nas concentragdes escolhidas. Em todos os tratamentos foi medida a atividade das
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) por zimografia in situ, como descrito posteriormente para os

animais.
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4.2. Protocolo II: Avaliacio, in vitro, da inibicao da GSNOR nos efeitos anti-MMP

exercidos pelo tratamento com GSNO.

A fim de realizar uma dele¢do parcial da expressdo génica da enzima GSNOR, foi
utilizado o RNA de interferéncia (RNA1i) para esta proteina (#AM16798, ThermoFisher). A
transfeccdo foi realizada através do preparo de duas solugdes separadamente, uma contendo o
meio opti-mem (meio recomendado para os reagentes de transfec¢do) juntamente com
lipofectamina (reagente de transfeccao) e outra contendo o RNAi numa concentragdo de 20nM
diluido no meio opti-mem. Posteriormente, foram adicionados 160 pl da mistura destas
solugdes a 7,8 ml de meio DMEM sem soro fetal bovino (SBF) ou antibidtico. As células
controles passaram pelos mesmos procedimentos, porém sem adi¢do do RNAI. Estas células
foram coletadas utilizando inibidores de protease para posterior realizagcdo de western blot para
GSNOR, como descrito posteriormente. Também foi realizada uma imunofluorescéncia para a
enzima, a fim de confirmar que esta tinha sido parcialmente deletada. Além disso, foi avaliada
a nitrosilagdo da enzima MMP-2 através da utilizacdo de um kit (ab236207, Abcam), como
descrito posteriormente.

4.2.1. Western-Blot para GSNOR

Extratos de células contendo quantidades iguais de proteina total (100pg) foram
submetidos a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 10% e transferidos para membranas
de nitrocelulose (GE Healthcare, Madison, WI, USA) pelo método semi-seco por 22 minutos.
Estas membranas foram bloqueadas com 0,5% de leite+5% de BSA por 1 h e incubadas com o
anticorpo para GSNOR (#11051-1-AP, 1:300, ThermoFisher) overnight a 4°C (DING et al.,
2022). Apo6s lavagens com TBS-T, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario HRP

(1:2500) em temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente, a membrana foi revelada usando o
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kit de quimioluminescéncia ECL (GE Healthcare). A enzima GSNOR teve sua expressiao

normalizada pela expressdo da enzima B-actina.

4.2.2. Imunofluorescéncia para GSNOR

Para esta técnica, as células foram fixadas com metanol. Para isto, o meio foi aspirado
e as cé¢lulas foram lavadas 2 vezes com PBS pré-aquecido em agitacdo por 5 minutos. Apos
isso, as células foram incubadas com metanol por 1 minuto a -20°C e, posteriormente,
incubadas com PBS gelado a 4°C por 5 minutos. A etapa de bloqueio foi realizada utilizando
BSA 1% em agitacdo por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a
incubacao com o anticorpo primario para GSNOR diluido em PBS+ BSA 1% overnight a 4°C
(#11051-1-AP, 1:300, ThermoFisher). Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com
PBS+Triton X-110 para posterior incuba¢do com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-
rabbit por 1 hora a 4°C. Por fim, as células foram lavadas 2 vezes com PBS+Triton X-110,
acrescidas de DAPI para permitir a visualizagdo do nucleo das mesmas. Posteriormente, foi

feita a leitura das 1aminas em microscopio em um aumento de 40x (YAMASHITA et al., 2017).

4.2.3. Nitrosilacao da MMP-2 através do ensaio de troca de biotina

Foi medida a nitrosilagio da MMP-2 em células controle ou tratadas com RNAi para
GSNOR utilizando o kit ab236207, conforme descrito anteriormente (CHEN, Shanwen et al.,
2021). Resumidamente, as células foram coletadas utilizando um tampao de lavagem e lise do
kit e centrifugadas para formagdo de um pellet. Posteriormente, estas foram incubadas com o
reagente de bloqueio dos grupos tiois livres em agitacdo por 30 minutos a 4°C e centrifugadas
novamente para posterior precipitacdo com acetona gelada seguida de centrifugagdo a 500x g
por 5 minutos. Em seguida, as proteinas foram ressuspendidas com um tampao contendo o
reagente de reducdo e biotinilagdo dos grupos S-NO e novamente precipitadas com acetona
gelada e ressuspendidas para realizacdo da etapa de western-blot, onde foi detectada a expressao

da MMP-2 total (#10373-2-AP, 1:500, ThermoFisher). Para detec¢ao da nitrosilacio da MMP-
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2, especificamente, foi realizada uma imunopreciptagdo da proteina (kit #26149,
ThermoFisher). Por fim, foi utilizado o anticorpo HRP em uma proporg¢ao de 1:75 conforme
recomendado no kit para deteccio da MMP-2 nitrosilada, que foi obtida através da razdo MMP-
2 nitrosilada/MMP-2 total na amostra. Para a quantificacdo da nitrosila¢do total das proteinas
foi realizada diretamente a etapa com o anticorpo HRP.

Apos confirmagdo da delegdo parcial da enzima GSNOR pelos métodos de western-blot
e imunofluorescéncia, as células foram transfectadas com RNAi para GSNOR (GSNOR-) na
lamina labtek, como descrito anteriormente para a placas. Vinte e quatro horas apds a
transfec¢do, foi adicionado o meio DMEM acrescido de 2% de soro e antibidticos. Apos 24
horas, foram acrescidos as células controle ¢ GSNOR- o PMA (100nM) ¢ o GSNO (100nM)
separada ou concomitantemente, como descrito na Figura 4, sendo este tratamento realizado
novamente 24 horas depois. Por fim, foi realizado o método de zimografia in situ a fim de
verificar a atividade das gelatinases em todos os grupos de tratamento. Para os grupos em que
a Angiotensina II foi utilizada como ativadora de MMPs, o tratamento com as drogas foi

realizado apenas uma vez, como descrito na Figura 5.

Tratamento com PMA(100nM) e GSNO (100nM)

A
[ !

| 24 }I“'S 48 :"'S 72 ?rs 96Ihrs 120 hrs
) | I I I I {
Células passadas para Transfecgdo (meio Mudanga de meio Tratamento 1 Tratamento 2 Zimografia in
a lamina labtek sem atb) (2% FBS+atb) situ

(meio 10% SFB)

Figura 4: Tratamento das células com RNAi para GSNOR (20nM), PMA (100nM) e GSNO
(100nM).
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Tratamento com Ang II (10uM) e GSNO (100nM)

(—A—\
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Células passadas para Transfecgdo (meio Mudanca de meio Tratamento 1 Zimografia in
a lamina labtek sem atb). (2% FBS-+atb) situ

(meio 10% SFB)

Figura 5: Tratamento das células com RNAi para GSNOR (20nM), Ang II(10uM) e GSNO
(100nM).

4.3. Protocolo III: Avaliacio, in vivo, da influéncia da S-nitrosilacdo nos efeitos de

diminuicio de MMP-2 exercida pelo nitrito de sodio.

4.3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Sprague-dawley (180 a 200 gramas), provenientes do
Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (CEUA 076/2020).
Os animais foram mantidos em salas com ciclos claro/escuro de 12 horas, temperatura
controlada (22-25°C) e acesso livre a ra¢ao e agua.

4.3.2. Hipertensao Arterial Induzida pela Técnica de Goldblatt

Nesse protocolo, avaliamos primeiramente se o tratamento cronico com nitrito de sodio,
em uma dose de 15mg/kg via oral, que ¢ conhecidamente capaz de reduzir a pressdo arterial
(PINHEIRO et al., 2015) diminuiu a atividade das gelatinases e se a diminui¢ao da formagao
de S-nitrosotiois no estomago por aumento do pH géstrico causado pelo tratamento com
Omeprazol, em uma dose de 10mg/kg via intraperitoneal (CAMPBELL et al., 2008) interferiu
nesses efeitos. Em contrapartida, também avaliamos se o tratamento com nitrito de s6dio em
uma dose menor (1mg/kg) teria seus efeitos anti-hipertensivos e anti-MMP potencializados pelo
tratamento concomitante com um inibidor da GSNOR (SPL-334). Para isso, utilizamos a
técnica de Goldblatt, também conhecida como modelo de hipertensdo 2 rins 1 clipe, que
consiste na indugao de estenose da artéria renal por meio da inser¢do de um clipe de prata com

abertura de 0,2 mm, que foi realizada conforme descrito anteriormente (DE LA RIVA et al.,
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2000; GOUVEA et al., 2003). Os animais foram anestesiados com uma combinacdo de
cetamina e xilazina (100mg/kg e Smg/kg, respectivamente), seguido por tricotomia e assepsia
da area iodopolividona para posterior laparotomia e colocagdo do clipe de prata ao redor da
artéria renal esquerda. Os animais usados como controle foram submetidos apenas a
laparotomia, sem introducdo do clipe na artéria renal. Os tratamentos iniciaram apds as duas
semanas iniciais que se seguiram a indu¢@o de hipertensao arterial renovascular (PINHEIRO et
al., 2015)..

