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Resumo

No presente estudo foram investigadas as agdes fisioldgicas associadas ao 6xido
nitrico (NO), obtidas topicamente na mucosa gastrica e sistemicamente nas
administragcoes orais de dois S-nitrosotidis (RSNOs) doadores de NO, S-nitrosoglutationa
(GSNO) e S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) em modelos animais. A aplicacdo tdpica
ex-vivo de solugdes de RSNOs na mucosa gastrica de ratos Sprague-Dawley levou ao
aumento dose-dependente do fluxo sanguineo gastrico (FSG), medido por fluxometria
por laser-Doppler, com FSG maximo c.a. 5 x maior do que os obtidos pela aplicacao de
solucdes equimolares de nitrito ou nitrato. A administragdo oral de solugoes de GSNO e
SNAC se refletiu em aumentos tempo e dose-dependentes do nivel plasmdtico de
nitrito+nitrato em camundongos Swiss. A administracio de SNAC na doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) induzida em camundongos ob/ob ou Swiss ndo levou
a alteracdes significativas na histologia hepdtica ou no padrao de aumento de massa dos
animais. O acompanhamento cinético da estabilidade de solu¢gdes aquosas de GSNO e
SNAC em funcao do pH e a identificacdo de seus produtos de decomposi¢ao, permitiram
demonstrar que esses RSNOs se decompdem predominantemente através de mecanismos
de hidrélise catalisada por acido ou base com meias vidas maximas em torno do pH
fisiologico. Observou-se que camundongos Swiss submetidos a dieta hiperlipidica
apresentam um perfil heterogéneo de ganho de massa, que permite estabelecer uma
correlacdo tempo-dependente da propensdo e da resisténcia a obesidade com alteracdes
nas expressoes de neuropeptidios hipotalamicos e na resisténcia a insulina e intolerancia

a glicose.

Palavras chave: 6xido nitrico; S-nitrosotiois; S-nitrosoglutationa; S-nitroso-N-acetil-

cisteinas; fluxo sanguineo gastrico; obesidade induzida por dieta.
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Abstract

In the present study, the nitric oxide (NO)-associated physiological actions obtained
topically on the gastric mucosa and systemically in oral administrations of two NO
donors-S-nitrosothiols (RSNOs), S-nitrosoglutathione (GSNO) and S-nitroso-N-
acetylcysteine (SNAC) were investigated in animal models.

The topical ex vivo administration of RSNOs solutions on the gastric mucosa of
Sprague-Dawley rats led to a dose-dependent increase in the gastric blood flow (GBF),
measured by laser-Doppler flowmetry, with maximum GBF value c.a. 5 x higher than
those obtained by equimolar applications of nitrite and nitrate solutions.

The oral administration of GSNO and SNAC solutions was reflected in a time and
dose-dependent increases in the plasma nitrite+nitrate level in Swiss mice. SNAC
administration on non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) induced in ob/ob or Swiss
mice did not lead to significant changes in liver histology or in the mass gain pattern of
the animals. The kinetic monitoring of the stability of aqueous GSNO and SNAC
solutions as a function of pH and the identification of their decomposition products
allowed to demonstrate that these RSNOs decay predominantly through mechanisms of
acid or base-catalyzed hydrolysis, with maximum half-lives around the physiological
pH.

It was observed that Swiss mice fed a high-fat diet show an heterogeneous mass
gain profile, which allows establishing a time-dependent correlation of obesity
propensity and resistance with changes in the expressions of hypothalamic neuropeptides

and in insulin resistance and glucose tolerance.

Key words: nitric oxide; S-nitrosothiols; S-nitrosoglutathione; S-nitroso-N-

acetylcysteine; gastric blood flow; diet induced obesity.
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1. Introducao

1.1. Oxido Nitrico

Em 1998, o prémio Nobel foi concedido a R. Furchgott, L. Ignarro e F. Murad pelos
estudos que levaram a descoberta do 6xido nitrico (NO) como mediador bioldgico
produzido por células de mamiferos, destacando a importincia desta que é a menor
molécula sinalizadora encontrada endogenamente. O NO estd envolvido em processos
bioldgicos tdo diferentes quanto a regulacdo da adesdo plaquetdria (Tymvios 2009), da
vasodilatacdo (Francis 2010), do metabolismo de glicose e dcidos graxos (Jobgen 2006),
a neurotransmissdo (Vincent 2010) e o piscar dos vagalumes (Trimmer 2001).

A produgdo enddgena de NO € catalisada por uma classe de enzimas conhecida
como Oxido nitrico sintases (NOS), sendo que trés isoformas ja foram até agora
identificadas: nNOS (também chamada NOS1) predominante no tecido neuronal; iNOS
(ou NOS2), a isoforma que é induzida em resposta a estimulos como citocinas e
endotoxinas em cé€lulas como macréfagos, e a eNOS (ou NOS3), encontrada
primeiramente no tecido endotelial. Essas 3 isoformas sdo também diferenciadas por
serem constitutivas e dependentes de cdlcio (eNOS e nNOS) ou induzivel e ndo
dependente de célcio (iNOS) (Alderton 2001). As NOSs catalisam a reacdo de um dos
nitrogénios guanidino da L-arginina com oxigénio e nicotiamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), que é convertida em L-citrulina, com liberagio de NO e NADP”,
conforme esquematizado na Figura 1, na presenca dos cofatores flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4)
(Dusse 2003).



NH NH NH
NADPH NADPH +NO
_—— —_—
0, 0,
*NHg CO0" *NHg CO0* *NHg Ccoo-

Figura 1. Reacdo de formacdo de NO a partir da L-arginina, catalisada pela 6xido nitrico

sintase. Adaptada de (Dusse 2003).

O NO ¢ altamente 14bil e reativo e pode tanto apresentar efeitos benéficos, como seu
papel na resposta imune (Abu-Soud 2001) e na defesa contra micrébios (Fang 1997),
quanto perturbacdes da regulacio do NO podem levar a ativacdo e amplificacdo do
processo inflamatério (Hollenberg 2009) e a efeitos deletérios em doencas complexas,
como a sepse (Fortin 2010) e a faléncia multipla de 6rgaos (Cuzzocrea 1997). Estudos
tétm demonstrado que essa modulacdo dos efeitos entre benéficos e deletérios €
controlada principalmente pela concentracdo, localizacdo e cinética da producdo de NO
(Hollenberg 2009, Hill 2010 e Thomas 2008) e, por isso, a sintese do NO parece ser um
processo endégeno finamente regulado, sendo controlado inclusive pelo préprio NO, que
exerce um efeito bifasico na transcri¢cao da iNOS: baixas concentracdes de NO ativam o
fator nuclear kappa B (NF-xB) e aumentam a expressdo de iNOS (feedback positivo),
enquanto que altas concentragdes t€ém efeito contrario, o que previne a superproducdo de
NO (Bogdan 2001).

Por causa de sua atividade reguladora do tonus vascular, da pressdo sanguinea e
acdo vasodilatadora, o NO tem enorme potencial na medicina cardiovascular. Entretanto,

o fato de ser uma molécula gasosa limita muito sua utilizagcdo terapéutica direta e, exceto

2



para o tratamento de hipertensdo pulmonar (Rossaint 1993), o NO livre ndo € utilizado e
sim moléculas que estabilizam o NO e permitem a sua manipulagdo e administracdao
terapéutica, os chamados farmacos doadores de Oxido nitrico. Existem dois tipos de
doadores de NO utilizados comumente em tratamentos clinicos: os nitratos organicos,
como a nitroglicerina (trinitrato de glicerina) (1), que é usada principalmente no alivio de
dores associadas a angina e como o mononitrato de isossorbida (2) , usado no tratamento
de angina cronica; e o nitroprussiato de sddio (3), utilizado em hospitais para levar a um

rapido abaixamento da pressdo sanguinea em crises hipertensivas (Miller 2007).
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O fato do NO ter uma natureza altamente reativa faz com que a sua esfera de acao
endogena seja de aproximadamente 100 um de sua origem de sintese (Miller 2007) e o
tempo de vida in vivo esteja entre 10 e 100 ms (Thomas 2008), sendo o NO, portanto,
uma molécula de sinalizacdo autdcrina e pardcrina. Diante desse fato, algumas questdes
surgem quanto aos efeitos fisioldégicos do NO: uma vez que esse tem uma natureza tao
reativa, como se podem explicar os efeitos enddcrinos do NO, distantes de sua fonte
(McMahon 2006); como essa molécula é transportada ou armazenada endogenamente e
como estabilizd-la para aplicacdes terapéuticas alternativas ao uso dos nitratos organicos
e do nitroprussiato? Alguns estudos tém sugerido que uma classe de moléculas possa

estar envolvida nessas questoes, os chamados S-nitrosotiois.

1.2. S-nitrosotiois

Os S-nitrosotiois (RSNOs) sdo uma classe de moléculas caracterizada pela ligacao
simples entre um residuo tiél e o grupo NO, com estrutura geral R-S-NO, que é
encontrada em sistemas bioldgicos como células (Zhan 2005), plasma de roedores (Liu
2004), e no fluido bronquial de humanos (Que 2009). Os RSNOs tém sido apontados
como possiveis metabolitos endégenos do NO, que poderiam transportar e estocar o NO
(Hogg 2000 e 2004), como sugere-se que ocorra, por exemplo, nos efeitos
extrapulmonares da inalacdo de 6xido nitrico. A inalagdo de NO resulta em efeitos que
atingem cerébro, pancréas, figado, entre outros orgaos, que nao condizem com o curto
tempo de vida do oOxido nitrico, mas que estariam sendo intermediados pelo RSNOs
plasmaticos, cujos niveis se tornam elevados apds a inalacdo (McMahon 2006). Os
RSNOs poderiam entdo ser formados em decorréncia da presenca de NO, estabilizando
esse radical e prolongando seus efeitos (Alencar 2003), e liberariam o NO em resposta a
estimulos diversos, como a luz na regido do ultravioleta e acetilcolina (Ng 2007).
Entretanto, ainda ndo estd esclarecido como ocorre a formacdo dos RSNOs
endogenamente, uma vez que a reacdo entre o NO livre e um ti6l ndo gera RSNO. As

possibilidades levantadas na literatura apontam para a reacao de tidis com o trioxido de
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dinitrogénio (N,03), que € formado pela oxidacdo do NO (Keszler 2010) ou pela
oxidacdo do NO seguida de reacdo com um tidl catalisada por proteinas como a
citocromo ¢ (Basu 2010) ou albumina (Rafikova 2002).

Diversos artigos da literatura recente t€ém avaliado os efeitos dos RSNOs em
sistemas bioldgicos, e os mais utilizados sdo: S-nitrosoalbumina (AIbSNO), o
correspondente nitrosado da albumina (Marley 2001); a S-nitrosoglutationa (GSNO) (4)
que ja foi encontrada no plasma humano (Taubert 2007); a S-nitrosocisteina (CiSNO)
(5), que possui um sistema de transporte especifico na membrana de eritrocitos humanos
(Sandmann 2005); a S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) (6) e a S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP) (7), sendo que ndo ha relatos, até onde sabemos, da presenca
endogena da SNAC e da SNAP (Tsikas 1996) mas essas duas moléculas sao
amplamente utilizadas em experimentos in vivo e in vitro (Ceron 2001, Terwel 2000,

Bocedi 2004,Sandmann 2005, Romao 2006).
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Os RSNOs exercem agdes bioldgicas semelhantes as do NO (Hogg 2000 e 2004)
como inibicdo da agregacdo plaquetaria (Mellion 1983), acdo microbicida (Romao 2006)
e vasodilatadora (Askew 1995), entretanto, nem todos os efeitos dos RSNOs observados
podem ser atribuidos unicamente a liberacdo de NO (Ceron 2001), revelando uma
quimica particular desses compostos (Hogg 2000 e 2004). Uma possivel explicacdo para
esses efeitos dos RSNOs independentes da liberacdo de NO seria através da reacdo de
transnitrosa¢do, em que o residuo NO* do grupamento SNO € passado para um outro
grupamento ti6l, como o de uma proteina que tenha um residuo cisteina (PCysSH)

passivel de ser nitrosado, segundo a equacao (1):

PCys-SH + RSNO > PCysSNO + RSH (1)

Através da transnitrosacdo, os RSNOs sdo capazes de inativar proteinas que tenham
um residuo cisteina no sitio ativo ou em algum ponto critico passivel de ser
transnitrosado, como ocorre com a proteina papaina (Xian 2000), e esse mecanismo pode
ser responsavel por diversas agdes dos RSNOs, como a a¢do microbicida, em que os
RSNOs podem inativar enzimas chaves com residuos cisteinas dos parasitas (Bocedi
2004).

Além de seu possivel papel como mediador bioldgico, acredita-se que a relevancia
dos RSNOS esteja também na possibilidade dessa classe ser uma possivel alternativa aos

nitratos organicos e ao nitroprussiato de s6dio como farmaco doador de NO, a ser



utilizado clinicamente em condi¢des em que se faca necessario o aumento nos niveis de
NO (AlSadoni 2000). Como descrito anteriormente, existem atualmente apenas dois tipos
de farmacos doadores de NO usados clinicamente, entretanto, existem dificuldades
associadas ao uso desses compostos, uma vez que o uso cronico de nitratos organicos
leva ao desenvolvimento de tolerancia a esse tipo de farmaco (Munzel 2005) e o uso do
nitroprussiato de sddio estd associado a toxicidade por cianeto (Smith 1974). Dado o
potencial terapéutido do uso do NO, € de certa forma surpreendente que, desde a
descoberta de seu papel como sinalizador bioldgico em 1980, nenhuma nova classe de
moléculas doadoras de NO tenha chegado ao mercado (Miller 2007) e os RSNOs
constituem assim uma alternativa de futuro fiarmaco. Estudos ja avaliaram os efeitos
fisiologicos da administragdo intravenosa (Ramsay 1995, Rassaf 2002, Molloy 1998,
Kiris 1999) e intraperitoneal (Franceschi 2006, Flamant 2011) de RSNOs em modelos
animais, entretanto, a utilizacdo da via oral para a administracdo de RSNOs € pouco

investigada (Richardson 2002b).

1.3. NO e sistema gastrico

O uso oral de nitrosotidis apresenta-se como uma forma de liberacdo de 6xido
nitrico no sistema gastrico, onde o NO exerce diversas funcdes ja conhecidas como a
regulacdo do fluxo sanguineo gastrico (FSG), a otimizagdo da secrecdo de muco, a
protecao da mucosa gastrica contra agentes irritantes € a promocdo da cicatrizacdo de
ulceras gastricas (Lanas 2008, Elliott 1995, Muscara 1998, Wallace 1994, Ma 2000). Por
essas agoes do NO, tem-se proposto o uso de doadores de 6xido nitrico para prevenir os
danos géstricos causados pelo uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), que sdo
medicamentos largamente utilizados no tratamento de gota, artrite reumatdide, entre
outras doengas, mas que apresentam como efeito colateral a irritacdo da mucosa do
estdmago, que pode evoluir para ulcera gastrica (Wallace 2008). Para essa administracdo

de AINEs com doadores de NO, tém-se investigado duas abordagens: a sintese de



derivados de AINEs contendo residuos doadores de NO ou simplesmente a
administracdo conjunta do AINE com um doador de NO (Brzozowski 2000); sendo que
os RSNOs foram avaliados nessas duas propostas, demonstrando bons resultados.
Bandarage et al. (Bandarage 2000) sintetizaram derivados de diclofenaco contendo
residuos de nitrosotidis tercidrios e esses derivados apresentaram acOes analgésicas e
antiinflamatodrias, como esperado de um pro-farmaco de diclofenaco, sem entretanto,
apresentar toxicidade ao trato gastrointestinal e Tam et al. (Tam 2000) administraram
conjuntamente GSNO e piroxicam em modelo animal, o que resultou na inibi¢ao dose-
dependente das lesdes gastricas induzidas por piroxicam, sem alterar a farmacocinética
nem o efeito farmacoldgico desse AINE. O mecanismo proposto para a reducao do dano
associado ao uso dos AINEs pelo NO seria através do aumento no fluxo sanguineo da
mucosa, que permite a remocdo de compostos téxicos, e da produ¢do de muco, que
protege a mucosa gastrica contra agentes irritantes (Holm 2002, Wallace 1994). Sendo
assim, o uso de RSNOs oralmente poderia ser uma alternativa na prevenc¢ao dos danos

gastricos associados ao uso dos AINEs.

O estudo dos efeitos géstricos dos RSNOs se faz importante ndo so pela via oral ser
uma possivel rota para administragdo terap€utica, mas também pelo possivel papel
fisiolégico que os RSNOs podem ter na via gastrointestinal. Estudos tém demonstrado
que a ingestdo de nitrato (NOj') na dieta € uma forma de producdo de NO independente
das NOSs, que leva a efeitos como diminui¢do da pressdo sanguinea, inibi¢cdo da
agregacao plaquetaria (Webb 2008) e aumento do fluxo sanguineo géstrico e de secre¢ao
de muco (Petersson 2007), sendo que um possivel intermedidrio entre 0 NO;5™ ingerido e
os efeitos fisioldgicos observados seriam os RSNOs. A via de formagdao de RSNOs
gastricos pela presenca de NOj™ na dieta ocorreria da seguinte forma: o NO;™ ingerido €
reduzido a nitrito (NO;) pela acdo de enzimas bacterianas presentes na cavidade oral,
que €, por sua vez, protonado em meio dcido estomacal, formando 4cido nitroso (HONO)
e trioxido de dinitrogénio (N,Os3) que reagem com tidis enddgenos, formando RSNOs

(Richardson 2002a, Pannala 2003, Lundberg 2008), segundo as equacdes:
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NO, + H* © HNO, (pKa =32 —3,4) 2)

2 HNO, = H,0 + N,0; 3)
RSH + HNO, = RSNO + H,0 4)
2 RSH + N,O; = 2 RSNO + H,0 (5)

De fato, ja foi observada a formag¢dao de RSNOs em saliva humana rica em nitrito,
derivado da ingestao de nitrato, e a aplicagdo dessa saliva na mucosa estomacal de ratos
levou ao aumento do fluxo sanguineo gastrico e da formagao de muco (Bjorne 2004).