Uma parte dos ratos hipertensos (2R1C) e ndo hipertensos (SHAM) foram tratados com
agua, Nitrito de s6dio (15mg/kg), Omeprazol (10mg/kg) ou Nitrito de sdédio+Omeprazol,
durante quatro semanas (inicio no comego da terceira semana ap6s indu¢ao de HAS), resultando
nos grupos: Sham e 2R1C Veiculo, Nitrito e Nitrito+Omeprazol.

A fim de verificar se a inibigdo da enzima GSNOR poderia ser capaz de potencializar
os efeitos do nitrito de sodio, os ratos Sham e hipertensos 2R1C foram tratados com o SPL-334
(inibidor da GSNOR em uma dose de 0,3mg/kg diluido em DMSO, IP) (HAYASHIDA et al.,
2019), e com o nitrito em uma dose (1mg/kg) via oral que, isoladamente, ndo foi capaz de
reduzir a pressdo arterial de maneira estatisticamente significativa em estudos anteriores (RIZZI
et al., 2019). Estes tratamentos resultaram nos grupos Sham e 2R1C Veiculo, SPL-334 e
Nitrito+SPL-334. A pressdo de todos os grupos experimentais foi aferida semanalmente por
pletismografia de cauda. O desenho experimental encontra-se esquematizado na figura 6:

’ Indugdo da I

BiEeEEase ’ -Coleta de amostras I

< Basal s1 s2 s3 s4 s5 s6
1802200 g

c

I Tratamentos.

@ Pressao arterial sistdlica.

Figura 6: Protocolo animal.
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Ao final da quarta semana de tratamento, todos os animais foram eutanasiados para
coleta de amostras (sangue e tecidos). Foi realizada a medida do pH estomacal no protocolo de
tratamento com omeprazol, além dos ensaios de DHE e de atividade de NADPH oxidase para
avaliagdo do estresse oxidativo, zimografia in situ e zimografia in gel para avaliacdo da
atividade e dos niveis de gelatinases (MMP-2 e MMP-9), além das concentracdes de nitrito e
RXNO na aorta e nitrito, RXNO e RSNO no plasma e avaliado o remodelamento adrtico, como

descrito a seguir, em ambos os protocolos.

4.3.3. Determinacio do pH estomacal

Para determinacao do pH estomacal dos animais e confirmacao do efeito farmacolégico
do omeprazol, apds anestesia e verificacdo de auséncia de sinal de dor, a porcao pilérica do
estobmago do animal foi laqueda e foi feita uma pequena incisdo no mesmo para possibilitar a
inser¢dao de um microeletrodo acoplado a um pHmetro e consequente medi¢do do pH estomacal
(NOGUEIRA et al., 2021). Os animais foram deixados em jejum pelo menos uma hora
anteriormente ao procedimento.

4.3.4. Avaliacio da produciio de espécies reativas de oxigénio pelo método DHE.

Para avaliar o estresse oxidativo nos animais tratados e controles, foi realizado o ensaio
bioquimico de analise da produgdo de espécies reativas de oxigénio utilizando o dihidroetidio
(DHE) (BATISTA et al., 2021). Primeiramente, camadas de cortes transversais de aorta foram
congeladas em Tissue-Tek (O.C.T). Apds o congelamento, as amostras foram cortadas em 3
criosecgoes seriadas de 4 um de espessura. Posteriormente, foram adicionados sobre os cortes
de aorta, 100 pl de uma solugdo tampao soédio-fosfato (PBS) na concentracao de 0,1 mol/l, para
hidrata-los. Passados 15 minutos, o PBS foi retirado e foram adicionados 30 pl de DHE a uma
concentracdo de 10 pmol/l sobre as crioseccdes, para incubagdo por 30 minutos em estufa a

37°C. Apos a incubagdo com DHE, as laminas foram lavas 3 vezes com PBS, para que entdo,
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fossem realizadas leituras por microscopia de fluorescéncia com comprimentos de onda de 525
nm para excitacao e 605 nm para emissdo. As imagens foram capturadas sob um aumento de
400x em microscopio de fluorescéncia. A quantificacdo foi feita medindo a fluorescéncia
vermelha em 40 campos/imagem com o auxilio do programa ImageJ] (NIH, EUA).

4.3.5. Avaliacio da produciio de espécies reativas de oxigénio pelo método da lucigenina.

O ensaio de quimioluminescéncia da lucigenina também foi utilizado para avaliar a
producdo de anion superdxido, conforme descrito anteriormente (AMARAL et al., 2015).
Resumidamente, foram obtidas sec¢des de aorta de aproximadamente 4mm e estas secgdes
foram, individualmente, transferidas para a microplaca de luminescéncia e 175 pl de tampao
fosfato com 5 pmol/L de lucigenina foram adicionados. Apds a medi¢do de fundo, foi
adicionada a NADPH 300 mM a reacdo. A luminescéncia foi medida a 37°C a cada segundo
durante 15 min em um lumindémetro (Lumindémetro Orion II, Berthold). Os sinais de fundo das
amostras foram subtraidos dos sinais obtidos apds adi¢do da NADPH e os resultados foram
normalizados pelo peso seco da aorta. A quimioluminescéncia da lucigenina foi representada
como unidades de luminescéncia relativa (RLU)/mg.

4.3.6. Determinacio da atividade gelatinolitica in situ de MMPs

A atividade de MMPs in situ foi obtida utilizando a DQ-gelatin (substrato das
gelatinases) diluida na propor¢ao de 1:10 em 50 mmol/l de Tris-HCI + 10 mmol/l CaCl.2H20
num pH de 7,4, que foi adicionado em cortes transversais de aorta anteriormente imersas em
Tissue-Tek. As aortas foram incubadas com o substrato a 37 °C em estufa e cdmara tmida e
escura. Posteriormente, as ldminas foram lavadas 3 vezes por 1 minuto com a solugdo tampao
sodio-fosfato (PBS). Apds as lavagens, os cortes foram incubados com solu¢do de 4% de
paraformaldeido por 20 minutos em temperatura ambiente e lavados a Gltima vez com 0,1 mol/l
PBS. Em suma, a degradacdo da DQ-gelatin emite uma fluorescéncia verde e reflete a

capacidade gelatinolitica de MMPs presentes na criosec¢ao (RIZZI et al., 2019). Com auxilio
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de um microscépio de fluorescéncia as imagens foram fotografadas em objetiva de 400x e a
fluorescéncia quantificada utilizando o programa ImageJ (NIH, EUA).

4.3.7. Avaliacio de niveis e atividade de MMP-2 e -9 por zimografia em gel

Os niveis das diferentes isoformas da MMP-2 foram obtidos de extratos de aorta dos
animais oriundos dos diferentes grupos (NOGUEIRA ef al., 2021). Para isto, foi realizada a
homogeneizagdo deste extrato para extragdo de proteinas, utilizando o RIPA (R028 — Sigma-
Aldrich) suplementado com inibidor de proteases (S8820 — Sigma-Aldrich) e inibidores de
fosfatases (Ortovanadato 1 mmol/l e NaF 10 mmol/I). O homogenato foi entdo centrifugado a
10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante (extrato) foi coletado.

Posteriormente, 20 pg de proteina foram diluidas na propor¢do de 1:1 com tampao de
amostras e incubadas por 15 minutos a 37°C em estufa. Apds esta incubagdo, as amostras foram
submetidas a separacao por eletroforese em géis de 10% SDS-poliacrilamida, enriquecidos com
gelatina (0.1%) como substrato da MMP-2. Posteriormente a eletroforese, os géis foram
incubados com uma solu¢do renaturante de Triton x-100 a 2% durante 1h sob agita¢do
horizontal, para entdo serem incubados com solugao tampao para ativacdo de MMPs (Tris-HCI
a 1 mmol/l contendo CaCl2 a 10 mmol/l) durante 18 horas.