Entretanto, para o avanco do entendimento do papel dos RSNOs na via
gastrointestinal e o desenvolvimento de sua aplicacdo farmacoldgica pela via oral, é
necessdrio que se estude o destino dos RSNOs quando aplicados em mamiferos, que se
conheca a sua meia vida in vivo, identifique-se seus metabdlitos plasmaticos, e essas sdao
questdes pouco investigadas. Além disso, a estabilidade dos RSNOs € motivo de bastante
debate na literatura (Bartberger 2001), o que impossibilita a previsdo, pelos dados
existentes atualmente, da estabilidade dos RSNOs no pH géstrico. No presente estudo,
avaliaram-se os efeitos da administracdao orogdstrica de solu¢cdes de GSNO e SNAC no
fluxo géstrico, a farmacocinética desses RSNOs e caracterizou-se a decomposi¢cdo de

GSNO e SNAC em func¢ao do pH.

1.4. S-nitrosotiois e Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica

A via oral como rota de administracdo de RSNOs foi utilizada ndo s6 para avaliacao
dos efeitos dos RSNOs no sistema gastrointestinal, mas também em estudos para
avaliacdo do efeito dessas moléculas em modelos animais de doenga hepatica gordurosa
nao alcodlica (DHGNA ou NAFLD, do inglés Nonalcoholic Fatty Liver Disease)
(Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008), onde foi possivel observar que a administracao
orogastrica de solu¢cdo de SNAC pode previnir e reverter o quadro da DHGNA em

modelos animais. A doencga hepética gordurosa ndo alcoodlica € uma condi¢do em que os
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hepatdcitos, que normalmente contém apenas pequenas quantidades de lipidios
armazenados, passam a conter quantidades supra-fisioldgicas de gordura, e € considerada
a manifestacdo hepdtica da sindrome metabdlica (Larter 2010). Apesar da alta
prevaléncia, os fatores patogé€nicos que determinam a progressio da DHGNA sdo
pobremente entendidos. Evidéncias fisioldgicas levaram ao desenvolvimento de uma
teoria em que a patogénese ocorre em dois estadgios, conhecida como “two-hit theory”, ou
“teoria de duas fases”: a primeira fase ¢ causada pelo excesso de acidos graxos livres no
figado, que sdo esterificados a triglicerideos. Essa lesdo inicial torna o figado vulneravel
aos fatores agressores da segunda fase, que é causada pelo stress oxidativo e citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a, TGF-B, IL-6, 1L-8), o que leva a ocorréncia de lesdes nos
hepatdcitos, inflamacao e fibrose e, consequentemente, a evolucdo da esteatose hepdtica
(que € o acumulo de gordura nos hepatdcitos) para a esteatohepatite (caracterizada pela
presenca de inflamacao) (Hijona 2010, Tiniakos 2010).

Nao héd farmacos aprovados atualmente para o tratamento da DHGNA e as atuais
formas de terapias, baseadas em antioxidantes ou em dietas alimentares especificas, nao
tém demonstrado efeitos terapéuticos significativos no tratamento de humanos, na maior
parte dos casos os efeitos benéficos sdo apenas discretos e ndo inibem a progressao
dessas doencgas (Marra 2008). Oliveira et al. verificaram que a administracdo por via
orogdastrica de SNAC em dois modelos animais diferentes de DHGNA nio apenas
bloqueia o desenvolvimento desta doenca, mas a faz regredir apds a sua instalacao
(Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008), sendo que os efeitos deste doador de NO se
refletiram tanto na obteng¢do de histologias normais do tecido hepatico como na
normalizacdo dos marcadores de peroxidagdo lipidica, e também foi possivel observar
uma diminuicdo no ganho de massa dos animais submetidos a dieta hiperlipidica quando
tratados com a SNAC (de Oliveira 2008). Os efeitos observados poderiam ser explicados
pelas acdes do NO no metabolismo: estudos demonstraram que o NO regula o
metabolismo de glicose, 4cidos graxos e aminodcidos em mamiferos, estimula o

transporte de glicose e a oxidacdo de glicose e acidos graxos no musculo esquelético,
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coragdo, figado e tecido adiposo, estd envolvido na biogé€nese mitocondrial (Jobgen

2006, Nisoli 2003), entre outras a¢des, como esquematizado na Figura 2.

| TLipdlise | M Biogénese

\ mitocondrial

‘MOxidagao de /

acidos graxos l

\ J'Sintese

glicogénio

‘MOxidacao
da Glicose

Figura 2. Efeitos do 6xido nitrico no metabolismo energético. Adaptado de Jobgen 2006.

Licenca n® 2692641236774.

Diante desses dados, o uso de S-nitrosotidis no tratamento da DHGNA e de
alteracdes metabdlicas se apresenta como uma alternativa promissora. Essa aplicacao foi
investigada no presente estudo, utilizando-se como modelo animal camundongos ob/ob
submetidos a dieta hiperlipidica e camundongos Swiss submetidos a dieta hiperlipidica
ou a dieta deficiente em metionina e colina. Durante os experimentos, observou-se que os
camundongos Swiss, de uma linhagem ndo isogénica, apresentam um perfil nao
homogéneo de ganho de massa quando submetidos a dieta hiperlipidica, e essa

heterogeneidade foi investigada.
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1.5. Propensao e Resisténcia a obesidade

A heterogeneidade no perfil de ganho de massa em animais expostos a dieta
hiperlipidica ja € conhecida e citada na literatura. Lauterio et al. (Lauterio 1994), que
desenvolveram uma dieta para modelo de obesidade em ratos Sprague Dawley, relataram
que apoés 15 semanas de dieta, os animais apresentaram um comportamento bimodal de
ganho de massa, sendo que metade deles ganham massa com facilidade, e sio chamados
pelos autores como ‘“ganhadores” ou “propensos” e a outra metade tem menor
susceptibilidade ao ganho de massa, os chamados “resistentes” a obesidade induzida por
dieta. Esse padrao desigual resulta em um modelo animal de obesidade com vantagens,
uma vez que permite estudar separadamente os efeitos da dieta hiperlipidica per se
(comparando os animais que receberam dieta hiperlipidica e os que receberam dieta
padrio) e os efeitos do estado obeso (comparando os animais propensos com 0S animais
resistentes) (Dobrian 2000). Alguns estudos ja t€ém demonstrado que existem diferengas
entre 0s animais propensos e resistentes a obesidade induzida por dieta que podem ser
responsaveis por essa diferenca no ganho de massa, como diferengas no gasto energético,
no quociente respiratorio e nos niveis plasmaticos de leptina, insulina e colesterol, além
de diferencas nas expressdes de neuropeptideos hipotalamicos orexigéncios (Gao 2002,
Huang 2003a e 2003b). Entretanto, a maioria desses estudos avalia as diferencas entre os
grupos propensos e resistentes apds um longo periodo de exposicao a dieta, dificultando
o esclarecimento de quais fatores sdo causa e quais sdo consequéncia do estado obeso.
No presente estudo, foi feita uma avaliagdo cinética por 4, 8 e 16 semanas dos
parametros metabdlicos de camundongos Swiss propensos e resistentes a obesidade

induzida por dieta hiperlipidica.
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2. Objetivos

Os objetivos gerais desse trabalho foram a caracterizagdo dos efeitos biologicos
causados pela administracdo orogastrica de GSNO e SNAC e a avaliacdo cinética da
propensao e resisténcia a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em modelos animais.
Mais especificamente, os objetivos foram:

(1) a avaliacdo de mudancgas no fluxo sanguineo géstrico da mucosa estomacal
quando exposta a solu¢des de GSNO e SNAC;

(2) a caracterizacdo da metabolizacdo da GSNO e SNAC apds a administracao
orogastrica;

(3) o acompanhamento da decomposi¢ao desses RSNOs em funcao do pH;

(4) a investigacdo de um possivel efeito da administracdo orogastrica de SNAC na
DHGNA e da administragdo de GSNO e SNAC no ganho de massa e na expressao de
neuropeptidios hipotalamicos induzidos pela ingestdo de dieta hiperlipidica e

(5) a avaliagdo cinética das alteragdes metabdlicas em modelo animal de propensao

e resisténcia a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Todos os experimentos utilizando-se animais foram realizados de acordo com as
normas internacionais estabelecidas no Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals e aprovados pelo Comité de Etica da UNICAMP sob o Protocolo N° 1755-1,

para o uso de animais de experimentacao em pesquisa.

3.2. Sintese da GSNO e SNAC

Para a sintese de GSNO, a glutationa (GSH) (3,000 g) foram inicialmente
dissolvidas em 16 mL. de HCl 0,5 M e sobre solu¢do foi adicionado nitrito de sédio
(NaNO;,) em quantidade equimolar (0,670 g). A solucdo foi mantida sob agitacdo
magnética, em banho de gelo e protegida da luz por 40 min, de forma a permitir a reacao
de S-nitrosacdo da GSH. Foram entdo adicionados 10 mL de acetona e a solugdo foi
mantida nas mesmas condi¢des por 10 min, a fim de que a GSNO formada fosse
precipitada de forma quantitativa. A GSNO solida foi filtrada, lavada 3 vezes com dgua
deionizada e acetona, liofilizada por 24 h e mantida em freezer.