Por fim, os geis foram corados com Comassie azul brilhante G-250 e descorados com
solucao de 30% de metanol e 10% de acido acético em agitagdo horizontal. Os niveis de MMP-
2 foram quantificados por analise de densitometria das bandas descoradas contra o fundo azul
do gel, o que indica a degradacdo de substrato. A quantificagdo foi feita utilizando o programa
Imagel] (NIH, EUA).

4.3.8. Determinacido das concentracdes plasmaticas de nitrito, RXNO e RSNO e aorticas

de nitrito e RXNO.

Amostras de aorta foram homogeneizadas em PBS pH 7,4 contendo NEM (10 mmol/l)

e EDTA (2 mmol/l) e as amostras de plasma foram coletadas do animal, centrifugadas para a
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obtencdo do plasma e armazenadas em solugdo estabilizadora contendo NEM (10 mmol/l) e
DTPA. O homogenato de tecido, assim como as amostras de plasma foram analisadas pelo
método de quimiluminescéncia através de 0zonio (O3). A adicdo dos reagentes a estas amostras,
foi feita na proporg¢ao de 10% do seu volume. Apods preparadas, as amostras foram injetadas no
aparelho contendo uma solucao de tri-iodeto acidificada, favorecendo a reducdo das espécies
em NO, o qual ¢ carreado pelo gés nitrogénio até o analisador de 6xido nitrico (Analyzer CLD
88sp, ECOMEDICS, 8635 Duernten, Switzerland). Ap6s a reacdo do NO com o O3, ocorre a
formagdo do dioxido de nitrogénio em seu estado eletronicamente excitado, que emite luz, a
qual ¢ detectada pelo analisador e reflete a produg¢do de NO oriunda das espécies analisadas
(MACARTHUR; SHIVA; GLADWIN, 2007).

Por este método, ¢ possivel determinar a concentragao de nitrito e de espécies S- e N-
nitrosiladas (RSNO e RNNO respectivamente) presente em tecidos ou fluidos biologicos.
Enquanto o nitrito € obtido com o uso da amostra pura, as espécies nitrosiladas totais (RXNO)
sd0 obtidas com o pré-tratamento com sulfanilamida 4cida (5% em 1mol/l HCI) e para a
obtencao das espécies RNNO, o tratamento de amostra ¢ feito primeiramente com sulfanilamida
acida (5% em acido fosforico) e posteriormente com solugcdo de HgCl2 2%. De posse dessas
duas medidas, ¢ possivel determinar a concentracdo de RSNO subtraindo os niveis de RSNO
das espécies RNNO (FEELISCH et al, 2002). Os dados obtidos foram analisados pelo
programa Origin 8.5 (OriginLab, Northampton, MA, EUA).

4.3.9. Analise morfométrica e composicio da parede vascular

As aortas tordcicas foram coletadas, limpas do tecido conjuntivo, fixadas em
paraformaldeido tamponado com fosfato a 4%, pH 7,4 e embebidas em blocos de parafina.
Quatro cortes de micrometro foram corados com hematoxilina e eosina. A média da area de
secc¢ao transversal (CSA) foi calculada subtraindo a area interna do limen (Ai) da area externa

(Ae) medida em secgoes de tecido (50x). Os diametros externos ¢ internos (ED e ID,
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respectivamente) foram calculados como a raiz quadrada de 4Ae / n (ED) e 4Ai / n (ID),
respectivamente, € a espessura média (M) foi calculada como (ED-ID) / 2. Finalmente, também
foi calculado o didmetro da Média por limen (M / L). (CASTRO et al., 2008).

4.3.10. Analise dos resultados

Os resultados foram analisados por Test t de student para comparacdo de dois grupos,
analise de variancia de um ou dois fatores (quando aplicavel), seguida de pos-teste de Newman-
Keuls. Diferenca estatistica foi considerada significativa quando o valor de probabilidade foi

menor que 0,05 (P<0,05). Os graficos foram representados com média + erro padrao da média.
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S.RESULTADOS

5.1. O 12-Miristato 13-Acetato de Forbol (PMA) aumentou a atividade das gelatinases em

células musculares lisas vasculares.

O tratamento com PMA nas duas concentragdes utilizadas (100nM e 200nM) foi capaz
de aumentar a atividade das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) in situ. Os valores de média e erro
padrdo obtidos para os grupos foram, respectivamente, controle: 3.218+0.4047, PMA 100nM:
10.92+1.080, PMA 200nM 8.317+0.7909. Por esse motivo, a menor concentragdo (100nM) foi

escolhida para os experimentos subsequentes (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do PMA (12-Miristato 13-Acetato de Forbol) nas concentragdes de 100nM e
200nM na atividade das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) em células musculares lisas vasculares
(n=5-8/grupo). p<0.0001 em relagdo ao grupo controle. Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.2. O GSNO, mas nao o nitrito, foi capaz de reduzir o aumento na atividade das

gelatinases ocasionado pelo tratamento com PMA 100nM.

O tratamento de células musculares lisas vasculares com as duas concentragdes de GSNO
utilizadas (25uM e 50uM) foi capaz de reduzir o aumento na atividade das gelatinases
ocasionado pelo PMA. O mesmo ndo foi encontrado no que diz respeito ao tratamento com
nitrito de s6édio (25uM), que nao foi capaz de reverter o efeito do PMA. Os valores de média e
erro padrdo obtidos para os grupos foram, respectivamente, controle: 4.031+0.2073, PMA
100nM: 6.188+0.5196, PMA+NOz: 6.566+0.6956, PMA+GSNO 25uM: 3.763+0.6162,
PMA+GSNO 50uM: 3.5724+0.3681. A magnitude de efeito do GSNO 25 e 50uM foi

semelhante, portanto a concentragdo utilizada nos experimentos subsequentes foi a de 25uM.
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Figura 8: Efeitos do Nitrito (25uM) e GSNO (25uM e 50uM) no aumento da atividade das
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) ocasionado pelo PMA (12-Miristato 13-Acetato de Forbol) em
células musculares lisas vasculares (n=5-8/grupo). p=0.0384 em relacdo ao grupo controle.
p=0.0233 em relac¢do ao grupo PMA 100nM. Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.3. A Angiotensina II aumentou a atividade das gelatinases em células musculares lisas

vasculares.

O tratamento com Ang II s6 foi capaz de aumentar a atividade das gelatinases de maneira
estatisticamente significativa na maior concentragdo utilizada (10uM). Os valores de média e erro
padrdo obtidos para os grupos foram, respectivamente, controle: 6.002+0.2835, Ang II 100nM:
8.693£1.076, Ang II 1uM: 9.109+1.629, Ang II 10uM: 11.55+1.188. Por esse motivo, a

concentragdo de Ang Il de 10uM foi escolhida para os experimentos subsequentes.
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Figura 9: Efeito da Angiotensina II (Ang II) nas concentragdes de 100nM, 1uM e 10uM na
atividade das gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9) em células musculares lisas vasculares (n=3-
4/grupo). p=0.0204 em relagdo ao grupo controle. Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.4. O GSNO, mas nao o nitrito, foi capaz de reduzir o aumento na atividade das

gelatinases ocasionado pelo tratamento com Ang II 10pM.

O tratamento de células musculares lisas vasculares com a concentracdo de GSNO
escolhida (50uM) foi capaz de reduzir o aumento na atividade das gelatinases ocasionado pelo
tratamento com Ang II. O mesmo ndo ocorreu no que diz respeito ao tratamento com nitrito de
sodio (25uM), que ndo foi capaz de reverter o efeito da Ang II. Os valores de média e erro
padrdo obtidos para os grupos foram, respectivamente, controle: 5.576+0.3696, Ang 11 10uM:
11.30+1.231, Ang [I+NO2: 10.61+1.263, Ang [I+GSNO 25uM: 5.861+0.5512.

p=0.0014  p=0.0024
Controle
3 15
& o
) e
Ang Il 10uM (1] g o0 _g (o)
L 1 o)
= 510 N -
[«] .E O o
Ew o o
£2 | oo o] [°] [0
[ o
+ m-o -Q-
Ang I1+NO2 25uM oS 54 0%
T 'c [e)
®
T2
2
Ang I1+GSNO 100nM <
0 | | | |
& & &S & S
3 N Vv Q Vv
o N N
Ang II+GSNO 25uM v \\’S\ & x(’%
SO
v S v

Figura 10: Efeitos do Nitrito (25uM) e GSNO (25uM e 50uM) no aumento da atividade das
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) ocasionado pela Ang II em células musculares lisas vasculares
(n=5-6/grupo). p=0.0014 em rela¢do ao grupo controle. p=0.0024 em relacdo ao grupo Ang II
10uM. Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.5. O tratamento de células musculares lisas com RNAi para GSNOR foi capaz de

reduzir a expressao desta enzima.