A SNAC foi sintetizada reagindo-se quantidades equimolares de N-acetilcisteina
(NAC) com NaNO, em solucdo aquosa dcida, por 15 min, protegida da luz com papel
aluminio, para permitir a nitrosacdo completa do ti6l. Uma vez que ndo € possivel
precipitar a SNAC, diferentemente do que ocorre com a GSNO, as solu¢des de SNAC
obtidas pela reacdo de S-nitrosacdo da NAC foram subsequentemente diluidas, até que se
atingissem as concentracdes desejadas. As solucdes de GSNO foram preparadas pela
dissolu¢do da GSNO sélida em diferentes tampdes. As concentragdes das solugdes de
SNAC e GSNO foram averiguadas com base no espectro de absorbancia no UV-VIS,
utilizando-se €335 = 900 L mol”! cm’ (Aleryani 1998). Todas as solugdes foram usadas

imediatamente apds a preparacao.
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3.3. Efeitos das aplicacoes topicas de solucoes de GSNO, SNAC, NO, e NO;3 no
fluxo sanguineo gastrico

O efeito da solucao de GSNO e SNAC (600 pmol L' e 12 mmol L'l) e de NaNO, e
NaNO; (12 mmol L") no fluxo sanguineo da mucosa gdstrica foi avaliado pela técnica
da camara gastrica ex vivo, sendo que a medi¢ao do fluxo sanguineo gastrico (FSG) foi
realizada através do uso de fluxometria por laser-Doppler (Transonic) (Camara 2008 e
Ancha 2003). Essa técnica permite a medida de fluxo sanguineo até uma profundidade de
I mm de tecido, de forma continua em unidades de perfussdo tecidual (TPUs, do inglés
Tissue Perfusion Unit). Nessa técnica, a mucosa géstrica € exposta a aplicacdo topica de
solucdes de compostos a serem estudados e a alteracdo no FSG € avaliada pela
fluxometria por laser Doppler, em que a luz laser incide sobre a camada superficial da
mucosa e € espalhada pelos eritrécitos circulantes. Dependendo da velocidade dos
eritrocitos, a luz laser € deslocada para diferentes comprimentos de onda, gerando um
espectro de luz espalhada em oposi¢do a linha tnica de emissdo caracteristica do laser
incidente. O instrumento capta a luz espalhada e, de acordo com o espectro obtido, é
possivel obter uma medida relativa da velocidade dos eritrécitos e, portanto, do fluxo
sanguineo (Holloway 1977, Rajan 2009).

Para tal, foram utilizados ratos Sprague-Dawley (300-400 g), obtidos do biotério
do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Os
animais foram mantidos em caixas plésticas e tiveram acesso a racdao padrdo e dgua ad
libidum. Os ratos, ja em jejum por 12 h (n > 3 para cada grupo experimental), foram
anestesiados com halotano, colocados e mantidos em uma cama de acrilico aquecida por
cobertor elétrico (Harvard Apparatus) em temperatura de 37 °C controlada por meio de
termostato, durante todo o procedimento. O estdmago do animal foi exposto através de
laparotomia mediana e o piloro foi ligado com fio de algoddao 4-0. Em seguida, o
estdmago foi tracionado a partir da porcdo ndo glandular da grande curvatura com pinga
0.8 mm e aberto através da grande curvatura com o cuidado de evitar sec¢do do

suprimento arterial gastrico. O estdmago foi entdo colocado sobre uma plataforma de
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acrilico, e fixo com alfinetes sobre essa mesma plataforma. Um cilindro de acrilico foi
colocado sobre a mucosa géstrica, o que permite o banho da mucosa gastrica com
solucdes de RSNOs ou tampao. Essa preparacdo permite a manuten¢do do suprimento
sanguineo e controle neural e motor gastrico.

ApOs a preparacdo do animal na camara gastrica ex vivo, a mucosa gastrica foi
lavada trés vezes com solugcdo tampao pH 7,4, a 37 °C, e entdo colocou-se 5 mL de
solugdo tampao no banho da mucosa. A sonda do laser foi fixada sobre o corpo géstrico,
na camada glandular, mediante o uso de micromanipulador mecéanico (Harvard
Apparatus). Apés 10 min de equilibrio da preparagdo, foi dado inicio a gravagdo dos
dados, em intervalos de 30 s. O fluxo sangiiineo da mucosa com o banho de solugdo
tampao foi gravado por 5 min, e entdo o tampao foi retirado e substituido por solugdo de
RSNO, NaNO; ou NaNO; tamponada (600 pmol L' ou 12 mmol L‘l), pH7,4,a37°C. 0O
FSG sob efeito da solucdo foi registrado por mais 10 min. Apos esse intervalo, a solucao
foi retirada e substituida novamente por solucao tampao e o FSG foi gravado por 20 min
ou até que o FSG voltasse ao seu valor basal.

A partir dos dados obtidos, as respostas de FSG foram analisadas como varia¢ao
sobre o fluxo sanguineo basal obtido nos 5 min iniciais, uma vez que a técnica de
medicdo do fluxo sanguineo por laser Doppler € ttil para a monitoramento de mudancgas
no fluxo por tempo, ndo sendo adequada para medicao de fluxo sanguineo absoluto. A
normalizacdo do fluxo pelo valor basal permite desprezar as variacdes entre individuos e,

assim, a comparagao entre oS grupos.

3.4. Dosagem de Metabolitos de NO apés administracao orogastrica

Camundongos Swiss obtidos do CEMIB da UNICAMP (n = 5) com 12 semanas
foram deixados em jejum por 6-9 h, com acesso ad libidum a dgua desionizada, e entdao
amostras de sangue (100 pL) foram retiradas por um pequeno corte na ponta da cauda e

colocadas em tubos heparinizados.
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Para o experimento de cinética de aumento nos niveis plasméaticos de metabolitos de
NO em func¢do do tempo, os animais receberam por gavagem uma aliquota de solugdo de
SNAC 60 mmol L', de forma a atingir a dose de 365 pmol/kg e foram mantidos em suas
gaiolas, ainda em jejum. Novas amostras de sangue foram colhidas, de forma semelhante
ao descrito anteriormente, por 3 h, em intervalos de 30 min ou 1 h.

Para o experimento de dose resposta, camundongos Swiss (n = 28) foram separados
em 7 grupos: controle (animais receberam gavagem de tampao fosfato); SNAC 365 umol
(animais que receberam gavagem de solu¢io de SNAC 60,0 mmol L™, de forma a atingir
a dose de 365,0 umol/kg); SNAC 73 umol (animais que receberam gavagem de solucdo
de SNAC 12,0 mmol L', de forma a atingir a dose de 73,0 pmol/kg); SNAC 7,3 pmol
(animais que receberam gavagem de solu¢do de SNAC 1,2 mmol L™, de forma a atingir a
dose de 7,3 umol/kg); e 3 grupos nas mesmas concentracdes de SNAC 365, 73 e 7,3
umol/kg, porém utilizando-se GSNO no lugar de SNAC. Os procedimentos de gavagem
e coleta de amostras de sangue foram realizados da mesma forma que descrita acima,
com a diferenca de que foram coletadas amostras de sangue apenas uma vez, apos 1 h da
gavagem.

As amostras de sangue foram submetidas a centrifugacio por 15 min, a 4 °C e 3500
rpm, em centrifuga refrigerada (Eppendorf) imediatamente apds a coleta. O plasma foi
retirado com pipeta, transferido para tubos tipo eppendorf e mantido em freezer para
posterior quantificacao.

As concentracdes de SNO, nitritos e nitratos totais (NOy) presentes no plasma
foram medidas por quimiluminescéncia, utilizando-se o método do cloreto de vanadio,
que reduz NO,, NO5; e RSNOs a NO (Bateman 2002), em um analisador de NO (NO
Analyzer, Sievers). O funcionamento do instrumento consiste em, primeiramente,
converter as espécies a serem analisadas a NO por meio de uma solugdo redutora. Apds a
reacdo, o NO gasoso liberado € arrastado do frasco de reacdo do instrumento por fluxo de

nitrogénio até a camara de reacdo. Antes de chegar a cimara de reacdo, hd um
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condensador e um trap com solucdo de NaOH, para condensar o vapor de dgua e

neutralizar vapores acidos. A Figura 3 ilustra os elementos externos do analisador.
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Figura 3 - Ilustracdo dos componentes externos do analisador de NO. Adaptado do

manual do instrumento — NO Analyzer (modelo NOATM 280i, Sievers).

Na camara de reacdo, ha geracdo de ozdnio (Os), que reage com o NO arrastado,
formando diéxido de nitrogénio no estado excitado (NO,’), que retorna ao estado
fundamental, emitindo radiacdo num comprimento de onda de 600 nm, que é detectada
através de um tubo fotomultiplicador (Yang 1997). A reacdo de quimiluminescéncia

responsdvel pela detec¢do é descrita pelas equacoes 6 e 7:

NO + 03 - 1\102>l< + 02 (6)
NO,* > NO, + hv (7)

No método do cloreto de vanddio, a solug¢do redutora € preparada pela dissolucao de

cloreto de vanadio (III) em solugio de HCl 1 mol L™, resultando em uma solugio
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saturada, que € filtrada a vacuo em funil de Buchner com papel de filtro. A solucdo foi
mantida em geladeira e utilizada no maximo 4 d apds o preparo. A reducdo do NOj a

NO ¢é descrita na equacgdo 8 (Vassilakopoulos 2007):

ONO; + 3V +2H,0 = 2NO + 3VO," + 4H* (8)

Essa solu¢cdo também € capaz de reduzir NO, e RSNOs a NO, e, portanto, a solugdo
de cloreto de vanadio (III) € utilizada para quantificacdo do pool total de espécies de NO.