O tratamento das CMLVs com o RNAi na concentragdo de 20nM para a GSNOR foi capaz
de ocasionar a delecdo parcial desta enzima em ambas as metodologias utilizadas
(imunofluorescéncia e western blot) (Figuras 11 e 12). Os valores de média e erro padrao
obtidos para os grupos foram, respectivamente, controle:6.175+0.6408, GSNOR-:
3.550+0.3476 (Figura 11). Os valores de média e erro padrdo obtidos para os grupos foram,
respectivamente, foram controle: 0.6439+0.09546, GSNOR-: 0.1798+0.0979 (Figura 12).
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Figura 11: Expressdao da GSNOR por imunofluorescéncia nos grupos controle e GSNOR-
(delecdo parcial da GSNOR) (n=4/grupo). p=0.0114 em relagdo ao grupo controle. Dados
mostrados como média + E.P.M.
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Figura 12: Expressao da GSNOR por western-blot normalizada pela expressdo da -actina nos
grupos controle e GSNOR- (delecao parcial da GSNOR) (n=3/grupo). p=0.0240 em relagdo ao
grupo controle. Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.6. Em menores concentracoes (10 e 100nM), o0 GSNO nio reverteu o aumento na

atividade das gelatinases ocasionado pelo PMA.

Foram utilizadas menores concentracdes de GSNO (10 e 100nM), a fim de determinar
uma concentragdo onde este ndo seria capaz de reverter totalmente o efeito do PMA. Como
observado na Figura 13, as concentragdes escolhidas ndo foram capazes de diminuir a atividade
das gelatinases de maneira estatisticamente significativa. Os valores de média e desvio padrao
obtidos para os grupos foram, respectivamente, controle: 4.377+0.3816, PMA 100nM:
8.297+0.8219, PMA+GSNO10nM: 7.863+0.6997, PMA+GSNO100nM: 6.519+0.6618.
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Figura 13: Efeitos do GSNO (10nM e 100nM) no aumento da atividade das gelatinases (MMP-
2 e MMP-9) ocasionado pelo PMA (12-Miristato 13-Acetato de Forbol) (100nM) em células
musculares lisas vasculares (n=3-4/grupo). p=0.0061 em relagdo ao grupo controle. Dados
mostrados como média = E.P.M.

5.7. A delecio parcial da enzima GSNOR potencializou o efeito do GSNO na reversao

do aumento das gelatinases ocasionado pelo PMA.

Com base nos resultados obtidos na figura 13, a concentracdo de 100nM foi utilizada
nos experimentos com o RNAi (Figuras 14 e 15). Como resultados, obtivemos que esta
concentracdo ndo foi capaz de reverter o efeito de aumento da atividade das gelatinases

ocasionado pelo tratamento com PMA nas células controle. No entanto, nas células previamente
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tratadas com RNAi para GSNOR, o GSNO foi capaz de reverter os efeitos de aumento das
MMPs resultantes do tratamento com PMA. Os valores de média e erro padrao obtidos para os
grupos foram, respectivamente: Controle:8.434+1.273, Controle+tPMA 100nM:16.74+2.301,
Controle+tGSNO 100nM: 6.814+2.141, ControletPMA+GSNO: 17.83+1.391, GSNOR-
20nM: 8.160+0.8819, GSNOR-+PMA 100nM 100nM:18.85+0.5864, GSNOR-+GSNO
100nM: 7.123+0.4692, GSNOR-+PMA+GSNO:9.621+1.070.
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Figura 14 :Efeitos do GSNO (100nM) no aumento da atividade das gelatinases (MMP-2 e
MMP-9) ocasionado pelo PMA (12-Miristato 13-Acetato de Forbol) (100nM) em células
musculares lisas vasculares controle ou com delecao parcial de GSNOR (grupo GSNOR-) (n=3-
7/grupo). p=0.003 em relagdo ao grupo PMA 100nM. Dados mostrados como média + E.P.M.

5.8. A delecio parcial da enzima GSNOR nao potencializou o efeito do GSNO na

reversio do aumento das gelatinases ocasionado pela Ang II.

No que diz respeito aos experimentos com RNAi e Angiotensina II, obtivemos que a
delecao parcial da GSNOR nao potencializou o efeito do GSNO 100nM na reversdo do aumento
das gelatinases ocasionado pelo tratamento com Ang II. Nesse experimento, o tratamento com
GSNO nas células controle j4 teve um efeito pronunciado sobre a atividade das MMPs nos grupos
tratados com angiotensina. Os valores de média e erro padrao obtidos para os grupos foram,
respectivamente, Controle: 4.466+£0.1904, Controlet Ang II 10uM: 9.856+0.4209,
Controle+Ang II+GSNO 100nM: 6.577+0.6288, GSNOR-: 4.946+0.7569, GSNOR-+Ang II
10uM: 7.827+0.6045, GSNOR-+Ang II+GSNO 100nM: 4.790+0.3987.
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Figura 15: Efeitos do GSNO (100nM) no aumento da atividade das gelatinases (MMP-2 e
MMP-9) ocasionado pela Ang II (10uM) em células musculares lisas vasculares controle ou
com delecdo parcial de GSNOR (grupo GSNOR-) (n=3-5/grupo). p=0.1371 em rela¢do ao
grupo Controle+AnglI+GSNO. Dados mostrados como média + E.P.M.

5.9. A delecao parcial da enzima GSNOR aumentou a nitrosilacio da MMP-2.

A delecdo parcial da enzima GSNOR gerou tendéncia de aumento na nitrosilagdo total
das CMLVs (Figura 16) e aumentou de maneira estatisticamente significativa a nitrosilagdo da
MMP-2 (Figura 17). Os valores de média e erro padrdao obtidos na Figura 16 nos grupos foram,
respectivamente, Controle: 2+0.8023, GSNOR-:3.790+0.2534. Os valores de média e erro
padrdo obtidos na Figura 17 nos grupos foram, respectivamente, Controle: 4.034+1.271,

GSNOR-:9.722+1.194.
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Figura 16: Nitrosilagao total nos grupos controle e com delecao parcial de GSNOR (GSNOR-
). p=0.1005 em relagdo ao grupo Controle (n=3/grupo). Dados mostrados como média + E.P.M.
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Figura 17: MMP-2 nitrosilada normalizada pelos niveis totais d¢ MMP-2 nos grupos controle
e com dele¢do parcial de GSNOR (GSNOR-) (n=3/grupo). p=0.0310 em relagdo ao grupo
Controle. Dados mostrados como média += E.P.M.
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5.10. O tratamento com SPL 334 potencializou os efeitos anti-hipertensivos do nitrito de

sodio (1mg/kg) na hipertensao renovascular.

No que diz respeito a pressdo sistolica, foi possivel observar que o modelo de
hipertensao utilizado foi capaz de aumentar os niveis pressoricos desde a primeira semana do
protocolo (Sham+Veiculo: 122mmHg+4.778; 2R1C+Veiculo: 165mmHg+6.658; p<0.05). O
tratamento com nitrito 1mg/kg, via oral, ndo foi capaz de diminuir a pressdo sistolica dos
animais hipertensos de maneira estatisticamente significativa em nenhuma semana de
tratamento, bem como o tratamento com SPL 334 (0.3mg/kg), isoladamente. No entanto, o
tratamento concomitante das drogas foi capaz de reduzir de maneira estatisticamente
significativa a pressdo sistolica dos animais hipertensos na semana 2 de tratamento (semana 4
do protocolo) (2R1C+Veiculo: 170+4.726; 2R1C+Nitrito+SPL 334: 127+8.846 mmHg+8.852;
p<0.05). O tratamento com nitrito ¢ SPL-334 nas doses utilizadas ndo causou alteragdes

pressdricas nos animais normotensos.

:

S - Sham+Veiculo (N=4)

% - Sham+SPL 334 (N=4)

E - 2R1C+Veiculo(N=3)

8 4 2R1C+SPL 334 0.3 mg/kg (N=8)
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Figura 18: Pressdo arterial sistdlica de animais Sham e 2R1C tratados com Veiculo, SPL-334, Nitrito ou
Nitrito+SPL 334. *p<0,05 em relagdo ao grupo Sham+Veiculo (n=3-9/grupo). # p<0,05 em rela¢do ao grupo
2R1C+Veiculo. Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.11. O tratamento com SPL 334 isoladamente e a combinacio Nitrito+SPL 334 foram capazes

de melhorar parimetros de remodelamento vascular na hipertensao renovascular.

No que diz respeito aos parametros de remodelamento vascular, obtivemos que o
modelo de hipertensdo utilizado aumentou a média por lumen (Sham+Veiculo:6.641+0.3754;
2R1C+Veiculo: 8.237+0.2475; p<0.05) e a area de secgdo transversal (Sham-+Veiculo:
1.186+0.1040; 2R 1C+Veiculo: 1.555+0.1553; p<0.05) dos animais. O tratamento com SPL 334
isoladamente foi capaz de melhorar o pardmetro Média/limen (2R1C+Veiculo: 8.237+0.2475;
2R1C+SPL-334: 6.550+0.3572; p<0.05), mas ndo a area de seccao transversal (2R1C+Veiculo:
1.555+0.1553, 2R1C+SPL-334:1.558+0.1553; p>0.05). O tratamento concomitante de Nitrito
de sodio e SPL-334 foi capaz de melhorar ambos os pardmetros de remodelamento vascular
avaliados M/L (2R1C+Veiculo: 8.237+0.2475; 2R1C+Nitrito+SPL 334: 6.521+0.2860) e area
de seccdo transversal (2R1C+Veiculo: 1.555+0.1553; 2R1C+Nitrito+SPL 334: 1.245+0.09975)
(Figura 19).

Veiculo SPL 334
o . |

Nitrito Nitrito+SPL 334
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Figura 19: Remodelamento vascular (aorta) obtido pelos parametros média/limen e area de
sec¢ao transversal em animais Sham e 2RI1C tratados com Veiculo, SPL-334, Nitrito ou
Nitrito+SPL 334. *p<0,05 em relagdo ao grupo Sham+Veiculo (n=3-12/grupo). # p<0,05 em
relacdo ao grupo 2R1C+Veiculo. Dados mostrados como média + E.P.M

5.12. O tratamento concomitante de Nitrito e SPL 334 nio gerou aumento nos

metabolitos do NO no plasma de animais normotensos ou hipertensos.

O tratamento com nitrito de soédio na dose de 1mg/kg aumentou o nitrito no plasma dos
animais hipertensos 2R1C. Os valores obtidos de média e erro padrao foram, respectivamente,
grupo 2R1C+Veiculo: 0.7920+0.1934; grupo 2R1C+Nitrito 1mg/kg: 4.222+1.244). Nos demais
metabolitos ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos

tratamentos utilizados (Figura 20).
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Figura 20: Determinacdo dos niveis de espécies relacionadas ao NO no plasma de animais
Sham e 2R1C tratados com Veiculo, SPL-334, Nitrito ou Nitrito+SPL 344 (n=4-9/grupo). (A)
Determinacdo da concentragdo de nitrito no plasma.*p<0,05 em relacio ao grupo
2R 1C+Veiculo (B) Quantifica¢ao dos niveis de espécies nitrosiladas totais presentes no plasma.
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(C) Determinagdo de espécies S-nitrosiladas presentes no plasma. Dados mostrados como
média + E.P.M.

5.13. O tratamento concomitante de Nitrito e SPL 334 gerou aumento de nitrito na aorta

de animais hipertensos.

O tratamento isolado com nitrito ou SPL-334 ndo gerou alteragdes estatisticamente
significativas nas concentracdes dos metabolitos do NO na aorta de animais normotensos ou
hipertensos. No entanto, o tratamento concomitante com ambas as drogas, foi capaz de
aumentar o nitrito na aorta de animais hipertensos. Os valores obtidos de média e erro padrao
foram, respectivamente: 2R1C+Veiculo: 46.12+18.23; 2R1C+Nitrito+SPL 334: 366+135.3;
p<0.05 (Figura 21). No que diz respeito ao RXNO, ndo foram encontradas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos.
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Figura 21: Determinacdo dos niveis de espécies relacionadas ao NO na aorta de animais Sham
e 2R1C tratados com Veiculo, SPL-334, Nitrito ou Nitrito+SPL 334 (n=4-8/grupo). (A)
Determinagdo da concentrac¢ao de nitrito na aorta.*p<0,05 em relacdo ao grupo 2R1C+Veiculo



61

(B) Quantificagdo dos niveis de espécies nitrosiladas totais presentes na aorta.Dados mostrados
como média + E.P.M.

5.14. O tratamento com omeprazol aumentou o pH estomacal dos animais tratados.

O tratamento com omeprazol aumentou o pH géstrico de todos os animais que
receberam o tratamento com a droga, independentemente de serem normotensos ou hipertensos
(Figura 22). Os valores obtidos de média e erro padrio foram, respectivamente, grupo
Sham+Veiculo: 3.894+0.1658; grupo Sham+Omeprazol+Nitrito:5.583+0.1749; p<0.05;
2R1C+Veiculo: 3.244+0.2046; 2R1C+Omeprazol+Nitrito: 5.415+0.1341; p<0.05).

pH estomacal
F S (=2}

N

Sham 2R1C

Figura 22: pH estomacal de animais Sham e 2R1C tratados com Veiculo, Nitrito ou
Nitrito+Omeprazol (n=5-12/grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Sham+Veiculo. Dados
mostrados como média + E.P.M.
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5.15. O tratamento com Omeprazol (10mg/kg) tendeu a reverter os efeitos anti-

hipertensivos do nitrito de sodio (15mg/kg) na hipertensao renovascular.

No que diz respeito a pressdo sistolica, foi possivel observar que o modelo de
hipertensao utilizado foi capaz de aumentar os niveis pressoricos desde a primeira semana do
protocolo (Sham+Veiculo: 106mmHg+5.812; 2R1C+Veiculo: 150mmHg+6.723; p<0.05). O
tratamento com nitrito 15mg/kg, via oral, foi capaz de diminuir a pressao sistdlica dos animais
hipertensos de maneira estatisticamente significativa nas semanas 3, 5 ¢ 6 do protocolo. O
tratamento concomitante com omeprazol tendeu a reverter estes efeitos. Os valores de média e
erro padrdo obtidos na semana 6 do protocolo foram, respectivamente grupo 2R1C+Veiculo:
162mmHg+8.782; 2R1C+Nitrito: 131mmHg+7.540; p<0.05. O tratamento com nitrito e

omeprazol nas doses utilizadas ndo causou alteragdes pressdricas nos animais normotensos.

Sham+Veiculo (n=3)
Sham+Nitrito (n=3)
Sham+Omeprazol+Nitrito (n=5)
2R1C+Veiculo (n=10)
2R1C+Nitrito (n=7)
2R1C+Nitrito+Omeprazol (n=9)

180
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Figura 23: Pressdo arterial sistdlica de animais Sham e 2R1C tratados com Veiculo, Nitrito ou Nitrito+Omeprazol
(n=3-10/grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Sham+Veiculo. # p<0,05 em relacdo ao grupo 2R1C+Veiculo. Dados
mostrados como média = E.P.M.
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5.16. O tratamento com Omeprazol (10mg/kg) reverteu os efeitos in situ na reducgio das

gelatinases exercidos pelo nitrito de sodio (15mg/kg) na hipertensao renovascular.

O modelo de hipertensao utilizado (2R1C) aumentou a atividade das gelatinases in situ.
O nitrito de so6dio na dose de 15mg/kg foi capaz de reduzir esta atividade nos animais
hipertensos 2R1C. O tratamento com omeprazol reverteu este efeito (Figura 24). Os valores
obtidos de média e erro padrao foram, respectivamente, grupo 2R1C+Veiculo: 30,60+2,995:
18,07£1,464; 2R1C+Nitrito: 2R1C+Omeprazol+Nitrito: 28,76+£2,378. Os tratamentos
utilizados ndo alteraram de maneira estatisticamente significativa a atividade das gelatinases
em animais Sham. Os valores obtidos de média e erro padrao foram, respectivamente, grupo
Sham+Veiculo: 17.98+0,3330, Sham+Nitrito:17,19+0,3624, Sham+Omeprazol+Nitrito:
20,65+1,431.