No dia das andlises, a solu¢do de cloreto de vanddio foi colocada no frasco de
reacdo do instrumento, esse foi aquecido a 95 °C por jaqueta termostatizada, e esperou-se
a estabilizacdo da linha base por c.a. 30 min. A curva de calibra¢do foi obtida com
injecdes de solugdo padrio de NaNO; na concentracio de 9,0 pmol L. Para a andlise de
plasmas, foram injetadas aliquotas no volume de 1 pL, em triplicata. As areas dos picos
obtidos foram interpoladas nos dados da curva de calibragdo construida utilizando-se o

software do instrumento.

3.5. Cinética da decomposicao de RSNOs em funcao do pH e caracterizacao dos
produtos de decomposicao

As cinéticas de decomposicio de solugdes de GSNO e SNAC (1 mmol L), em

solugdes tampao contendo etilenodiaminotetraacetato de sédio (EDTA) (3,4 mmol L)

em pHs 3, 5,7, 9 11 e 13, a 25 °C, em triplicata, mantidas ao abrigo da luz, foram
avaliadas pelo monitoramento do espectro de absorbancia das solu¢des na faixa de 220-
1100 nm referenciado contra o ar, usando um espectrofotometro de arranjo de diodos
(Hewlett—Packard, Modelo 8453). Como controle de decomposicao térmica, uma parte
da solucdo de GSNO de pH 7 foi mantida a 40 °C. A concentracdo de GSNO e SNAC
nas solucdes foi calculada a partir da banda de absor¢do caracteristica, na regiao de 336

nm, com o uso de uma cubeta de quartzo de caminho 6tico de 10 mm.
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As solugdes tampao foram preparadas da seguinte forma: para 20 mL de solucdo de
pH 3,0 utilizou-se 4,0 mL de solu¢ao de Na,HPO, 0,1 mol L'e 16,0 mL de solugdo de
4cido citrico 0,1 mol L. A obtencdo de solucdo de pH 5,0 foi feita a partir das solucdes
anteriores, nas quantidades de 10,3 mL e 9,7 mL, respectivamente, ao passo que para o
pH 7,0 utilizou-se 16,5 mL e 3,5 mL, respectivamente. J4 os tampdes de pH 9,0, 11,0 e
13 foram preparados a partir de solucdes de glicocol 0,1 mol L' e NaOH 0,1 mol L.
Para cada 10 mL de tampao de pH 9,0, utilizou-se 9,0 mL de solucao de glicocol e 1 mL
de solu¢ao de NaOH. Para o pH 11,0, utilizou-se 5,0 mL e 5,0 mL, respectivamente e
para o pH 13, 1,0 mL e 9,0 mL respectivamente. Os pHs das solu¢des foram aferidos
através de eletrodo de pH (Orion). As absorbancias iniciais foram normalizadas e as
velocidades iniciais de decomposi¢cdo da GSNO e SNAC nas diferentes condicdes de
andlise foram calculadas com base na inclinacdao das retas obtidas através da regressao
linear dos pontos experimentais da secdo inicial (menos de 10% da reacdo) das curvas
cinéticas de decomposigao.

Para a solucdao de GSNO em pH 13, analisou-se a formacdo do anion NO, através
da técnica de quimiluminescéncia, no mesmo instrumento (NO Analyzer -Sievers), pelo
método do 4cido ascorbico em 4cido acético glacial, que garante a quantificacdo seletiva
de NO, sem interferéncia de RSNOs ou nitratos (Nagababu 2007). Para tal, colocou-se
no frasco de purga 1 mL de 4dcido ascérbico 0,5 mmol L' e 7 mL de 4cido acético
glacial, em temperatura ambiente. A curva de calibracdo foi obtida com injecdes de
solucdes com concentragdes conhecidas de NaNO,. Para se determinar a quantidade
inicial de NO, presente na GSNO, resultante de residuos de sua sintese, injetou-se 4 puL
de uma solucio aquosa de GSNO 1 mmol L. A seguir, apés o preparo da solucio de
GSNO em tampao de pH 13, injetou-se, a cada 15 min, 4 uL desta no frasco de purga, a
fim de se quantificar o nitrito formado como produto da reacdo de decomposicao. Esse
procedimento foi realizado até se completar 2 h de reagdo, tempo necessdrio para o

decaimento total da banda de absorcdo da ligagdo S-NO em 336 nm, em triplicata. As
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areas dos picos obtidos foram interpoladas nos dados da curva de calibracao construida
utilizando-se o software do instrumento.

As quantificacdes de glutationa na forma reduzida (GSH), da GSH oxidada (GSSQG)
e da GSNO foram feitas utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia- HPLC
(Shimadzu). Os paramétros utilizados foram: coluna Polaris C18 (4,5 x 150 mm - 3 um);
fluxo: 1,0 mL/min; temperatura da coluna: 25°C; volume de injecao: 20 pL; detector: UV
em 220 nm; fase mével: mistura de 900 mL de solugdo de 4cido trifluoroacético 0,1 %
(v/v),de pH =2,2 com 100 mL de solu¢do aquosa de acetonitrila 40 % (v/v).

Para a quantificacdo de GSH e GSSG como produtos de decomposicado, as solucdes
de GSNO em pH 3 e 13 foram mantidas a 25 °C, ao abrigo da luz, por 3 d e 1 h,
respectivamente; e a solu¢do de GSNO em pH 7 foi mantida a 40 °C, ao abrigo da luz,
por 3 dias. Aliquotas foram retiradas e analisadas por HPLC. Como padrdes, foram
utilizadas GSH e GSSG obtidas da Sigma Aldrich, utilizadas sem prévia purificacio, e

GSNO sintetizada em nosso laboratorio, conforme descrito acima.

3.6. Metabolismo de RSNOs em sangue

A quantificagdo de GSNO em plasma e em sangue foi feita utilizando-se
cromatografia liquida de ultra eficiéncia- UPLC (Waters). Os paramétros utilizados
foram: coluna Acute UPLC BEHCI18 (2,1 x 50 mm — 1,7 um); fluxo: 0,08 mL/min;
temperatura da coluna: 25 °C; volume de inje¢ao: 10 pL; detector: 334 nm; fase movel:
mistura de 900 mL de solucdo de 4cido trifluoroacético 0,1 % (v/v), de pH = 2,2 com
100 mL de solugdo aquosa de acetonitrila 40 % (v/v) (fase A) e metanol (fase B).

Foram retiradas amostras de sangue de voluntérios sauddveis em tubos contendo
EDTA e essas foram utilizadas no periodo maximo de 30 min, sendo mantidas em banho
de gelo até o inicio dos experimentos e ao abrigo da luz durante todo o experimento. Para
o uso de plasma, o sangue foi centrifugado por 15 min, a 4 °C, 3500 rpm, e o plasma foi
retirado e imediatamente utilizado. Antes de todas as andlises, a curva de calibrag¢do foi

obtida pela injecdo de plasma e solu¢ido tampao fosfato (PBS) pH 7,4 contendo GSNO
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adicionada em concentra¢des conhecidas (de 10 pmol L™ a 10 mmol L™). O controle foi
feito pela injecdo de plasma desproteinizado sem adicdo de GSNO e de 4cido
tricloroacético (TCA) usado no processo de desproteinizacdo. O limite de detecc¢ao foi
avaliado injetando-se solu¢des de GSNO em diferentes concentracdes e foi atribuido a
menor concentragcdo cuja variacdo entre a area das triplicatas fosse menor do que 5%.

Para os ensaios de estabilidade, as amostras de sangue ou plasma (n = 3) receberam
a adi¢cdo de solucdo tamponada de GSNO (pH 7,4) de forma a atingir as concentracoes
finais de 10 mmol L™, 40 ou 80 pmol L™ e foram mantidas em banho a 37 °C, ao abrigo
da luz. Aliquotas de plasma ou sangue foram retiradas imediatamente apds a adicdo de
GSNO e 1 ou 2 h depois. As amostras de sangue foram centrifugadas como descrito
acima para a separa¢do do plasma. O plasma foi desproteinizado pela adicdo de 100 uL
de TCA 200 mmol L' 2 400 uL de plasma, seguido de centrifugacdo por 10 min, a 4 °C,
11000 rpm (Schott 2007). O sobrenadante foi retirado, filtrado com filtros para seringa
0,2 um (Millipore) e injetado no UPLC, segundo as condi¢Oes descritas acima.