Veicul Nitrito Omeprazol+Nitrito
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Figura 24: Atividade gelatinolitica in situ de animais Sham e 2R1C tratados com Veiculo,
Nitrito ou Omeprazol+Nitrito (n=3-5/grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Sham+Veiculo
#p<0,05 em relacdo ao grupo 2R1C+Nitrito. Dados mostrados como média + E.P.M.

5.17. O tratamento com nitrito de sdodio (15mg/kg) tendeu a reduzir os niveis de MMP-
2 em animais hipertensos 2R1C e o tratamento concominante com omeprazol niao

interferiu neste efeito.

A hipertensdo 2R1C aumentou os niveis de MMP-2 total e de suas isoformas
isoladamente (72 e 64 kDa). No que diz respeito a isoforma de 75 kDa ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. O tratamento com nitrito de sodio
tendeu a diminuir os niveis de MMP-2, especialmente da isoforma de 64kDa (anova de duas
vias p=0.0916), a isoforma ativa da enzima. O omeprazol, na dose utilizada nido causou
alteracdes nos efeitos do nitrito de sodio. No que diz respeito aos animais normotensos (Sham),
os tratamentos utilizados ndo causaram alteragdes estatisticamente significativas (Figura 25).

Os valores obtidos de média e erro padrdo, para a MMP-2 de 64kDa foram, respectivamente,
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grupo Sham+Veiculo: 0.1887+0.06478; Sham+Nitrito: 0.2104+0.02180;
Sham+Omeprazol+Nitrito: 0.3095+0.05615; 2R1C+Veiculo: 0.5342+0.1263; 2R1C+Nitrito:
0.5134+0.03552; 2R1C+Omeprazol+Nitrito: 0.3151+0.05185.

S+O+N
2R1C+V
2R1C+N
2R1C+O+N
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Figura 25: Atividade gelatinolitica em gel de animais Sham e 2R1C tratados com Veiculo,
Nitrito ou Omeprazol+Nitrito (n=3-8/grupo). *p<0,05 em relacdo ao grupo Sham+Veiculo.
Dados mostrados como média + E.P.M.
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5.18. O tratamento com nitrito de sodio (15mg/kg) diminuiu o estresse oxidativo em
animais hipertensos 2R1C e o tratamento concomitante com omeprazol reverteu este

efeito.

O modelo de hipertensdo utilizado (2R1C) aumentou o estresse oxidativo pelos dois
métodos utilizados, lucigenina (atividade da NADPH oxidase) e DHE (quantificagdo de
superdxido). O tratamento com nitrito reduziu o estresse oxidativo enquanto o omeprazol
reverteu este efeito, também em ambas as metodologias utilizadas. Os tratamentos nao
alteraram o estresse oxidativo de maneira estatisticamente significativa nos animais Sham
(Figuras 26 e 27). Os valores de média e erro padrdo obtidos para os grupos pelo método da
lucigenina foram, respectivamente, grupo Sham+Veiculo: 445.8450.72, Sham+nitrito:
278.3£53.80, Sham+Omeprazol+Nitrito:  418.9£67.4; 2R1C+Veiculo:  1059+88.40;
2R1C+Nitrito: 360.7£59.35; 2R1C+Omeprazol+Nitrito: 767.6£160.2. Os valores de média e

erro padrdo obtidos para os grupos pelo método do DHE foram, respectivamente, grupo

Sham+Veiculo: 14.81+£2.999; Sham-+Nitrito: 13.82+0.5120;
Sham+Omeprazol+Nitrito:14.96+0.28;  2R1C+Veiculo:  23.52+0.6012;  2R1C+Nitrito:
12.67+0.1832; 2R1C+

Omeprazol+Nitrito: 21.61+4.519.
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Figura 26: Atividade da NADPH oxidase em animais Sham e 2R1C tratados
com Veiculo, Nitrito ou Omeprazol+Nitrito (n=5-6/grupo). *p<0,05 em relagao
ao grupo Sham+Veiculo. #p<0,05 em relacdo ao grupo 2R1C+Nitrito. Dados
mostrados como média + E.P.M.
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Figura 27: Niveis de superoxido obtidos pelo método de DHE em animais Sham e 2R1C
tratados com Veiculo, Nitrito ou Omeprazol+Nitrito (n=3-5/grupo). *p<0,05 em relagdo ao
grupo Sham+Veiculo. #p<0,05 em relagdo ao grupo 2R1C+Nitrito. Dados mostrados como
média + E.P.M.
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5.19. O tratamento com nitrito de sodio (15mg/kg) foi capaz de melhorar um dos
parametros de remodelamento vascular avaliados na hipertensio e 0 omeprazol reverteu

este efeito.

No que diz respeito aos parametros de remodelamento vascular, obtivemos que o
modelo de hipertensdo utilizado aumentou a area de sec¢do transversal
(Sham+Veiculo:0.97+£0.04899; 2R1C+Veiculo: 1.592+0.2442; p<0.05), mas ndo a
média/lumen (Sham+Veiculo: 6.580+0.5686; 2R1C+Veiculo: 7.993+0.5493; p>0.05) dos
animais. O tratamento com nitrito reduziu a area de sec¢do transversal dos animais hipertensos
e 0 omeprazol reverteu este efeito (2RI1C+Nitrito:1.234+0.06219;
2R1C+Omeprazol+Nitrito:1.680+0.1178; p<0.05). (Figura 28). Em relacdo aos animais
normotensos, 0 grupo com tratamento concomitante de omeprazol e nitrito apresentou um
aumento da area de seccdo transversal semelhante ao dos animais dos grupos hipertensos

(Sham+Veiculo:0.97+0.04899; Sham+Omeprazol+Nitrito: 1.467+0.1934; p<0.05).
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Figura 28: Remodelamento vascular (aorta) obtido parametros média/lumen e area de sec¢ao
transversal em animais Sham e 2R 1C tratados com Veiculo, Nitrito ou Omeprazol+Nitrito (n=3-
10/grupo). *p<0,05 em relagdo ao grupo Sham+Veiculo. # p<0,05 em relacdo ao grupo
2R 1C+Veiculo. Dados mostrados como média + E.P.M.
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6. DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram os efeitos benéficos do nitrito em diversos modelos
de hipertensdo e em varios pardmetros, como diminui¢do da pressdo arterial, diminui¢do de
EROs, como o superoxido e de enzimas pro-oxidantes como a NADPH oxidase (AMARAL et
al., 2015; MONTENEGRO et al., 2011). Ja foi observado, inclusive, o efeito do nitrito no
remodelamento vascular (adrtico) em todos os parametros avaliados, que foi atribuido ao fato
de o mesmo ser capaz de diminuir a atividade das gelatinases, apesar de ndo alterar sua
expressdo. Este estudo relacionou os efeitos anti-MMP do nitrito a XOR, j& que a utilizagdo de
um inibidor seletivo para a enzima (febuxostat) reverteu os efeitos vasculares na atividade
gelatinolitica induzidos pelo nitrito de sédio (RIZZI et al., 2019). Apesar de, como dito
anteriormente, ja terem sido observados os efeitos do nitrito no sentido de inibir a atividade das
MMPs no contexto da hipertensdo arterial, este estudo demonstrou, pela primeira vez, que este
efeito poderia estar relacionado com a acdo dos nitrosotiois, um dos metabolitos do nitrito,
sobre as gelatinases, especialmente a MMP-2, através da nitrosilacdo da enzima e consequente
diminui¢do de sua atividade.

O PMA consiste em um éster de forbol que possui uma estrutura analoga ao segundo
mensageiro diacilglicerol (DAG) e, dependendo do tipo celular, pode ter efeitos proliferativos,
antiproliferativos, antineopléasicos, promotores de tumor, inflamatérios e antimicrobianos (VEH
et al.,2023). Na célula endotelial, ja foi observado que o PMA pode ser um indutor de MMP-9
(MESCHIARI et al., 2016). Também ja foi demonstrado que o PMA ¢ um indutor de MMP-2
e MMP-9 em células tumorais, possivelmente por induzir a ativagio do fator nuclear kappa B
(NF-kB), um fator de transcri¢do que regula a expressao de uma variedade de genes (SHIH et
al., 2010; WOO et al., 2004). Em CMLVs de aorta em cultura, ja foi demonstrado que o PMA
¢ capaz de regular o metabolismo de fosfolipides, aumentando o potencial proliferativo nesse

tipo celular (BOWES; OU; RAMOS, 1993).
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Em nosso estudo, o PMA foi utilizado como um indutor de gelatinases (MMP-2 e MMP-
9) em CMLVs e resultou em aumento na atividade dessas enzimas, especialmente na menor
concentragdo utilizada (100nM). Por esse motivo, esta foi a concentragdo escolhida para os
experimentos subsequentes. O tratamento com nitrito de s6dio ndo foi capaz de exercer
quaisquer efeitos na atividade das MMPs induzidas por PMA, enquanto o GSNO nas duas
concentragdes utilizadas foi capaz de diminuir a atividade das gelatinases. Este resultado nos
sugere que o nitrito, diretamente, ndo ¢ capaz de exercer efeitos sobre as MMPs, porém que
seus metabolitos (nitrosotiois) que dependem do pH acido do estomago para a formacao,
possuem efeitos sobre a atividade dessas enzimas.