A quantificacdo de GSNO no plasma de camundongos apds a administracdo
orogastrica foi feita através da gavagem de camundongos Swiss obtidos do CEMIB da
UNICAMP (n = 5) com 12 semanas, que foram deixados em jejum por 6 h, com acesso
ad libidum a agua desionizada. Os animais receberam uma aliquota de solucao de PBS
pH 7.4 (grupo controle) ou GSNO 60,0 mmol L™ (grupo GSNO) por via orogéstrica, de
forma a atingir a dose de 365 umol/kg e foram mantidos em suas gaiolas, ainda em
jejum, por 1 h. Apds esse intervalo, os animais foram anestesiados com halotano, mortos
por deslocamento cervical e o sangue foi retirado imediatamente por punc¢do cardiaca e
colocado em tubo heparinizado. O plasma foi separado, desproteinizado, filtrado e

analisado por UPLC conforme descrito acima.
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3.7. Metabolismo de RSNOs em tecidos

Para a avaliagdo da decomposicdo da GSNO em lisados de estobmagos e figados,
ratos Sprague-Dawley (300-400 g), obtidos do biotério do CEMIB da UNICAMP foram
postos em jejum por 12 h (n = 4), anestesiados com halotano, mortos por deslocamento
cervical, o estbmago e o figado foram expostos através de laparotomia mediana e
retirados. O estdmago foi aberto pela grande curvatura e as paredes interna e externa
foram lavadas suavemente com PBS, para retirar resquicios do bolo alimentar. Amostras
do estdmago ou figado (0,2 g) foram extraidas em 10 ml de PBS pH 7,4 contendo EDTA
1,0 mmol L' utilizando-se homogeneizador de alta frequéncia (IKA) e receberam
aliquotas de solucdao de GSNO em PBS pH 7.4, de forma a atingir a concentracgdo final de
1 mmol L. Aliquotas dos lisados contendo GSNO foram retiradas imediatamente apés a
adicdo de GSNO e 1 e 2 h depois. As aliquotas foram centrifugadas por 15 min, a 4 °C,
11000 rpm e o sobrenadante foi retirado e congelado para posterior andlise. As amostras
foram descongeladas no dia da andlise, receberam aliquota de N-etilmaleimida (NEM),
em concentracdo final 10 mmol L', para alquilar grupos tidis livres e previnir a
transnitrosacao (Bramanti 2011) e foram desproteinizadas pela adicdo de TCA conforme
realizado com as amostras de plasma.

A concentracio de GSNO remanescente nos sobrenadantes foi avaliada por
quimiluminescencia, pela técnica de reducdo do grupo SNO por dcido ascérbico em pH
11, baseado no método de Nagababu (Nagababu 2006). Nestas condi¢des o anion NO,
nao é reduzido a NO livre, portanto, a condicdo de reducdo € especifica para S-
nitrosotidis. Para a realizac@o das andlises, colocou-se no frasco de purga solucdo aquosa
de 4cido ascérbico 160 mmol L' em pH 11 (o pH foi corrigido utilizando-se solugio de
NaOH 1 mol L") e a curva de calibracio foi obtida pela injecdo de aliquotas de
concentracdes conhecidas de GSNO. Os sobrenadantes foram injetados no instrumento, €
as 4areas dos picos obtidos foram interpoladas na curva de calibracdo construida,

utilizando-se o software do instrumento.
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3.8. Administracio orogastrica de SNAC e GSNO em modelos animais de doenca do
figado gorduroso e obesidade induzida por dieta hiperlipidica

O efeito do tratamento com SNAC no desenvolvimento da DGHNA foi investigado
em camundongos ob/ob e camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica
(HFD), cuja fonte principal de lipidios € banha de porco. Camundongos ob/ob de 15
semanas fornecidos pela Profa. Claudia Pinto Marques Souza de Oliveira, do
Departamento de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao
Paulo, foram mantidos em grupos de 2 ou 3 por gaiola com acesso a dieta e dgua ad
libidum, em temperatura controlada (20 °C) e submetidos a ciclo de claro:escuro de 12h.
Os animais foram mantidos por 1 semana para aclimatizacdo no biotério do Laboratorio
de Sinalizacdo Celular da UNICAMP e foram entdo randomicamente divididos em 2
grupos: controle HFD (n = 5), (animais alimentados ad libidum com dieta hiperlipidica
(20% proteina, 35% carboidrato, 45% lipidio) e que receberam diariamente 200 pl de
PBS pH 7.4 por gavagem); e grupo tratado com SNAC (n = 6), (animais alimentados ad
libidum com HFD e que receberam administracdo oral de solucdo tamponada de SNAC
(1 mmol L', pH 7,4) por gavagem, diariamente). A aliquota administrada da solucdo de
SNAC foi calculada de forma que a dose didria fosse 7,3 umol/kg/dia. Apds 4 semanas
de tratamento, os animais foram anestesiados com mistura de ketamina e xilazina, e
fragmentos de figado foram retirados, fixados em paraformaldeido, seccionados e as
laminas foram coradas com hematoxilina - eosina. O grau de esteatose hepatica nas
laminas foi avaliado por um patologista cegado em relacdo a identidade dos animais.

Camundongos machos Swiss (Unib:SW) de 4 semanas foram obtidos do CEMIB e
mantidos em grupos até completarem 7 semanas, quando foram entdo separados em
gaiolas individuais e mantidos por 1 semana para aclimatizacdo. Os animais foram entdo
randomicamente divididos em 4 grupos (n = 8): controle dieta padrdo, (animais
alimentados ad [libidum com ragdo padrio (20% proteina, 70% carboidrato, 10%
lipidio)); controle HFD, (animais alimentados ad [libidum com HFD); tratados com

SNAC, (animais alimentados ad libidum com HFD que receberam administracdo oral de
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solucdo de SNAC por gavagem, diariamente, na dose de 7,3 umol/kg/dia); e tratados com
GSNO, (animais alimentados ad libidum com HFD que receberam administra¢ao oral de
solucdo de GSNO por gavagem, diariamente, na dose de 7,3 pmol/kg/dia). A massa dos
animais foi medida semanalmente apds o inicio da dieta e do tratamento. Apds 8 semanas
de tratamento, os animais tratados com GSNO foram anestesiados com halotano e mortos
por deslocamento cervical. Ap6s 12 semanas de tratamento, os animais restantes foram
anestesiados com mistura de ketamina e xilazina, e fragmentos de figado foram retirados,
fixados em paraformaldeido, seccionados e as 1aminas foram coradas com hematoxilina -
eosina. O grau de esteatose hepética nas laminas foi avaliado por um patologista cegado

em relacdo a identidade dos animais.

3.9. Administracao oral de solucio de SNAC em modelo animal de esteatose
hepatica induzida por dieta deficiente em metionina e colina

Camundongos Swiss obtidos do CEMIB da UNICAMP foram mantidos em gaiolas
individuais, com acesso a dieta e dgua ad libidum e submetidos a ciclo de claro:escuro de
12h. Os animais, entdo com 8 semanas, foram randomicamente divididos em 3 grupos (n
= 8): controle dieta padrdo, animais alimentados ad libidum com rag¢do padrio; controle
dieta deficiente em metionina e colina (MCD), alimentados ad libidum com MCD
(Tabela 1) e que receberam gavagem com veiculo diariamente; e tratados com SNAC,
(animais alimentados ad libidum com dieta MCD, que receberam administra¢do oral de
solu¢do tamponada de SNAC por gavagem, diariamente, na dose de 7,3 umol/kg/dia).
Ap6s 12 semanas de tratamento, os animais foram anestesiados com mistura de ketamina
e xilazina, e fragmentos de figado foram retirados, fixados em paraformaldeido,
seccionados e as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina. O grau de esteatose
hepatica nas laminas foi avaliado por um patologista cegado em relagcdo a identidade dos

animais.
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Tabela 1. Composicdo da dieta deficiente em metionina e colina. Informacao do fabricante.

Ingredientes g/kg
Sacarose 500
Caseina 200
Amido 155
Celulose 50
Oleo de milho 50
Mistura mineral 35
Mistura vitaminica 10
DL-metionina 0
Bitartarato de colina 0
Tertbutilhidroquinona (TBH) ~0,01

3.10. Propensao e Resisténcia a obesidade em camundongos Swiss expostos a dieta
hiperlipidica

Camundongos machos Swiss (n = 60) de 8 semanas, com diferencas de massa
menores que 10% entre eles, foram alimentados com HFD ad libidum por até 16
semanas e foram separados quanto a massa apds as 4 primeiras semanas: os 15 animais
com maior massa foram chamados de “propensos” e os quinze com menor massa foram
chamados de “resistentes”. Apods 4, 8 e 16 semanas de dieta, cinco animais de cada grupo
foram mortos e fragmentos do hipotdlamo foram retirados e extraidos para posterior
quantificacdo de mRNA de neuropeptidios reguladores da fome - proopiomelanocortina
(POMC), transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART), peptideo relacionado a
agouti (AgRP) e neuropeptideo Y (NPY) - pela técnica de reacdo em cadeia da

polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), corrigido pelo controle endégeno
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gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH), conforme ja descrito (Moraes 2009).
(Ensaio feito pela doutoranda Joseane Morari, do Laboratorio de Sinalizacdo Celular, sob
orientacdo do Prof. Licio A. Velloso — FCM-Unicamp). Testes de tolerancia a insulina e
a glicose foram realizados 4 e 2 dias antes da morte dos animais, respectivamente.