Ja foram demonstrados efeitos benéficos do tratamento de animais com nitrito, mais
especificamente no comprometimento contratii das CMLVs, em um modelo animal de
Sindrome de progéria de Hutchinson-Gilford, uma doenca genética rara que causa
envelhecimento precoce associado a doengas cardiovasculares (DEL CAMPO et al., 2020). Em
relacdo ao tratamento com nitrosotiois, um estudo demonstrou que a adi¢ao de GSNO (50uM)
em células musculares lisas de aortas de ratos onde o estresse oxidativo foi induzido, resultou
em diminuicao deste estresse oxidativo, acompanhado de aumento da nitrosilacdo de proteinas
pré-oxidantes, além de proteinas do citoesqueleto, observados por espectrometria de massas
(BELCASTRO et al., 2017). Estes resultados também nos reforcam a ideia de que os
nitrosotiois poderiam ser os principais efetores das respostas benéficas do nitrito em doengas
cardiovasculares como a hipertensao arterial.

A Angiotensina II ¢ um peptideo bioativo que esta relacionado com diversas doengas
cardiovasculares por ser um dos mediadores do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Na
hipertensdo, a Ang II pode ser a causa do aumento da pressdo arterial por promover
vasoconstricao (SCHIFFRIN, 2012). No modelo animal de hipertensao renovascular, a estenose

da artéria renal tem como resposta o aumento desde peptideo e consequente aumento da pressao
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arterial. J& foi demonstrada uma relagdo direta entre o aumento da angiotensina Il e o aumento
de metaloproteinases, em especial das gelatinases ja que, por exemplo, em animais knockout
para MMP-2 foi observado uma prevencdo do dano vascular induzido pela Ang II
(BARHOUMI et al., 2017). Adicionalmente, j& foi demonstrado em células musculares lisas
vasculares que a Ang II (1uM) foi capaz de induzir a expressdo de MMP-2 e MMP-9 (KONG
etal.,2017).

Em nosso estudo, apenas a maior concentracao de Ang II utilizada (10uM) foi capaz de
aumentar a atividade das gelatinases em CMLVs. De maneira semelhante ao que foi observado
no tratamento com PMA, o nitrito ndo foi capaz de exercer efeitos nas gelatinases, enquanto o
GSNO foi capaz de reduzir a atividade das MMPs, especialmente na maior concentragdo testada
(25 uM). Estudos ja demonstraram que o tratamento com GSNO inibiu completamente a
vasoconstricdo de artérias cerebrais mediada pelo receptor AT dependente de Ang II. Este
efeito foi atribuido a S-nitrosacdo do receptor AT na cisteina 289, o que diminui sua afinidade
com a Ang II (BOURESSAM et al., 2019; LECLERC et al., 2006). Apoiando estes achados
relativos a nitrosilagdo proteica de alvos farmacoldgicos, um estudo recente do nosso grupo
demonstrou que o tratamento com nitrito de s6dio oral aumenta a S-nitrosilagdo da proteina
quinase C vascular (PKC), atenuando as respostas vasculares a Ang I[I(PINHEIRO et al., 2021).

Juntos, estes resultados nos sugerem que os nitrosotiois poderiam ter uma agao direta
nas gelatinases vasculares tais que o nitrito, isoladamente, ndo ¢ capaz de exercer. Como dito
anteriormente, a hipétese do estudo consiste na possibilidade de o GSNO estar agindo de
maneira a resultar em uma S-nitrosilacdo das gelatinases, especialmente da MMP-2, o que
estaria gerando uma diminui¢do na atividade da mesma. A fim de reforcar essa ideia, realizamos
experimentos onde foi feita uma dele¢do parcial da enzima GSNOR nas CMLVs utilizando um

RNAI. Esta delec¢ao geraria um aumento na disponibilidade de GSNO e seria, portanto, possivel
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verificar se este aumento resultaria em potencializacdo da resposta anti-MMP promovida pelos
nitrosotiois (GSNO).

Inicialmente, realizamos experimentos a fim de demonstrar que a utilizagdo do RNAi
na concentragdo escolhida realmente seria capaz de diminuir a expressdo da enzima GSNOR.
De fato, encontramos uma reducao superior a 50%, especialmente pelo método de western-blot,
na expressao desta enzima. De maneira semelhante, outro estudo em que foi realizada a dele¢ao
parcial da enzima, também observou uma diminui¢ao na expressao da GSNOR por ambos os
métodos, ainda que menos pronunciada do que a encontrada em nosso estudo (NIU; ZHOU;
CUI, 2021). Posteriormente, foram feitos experimentos a fim de encontrar uma concentra¢ao
de GSNO que gerasse uma resposta anti-MMP parcial, a fim de facilitar a observagao de
potencializacdo diante do tratamento concomitante com o RNAi para o GSNOR. Nesse sentido,
a concentragdo escolhida foi de 100nM que, isoladamente, nao foi capaz de exercer efeitos anti-
MMP estatisticamente significativos. Como esperado, a delecdo parcial da GSNOR (grupo
GSNOR-) gerou efeitos na diminuicao da atividade das MMPs que o GSNO, isoladamente e na
concentragdo utilizada, ndo foi capaz de gerar, ressaltando os efeitos dos nitrosotiois na
diminui¢do da atividade de gelatinases induzidas por PMA.

No que diz respeito as células onde a atividade das gelatinases foi induzida por
angiotensina II, ndo foram observados efeitos semelhantes, j& que o tratamento concomitante
de RNAi para GSNOR com o GSNO 100nM ndo gerou efeito mais pronunciado do que o
GSNO isoladamente. Isto pode ser explicado pelo fato de que, neste experimento, o tratamento
com GSNO em si ja foi capaz de gerar um efeito pronunciado. Sugere-se que, nesse caso, o
ideal seria utilizar uma concentragdo menor de GSNO a fim de possibilitar a observagdo de uma
potencializacdo de efeito diante do tratamento concomitante com o RNA.

Nosso estudo também demonstrou que a delegdo parcial da enzima GSNOR,

provavelmente por gerar um aumento na disponibilidade de GSNO, tendeu a aumentar
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nitrosilagdo total de proteinas e aumentou a nitrosilagdo especificamente da MMP-2 em mais
de 50%, nos sugerindo, mais uma vez, que os efeitos anti-MMP-2 dos nitrostiois poderiam ser
devidos a nitrosilacdo da enzima que, neste contexto, geraria uma diminui¢ao na atividade da
mesma. Um estudo demonstrou que, apesar de a inibicdo da GSNOR utilizando um inibidor
especifico, e também um RNAI para a enzima resultar em aumento progressivo da atividade da
enzima apds 72 horas, ambas as abordagens foram capazes de aumentar a producdo de RSNO
em culturas primdrias de células musculares esqueléticas embriondrias, indicando que, de fato,
a delegdo parcial na expressdo da enzima ¢ capaz de aumentar a disponibilidade de S-
nitrosotiois nas células. Nesse mesmo estudo, também foi observado um aumento da
nitrosilacdo total de proteinas mediante a utilizacdo do RNAi1 para a GSNOR (YAMASHITA et
al., 2017).