Para a realizagdo do teste de tolerancia a insulina (ITT), os animais foram colocados
em jejum por 6 h e submetidos a administragdo intraperitonial de solu¢do de insulina (1.5
U/kg). Amostras de sangue foram coletadas antes e depois da aplicacao de insulina em
intervalos de 5 min por um periodo total de 30 min. A quantidade de glicose nessas
amostras foi determinada utilizando-se glicosimetro (Abbott). Os valores de glicose
foram plotados e a constante de velocidade para o desaparecimento da glicose (Kyrr) foi
calculada (Zecchin 2005).

Para a realizacdo do teste de tolerancia a glicose (GTT), os animais foram colocados
em jejum por 6 h e submetidos a administragdo intraperitonial de solucdo de glicose
(25% m/m), sendo que cada animal recebeu 4 ml/kg. Amostras de sangue foram
coletadas antes e depois da aplicacio de glicose em intervalos de 30 min, por um periodo
total de 2 h. A quantidade de glicose nessas amostras foi determinada utilizando-se
glicosimetro (Abbott). Os valores de glicose foram plotados e a 4rea sob a curva

resultante foi calculada (de Souza 2007).

3.11. Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados estudando-se os grupos de animais em paralelo.
Para comparacdo do efeito da aplicacdo de solucao de GSNO, NO, e NOj; no fluxo
sanguineo gastrico, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon; para todas as
outras comparacoes, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As anélises
foram feitas através dos softwares Minitab 15 e Instat. O valor de p <0,05 foi

considerado significativo. Os dados sd@o expressos com o erro padrao.
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4.Resultados e Discussao

4.1. Efeitos das aplicacoes topicas de solucoes de GSNO, SNAC, NO, e NO;3 no
fluxo sanguineo gastrico

Os efeitos da aplicagdes topicas de solugdes de RSNOs, NaNO, e NaNO; no FSG
em ratos Sprague-Dawley foram avaliados utilizando-se o método da cAmara gastrica ex

vivo e a fluxometria por laser Doppler. A Figura 4 apresenta os dados de FSG obtidos

para a aplicacdo de SNAC e GSNO (600 pmol L™).
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Figura 4. Efeito da aplicacdo de solugdes tamponadas de SNAC e GSNO (600 pmol L
Y, pH 7.4, no fluxo sanguineo géstrico, expresso em unidades de perfusio tecidual

(TPU), em ratos Sprague-Dawley.
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Como pode ser observado a partir da Figura 4, a aplicacdo das solu¢des de GSNO
ou SNAC levou a um aumento no FSG, com pico em c.a. 7 min ap0s a aplicagdo (tempo
total de c.a. 17 min) e, com a substituicdo do RSNO pelo tampao, o FSG voltou ao seu
valor basal ap0s c.a. 5 min (tempo total de c.a. 25 min). Também € possivel perceber que
os efeitos da GSNO e da SNAC sao bastante similares tanto no perfil de aumento de
FSG, quanto no retorno ao fluxo basal e também nos valores miximos de FSG
alcancgados.

Esses resultados indicam que as diferencas estruturais entre essas duas moléculas
ndo influenciam suas agdes vasodilatadoras no FSG. Avaliou-se entdo o efeito da
concentracdo do RSNO sobre as alteragdes do FSG. Os dados obtidos para a aplicacao
com SNAC em duas concentracdes diferentes (600 umol L™ e 12 mmol L") estdo

apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Efeito da aplicacio de solucdes tamponadas de SNAC (600 pumol L™ e 12

mmol L) (n=3) e de solucio tampio pH 7 (controle) no fluxo sanguineo gastrico.
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Como pode ser observado na Figura 5, a aplicacdo de SNAC (t = 5 min) resultou no
aumento significativo do fluxo sanguineo em rela¢ao ao controle nas duas concentragoes
utilizadas (p< 0,001, para controle versus SNAC 12 mmol L' e p = 0,0403 para controle
versus SNAC 600 pmol L™"). Esse aumento atinge o seu maximo aproximadamente 3 min
apos a exposicao (tempo total de c.a. 7,5 min) e, quando a solucdo de RSNO ¢ substituida
por solu¢cdo tampao (tempo total = 10 min), o fluxo retorna ao seu valor basal em
aproximadamente 13 min (tempo total de c.a. 23 min). As duas concentracoes diferem
quanto ao efeito no FSG em relacdo ao controle (p < 0,001), entretanto, a diferenca entre
as respostas obtidas com as solucdes 600 umol L e 12 mmol L' foi menor do que
esperada, uma vez que um aumento de 20 x na concentracdo levou a apenas um leve
aumento no FSG. A baixa correlagdo entre concentracdo e efeito no FSG observada pode
se dever as variagOes entre os animais, que devem responder de formas diferentes ao
estimulo. Assim, o uso de um nimero maior de animais para cada concentragao poderia
levar a uma dose resposta mais significativa. Outra hipétese que poderia ser considerada
é a de que a dose de 600 umol L' ji causa um relaxamento quase maximo da
musculatura lisa, limitado por questdes mecanicas, resultando no aumento préximo ao
mdximo no FSG; sendo assim, o aumento para a concentracio de 12 mmol L™ ndo
alteraria de forma relevante o aumento no fluxo sanguineo gastrico.

O efeito da GSNO no FSG foi comparado ao causado pela aplicagdo de solucdes
de NaNO, e NaNOj3, nas mesmas concentracdes e os dados obtidos estdo apresentados na

Figura 6.
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Figura 6. Efeito da aplicacdo de solugdes tamponadas de GSNO, NaNO, e NaNO; (12

mmol L) (n=4) no fluxo sanguineo gastrico.

Como pode ser observado a partir da Figura 6, as aplicacdes das solugdes de
GSNO, NaNO, e NaNO; levaram ao aumento do FSG em rela¢do ao fluxo controle nos 5
min iniciais (p = 0,004, para controle versus GSNO; p = 0,004 para controle versus
NaNO, e p = 0,006 para controle versus NaNQOj). A solucdo de GSNO levou a um
aumento maximo no FSG bem mais pronunciado do que o observado para o NaNO, e
NaNO; (p< 0,001), com valor maximo c.a. de 5 x maior do que os obtidos pela aplicacao
de solucdes equimolares de nitrito ou nitrato, e a solu¢cdo de NaNQO, apresentou diferenca
em relacdo a solucdo de NaNO; (p< 0,001). O perfil de variacio no FSG foi também
diferente entre o0 RSNO e os anions NO, e NO;, uma vez que o pico maximo de

aumento no FSG causado pela exposicao ao NO, foi atingido apds c.a. 10 min da
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aplicacdo (tempo total de c.a. 15 min), enquanto que o aumento resultante da exposi¢ao a
GSNO ocorreu c.a. de 7 min (tempo total de c.a. 10 min).

O aumento de fluxo sanguineo causado pela exposi¢io aos RSNOs pode ser
entendido como resultado da quebra da ligacao S-NO da GSNO ou SNAC, com liberacdo
do NO, que ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs), iniciando assim a cascata de
sinalizacdo para o relaxamento muscular (Francis 2010). A quebra da ligacao S-NO pode
ocorrer por dois mecanismos distintos: a redu¢do do RSNO por um agente redutor; ou a
decomposi¢ao catalisada térmica ou fotoquimicamente. Esse ultimo mecanismo leva a
formagcdo do dimero do tiél (RSSR) e liberagcdo de NO (Oliveira 2002), segundo a
equacao (9):

2 RSNO - RSSR +2NO 9)

A decomposi¢do térmica de solucdes de GSNO e SNAC no escuro na concentragao

utilizada nos experimentos foi avaliada e esta apresentada na Figura 7.

32



L GSNO
= 8= ] .
1,00 j@+———§—
*—
—.
]
e
0,95 SNAC
©
'©
C
«©
2
9 0,90
Ke]
<
0,85
0,80 - T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo/min

Figura 7. Curvas cinéticas de decomposicio de GSNO e SNAC (12 mmol L") em pH
7,4, 37 °C, ao abrigo da luz, baseadas na variacdo espectral da banda caracteristica dos

RSNOs em 336 nm.

Como pode ser observado a partir da Figura 7, no periodo em que o fluxo sanguineo
se encontra em seu valor maximo (tempo total de c.a. 10 min), a decomposi¢do térmica
da GSNO nao ¢ significativa e a da SNAC € menor do que 5%. Desta forma, a
concentracdo de NO livre na solucdo, resultante apenas da decomposi¢do térmica
espontanea dos RSNOs neste periodo deve ser muito baixa e é pouco provavel que ela
seja a responsavel pelos aumentos de FSG observados. Uma vez que a decomposicao
fotoquimica de RSNOs requer intensidades de radiacdo UV-VIS muito maiores que as
presentes na luz ambiente (Hogg 2002) para ocorrer em uma extensao significativa, a
catdlise pela luz ambiente neste intervalo de tempo € também pouco provavel como
causa da liberacao de NO. Estas considera¢des permitem propor que a liberacdao de NO a

partir dos RSNOs utilizados deve estar associada a agdo de agentes redutores encontrados
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endogenamente, como o dcido ascorbico. O 4cido ascorbico pode reduzir RSNOs, com
subsequente liberacdo de NO, através do ataque nucleofilico pelo oxigénio do ascorbato
ao dtomo de nitrogénio da ligagdo SNO, levando a liberacao do tidl e a formagao do O-
nitrosoascorbato, que se decompde por um mecanismo radicalar, gerando d4cido

dehidroascorbico e NO, segundo o Esquema 1 (Smith 2000, Holmes 2000).