Como dito anteriormente, alteragdes na homeostase do NO, tanto na via candnica quanto
na via alternativa (ciclo nitrato-nitrito-NO), estdo diretamente relacionadas com os efeitos
vasculares deletérios observados em doencas cardiovasculares como a hipertensdo arterial.
Nesse sentido, abordagens farmacologicas que geram aumento na disponibilidade de NO e
espécies relacionados poderiam exercer efeitos benéficos nessas situagdes patoldgicas. Em
nosso estudo, utilizamos o SPL-334, que ¢ um inibidor sintético da enzima GSNOR, a fim de
observar se este seria capaz de potencializar os efeitos do nitrito de s6dio em uma dose que, em
estudos anteriores, ndo foi capaz de reduzir a pressdo arterial (RIZZI et al., 2019) e também de
observar os efeitos isolados desta droga, ja que ndo foram encontrados na literatura estudos
anteriores com esta abordagem. Observamos que, apesar da tendéncia de diminui¢do da pressao
arterial com ambas as drogas utilizadas isoladamente, apenas o tratamento concomitante foi
capaz de diminuir a pressao arterial de maneira estatisticamente significativa, especialmente na
semana 4 do protocolo (correspondente a segunda semana de tratamento). Em um estudo onde

foi induzida a hipertensdo pulmonar por um modelo de hipdxia cronica, foi observado um
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aumento da expressdo e atividade da GSNOR indicando que, de fato, a inibi¢cdo da enzima
poderia ter efeitos benéficos em um contexto de aumento de pressao (WU et al., 2010).

No que diz respeito ao remodelamento vascular, nossos resultados mostraram que o
SPL-334, na concentragdo utilizada, apresentou efeitos benéficos isoladamente especialmente
no que se refere ao parametro média/lumen. No entanto, no que se refere ao parametro area de
seccdo transversal, apenas a utilizagdo concomitante das duas drogas foi capaz de gerar efeitos
estatisticamente significativos no sentido de diminui¢ao do remodelamento vascular. Ambos os
pardmetros avaliados estdo relacionados ao remodelamento hipertrofico normalmente
observado em artérias de condutancia como a aorta e estdo associados com o crescimento e a
hiperplasia das CMLVs (PRADO et al., 2021). De maneira controversa, um estudo anterior
realizado em nosso laboratério demonstrou que, embora nao tivesse exercido efeitos na pressao
arterial, esta dose de nitrito (1mg/kg) foi capaz de exercer efeitos anti-remodelamento na aorta.

O tratamento com nitrito de s6dio na dose de 1mg/kg foi capaz de aumentar a
concentragdo de nitrito no plasma dos animais hipertensos 2R 1C, porém ndo foi capaz de alterar
os niveis de espécies nitrosiladas totais (RXNO) ou nitrosotiois (RSNO). O SPL-334
isoladamente e o tratamento concomitante de ambas as drogas também ndo foi capaz de gerar
quaisquer alteracdes nas concentragdes plasmaticas de nitrito e seus metabolitos. Estes achados
podem ser explicados pelo fato de que, como mostrado em um estudo anterior, o pico de
espécies nitrosiladas totais no plasma de animais tratados com nitrito em uma dose maior
(15mg/kg) ocorrer meia hora apods o tratamento (FERREIRA ef al., 2021). Como, em nosso
estudo, as amostras foram coletadas 1 hora ap6s o Gltimo tratamento, nao foi possivel detectar
tais aumentos. Em relacdo a concentracdo de nitrito na aorta, foi observado que apenas o
tratamento concomitante de nitrito ¢ SPL-334 foi capaz de promover um aciimulo tecidual de
nitrito, além de tender a aumentar as concentragdes de espécies nitrosiladas totais. Um estudo

observou-se que, de fato, este acimulo tecidual de nitrito na aorta se da de maneira prolongada



80

(pico em 24 horas ap6s administra¢do), o que pode explicar nossos achados (FERREIRA et al.,
2021).

Os achados relacionados ao tratamento isolado e concomitante de nitrito e SPL-344 nos
reforcam a ideia de que a inibicdo da GSNOR e consequente aumento da disponibilidade de
nitrosotiois e nitrosilagdo de proteinas-alvo, como a MMP-2, pode potencializar os efeitos do
tratamento com nitrito de s6dio (em animais) ou diretamente com GSNO (em células).

J& foi demonstrado em outros estudos que o tratamento com omeprazol isoladamente ¢
capaz de induzir remodelamento vascular e ativagdo de MMPs em animais normotensos, além
de reverter efeitos anti-pressoricos e de aumento de espécies nitrosiladas totais do nitrito de
sodio na dose de 15mg/kg em animais hipertensos L-NAME (NOGUEIRA et al., 2021;
SANCHES-LOPES et al., 2020). Adicionalmente, em outro estudo do nosso grupo de pesquisa,
que utilizou o modelo de hipertensdo renovascular, foi observado que o tratamento
concomitante com omeprazol reverteu os efeitos pressoricos € de aumento de nitrosotiois
plasmatico de animais tratados com nitrito e nitrato. Também foi demonstrado nesse estudo que
em um aumento de pressdo agudo induzido por L-NAME, os efeitos do tratamento com GSNO
foram superiores aos do nitrito no sentido no sentido de diminuir a pressao arterial (PINHEIRO
et al., 2015). Tais achados reforgam a ideia de que os nitrosotiois seriam os principais efetores
da resposta anti-hipertensiva do nitrito.

Em nosso estudo, utilizamos o omeprazol a fim de diminuir a formag¢ao de nitrosotiois
no estomago pelo aumento do pH estomacal e verificar se este fato ocasionaria um bloqueio
nos efeitos pressoricos, anti-MMP, anti-estresse oxidativo e anti-remodelamento vascular
exercidos pelo nitrito de sodio, o que reforcaria a importancia dos nitrosotiois nesses efeitos.
De fato, observamos que o tratamento com omeprazol reverteu os efeitos pressoricos do nitrito
de s6dio em quase todas as semanas de tratamento (com exce¢do da semana 2), além de reverter

os efeitos do nitrito nas gelatinases, especialmente pelo método in situ. Em relacdo a zimografia
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in gel, essa reversao ndo foi observada possivelmente pelo fato de que esta metodologia reflete
mais os niveis de MMP-2 do que sua atividade em si.

O tratamento com omeprazol também reverteu os efeitos antioxidantes do nitrito de
sodio pelos dois métodos avaliados. No que diz respeito ao remodelamento vascular, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas entre os grupos em relacdo a média/limen. No entanto, em
relacdo a drea de seccdo transversal, observamos que o tratamento com nitrito de sodio
melhorou este pardmetro de remodelamento vascular e o nitrito foi capaz de reverter estes
efeitos. Como dito anteriormente, outros estudos ja haviam demonstrado que o omeprazol
reverte efeitos pressoricos do nitrito de sddio. Porém, nosso estudo demonstrou, pela primeira
vez, que a diminui¢do na formagdo de nitrosotiois no estdmago também compromete os efeitos
do nitrito no estresse oxidativo e na diminuicdo da atividade das gelatinases e,
consequentemente, nos seus efeitos anti-remodelamento vascular.

Em humanos, ja foi demonstrado que o pré-tratamento com outro inibidor da bomba de
protons (esomeprazol) foi capaz de inibir os efeitos do nitrito de s6dio na diminui¢ao da pressao
arterial em voluntarios normotensos. A partir desse estudo, foi possivel concluir que o efeito
agudo de diminui¢do da pressdo arterial exercido pelo nitrito ¢ dependente da manutencao da
acidez estomacal (MONTENEGRO et al, 2017). Embora realizado em individuos
normotensos, estes achados nos sugerem que a importancia da formacao de nitrosotiois para os
efeitos do nitrito de s6dio podem ser extrapolados para os seres humanos.

Como exposto acima, nossos experimentos procuraram demonstrar a importancia da
formacdo gastrica de nitrosotidis para as respostas cardiovasculares ao nitrito de sodio
administrado por via oral, tanto ao tentarmos potencializar a forma¢do de nitrosotiois,
resultando em aumento dos efeitos cardiovasculares, quanto ao examinarmos os efeitos do

aumento do pH géstrico, resultando em diminuicao dos efeitos cardiovasculares do nitrito.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem sugerir que os efeitos do nitrito de sédio
nas gelatinases, especialmente na MMP-2, seriam dependentes da acidez estomacal e formagao
de nitrosotiois nesse ambiente. Ainda, os resultados in vitro, nos sugerem que este efeito estaria
relacionado a um aumento da nitrosilacdo da enzima decorrente de uma maior disponibilidade
de nitrosotiois. Esta ideia foi reforcada pelos achados in vivo, onde a suplementagdo da via
nitrato-nitrito-NO com a utilizacdo de SPL-344 gerou uma potencializacdo nos efeitos
benéficos do nitrito na hipertensao arterial. Em contrapartida, o bloqueio da via (pela utilizagao

de omeprazol) reverteu estes efeitos, inclusive o de diminui¢cdo na atividade das gelatinases.
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