OH OH
(3 ONO
— =
HO o GSNO / H+ HQ o
e} X (6]
GSH
OH OH
NO
? OH
o
HO o
o
OH
GSNO
GSH
( ONO
O' .
HQ o NO
o -« \
OH
Esquema 1

Um outro possivel agente redutor € o sistema tioredoxina (Trx-(SH),)-tioredoxina
redutase (TR). A fun¢do enddgena da proteina Trx-(SH), é a regulacdo de proteinas que
contém tidis, pela reducdo das ligacdes S-S das proteinas alvos através da oxidagdo de

seus proprios grupamentos SH, gerando Trx-S,, que sdo novamente reduzidos a Trx-
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(SH), pela atividade da TR dependente de NADPH (Nikitovic 1996, Stoyanovsky 2005,
Sengupta 2007). J4 foi reportado na literatura que a Trx-(SH), desnitrosa RSNOs
(Nikitovic 1996, Sengupta 2007); entretanto, o mecanismo dessa reacdo ainda nio estd
completamente elucidado, sendo que alguns autores apontam que ocorra liberacdo de
nitroxila (NO), que também apresenta acao vasodilatadora (Favaloro 2007, Irvine 2008),
enquanto outros estudos apontam que a reagdo libera NO (Stoyanovsky 2005, Nikitovic

1996, Sengupta 2007, Arai 2008), conforme demostrado no Esquema 2.

Tr
S
HNO ‘
Tr Tr )/
S

SH  GsNO SNO
SH GSH SH

N\g\ s ? T
N ;
0,
Tr
S
02— +
s

Esquema 2

Com os dados obtidos no presente estudo, ndo foi possivel afirmar qual ou quais
agentes redutores estariam agindo na desnitrosacdo da GSNO e da SNAC, levando aos
efeitos de aumento do fluxo sanguineo gdastrico observados e mais estudos serdao
necessarios para a elucidacdo desse mecanismo.

O fato da aplicacdo de solu¢ao de GSNO ter apresentado acido vasodilatadora mais
potente que as solugdes de NO, e NOj; pode ser entendido como consequéncia de uma

maior facilidade de redu¢dao da GSNO a GSH e NO do que de redugdo dos ions NO, e
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NOj; a NO. Deve-se considerar também que a redu¢do da GSNO ode estar associada a
presenca de proteinas especificas desta reacao.

Esses resultados tém implicacdes tanto para a aplicacdo terapéutica dos RSNOs
quanto para a bioquimica do NO no sistema gastrico. Para a terapéutica, os dados
demonstram que os RSNOs levam a um aumento no FSG mais intenso e mais rapido do
que os atingidos com a aplicacdo de NO, e NOj, fato a ser considerado na abordagem
que propoe a administracdo de nitritos e nitratos para a prevencgao das ulceras gastricas
causadas pelo uso cronico de AINEs. Os AINEs sdo inibidores de prostaglandinas,
moléculas que estimulam as células epiteliais a liberar muco e bicarbonato, que sao
potentes vasodilatadoras e que, portanto, protegem a mucosa gastrica de danos, ja que um
répido aumento no FSG da mucosa depois da exposi¢cdo a um agente irritante permite a
remo¢ao do composto téxico, € 0 muco protege a mucosa do agente irritante (Wallace
2008). Consequentemente, a inibicdo dessas propriedades pelo uso de AINEs leva a
danos na mucosa gastrica. Uma vez que existem propostas terapéuticas para a
administracdo de nitritos e nitratos conjuntamente com os AINEs para diminuir os efeitos
colaterais desses farmacos (Lundberg 2008 e 2010), os dados obtidos sugerem que os
RSNOs poderiam ter efeito mais potente no FSG e, consequentemente, melhor efeito na
prevencdo dos danos causados pelo uso cronico de AINEs.

Para a bioquimica do NO no sistema gastrico, o fato de que os RSNOs apresentam
efeito mais pronunciado do que o NO, no FSG nas condi¢Oes estudadas se soma a
suposi¢ao de que os RSNOs formados no estdmago a partir do nitrito possam exercer
acoes fisioldgicas na mucosa gastrica. Como citado na introducao, a produ¢do endégena
de NO ocorre atraves de uma classe de enzimas, as NOSs, e a oxidacdo do NO formado
gera nitrito e nitrato. A ingestdo de nitrato presente na dieta é a outra fonte de NO, /NO;5
para os mamiferos, sendo que essa via dietética pode fornecer quantidades relevantes
desses 6xidos de nitrogé€nio, uma vez que muitos vegetais sdo particularmente ricos em

NO;: um prato de vegetais de folhas verdes, como alface ou espinafre por exemplo,
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contém mais nitrato do que ¢ formado endogenamente pelas trés isoformas de NOS
combinadas em um dia (Lundberg 2008).

A via do NO,/NO; proveniente da dieta inicia-se com a ingestdo de componentes
contendo nitrato, que € reduzido a NO, enzimaticamente pela flora comensal da
cavidade oral, uma vez que nao ha nos mamiferos uma enzima para a redu¢cdo de NO;'.
Quando a saliva contendo nitrito chega ao estdmago, grande parte do NO,™ € protonado a
acido nitroso (pKa = 3,2-3,4), que se decompde a NO e outros 6xidos de nitrogénio,
segundo as equacdes (2) e (3). A reducdo de NO, a NO é aumentada por compostos
redutores como vitamina C e polifendis. O nitrato e o nitrito restantes sdo absorvidos
pelo intestino delgado e vao para a circulacao sistémica. Uma parte do nitrato € excretado
na urina e aproximadamente 25% ¢ extraido pelas glandulas salivares e concentrado na

saliva, onde o ciclo reinicia (Lundberg 2008), conforme esquematizado na Figura 8.
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Figura 8. Ciclo entérico salivar do nitrito, nitrato e 6xido nitrico em humanos. Adaptado

de (Lundberg 2008). Licenca n © 2692620744352.

Estudos recentes demonstram que a via do nitrato de fonte dietética parece ter
efeitos sisttmicos como diminuicdo da pressdo sanguinea e inibicdo da agregacdo
plaquetaria, e efeitos gastricos como inibi¢ao dos danos causados por AINEs. Webb et al.
(Webb 2008) administraram suco de beterraba, que contém altas doses de nitrato, a
humanos sauddveis e 3 h depois da ingestdo a pressdo sanguinea foi reduzida
significativamente, o que se correlacionou com o pico do aumento da concentragdao
plasmadtica de nitrito. Quando a conversao entero-salivar de NO5; a NO, , que ocorre
atraves do intermédio de bactérias presentes na superficie da lingua, foi interrompida (os

voluntdrios cuspiram a saliva antes e durante a ingestdo do suco), ndo foi possivel

38



observar alteracdes nos niveis de nitrito plasmatico nem efeitos na pressdo sanguinea.
Jannson et al. (Jansson 2007) administraram nitrato de sdédio oralmente a ratos, em uma
dose equivalente a encontrada em uma dieta rica em vegetais, e cloreto de s6dio como
controle, por uma semana e induziram lesdes géstricas por administracdo aguda de
diclofenaco. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com nitrato diminuiu as
lesdes causadas por diclofenaco, e aumentou a espessura do muco.

Entretanto, além da formacdo de NO no estomago, o NO;  dietético pode levar
também a formac¢ao de RSNOs, segundo as equagdes (4) e (5), e essas espécies seriam
responsdveis, ao menos em parte, pelas acgdes fisioldgicas observadas com a
administracdo oral do nitrato. De fato, a administragcdo de KNOj; oralmente a humanos
sauddveis levou a uma inibicdo significativa na agregacdo plaquetdria,
concomitantemente com um aumento nos niveis de RSNOs no suco gastrico (Richardson
2002a), sugerindo entdo que os S-nitrosotidis estariam envolvidos na ac¢ao anti-agregacao
plaquetdria e no efeito gastrico do nitrato. Bjorne et al. (Bjorne 2004) coletaram saliva
de voluntarios humanos sauddveis em jejum (baixo teor de nitrito) e depois da ingestao
de nitrato (alto teor de nitrito) e aplicaram essa saliva sobre a mucosa géstrica de ratos,
utilizando o modelo de camara géstrica ex vivo, semelhantemente aos experimentos
realizados no presente estudo. O FSG da mucosa e a espessura do muco aumentaram
depois da aplicacdo da saliva rica em nitrito enquanto que a saliva de jejum nao teve
efeito na mucosa. Além disso, a acidificacdo da saliva rica em NO7,, para mimetizar o
ambiente acido do estdbmago resultou na formag¢ao de RSNOs. A aplicacdo de solugdo de
SNAP na mucosa gastrica também levou a um aumento do FSG. Diante dos resultados
obtidos, os autores concluiram que ndo € possivel afirmar se os efeitos do nitrito
acidificado sao causados pelo NO diretamente ou através da geragdo de RSNOs, que
fariam o transporte do NO através do muco e da mucosa géstrica.

Os dados obtidos no presente estudo permitem concluir que as solu¢des de SNAC e
GSNO apresentam efeito mais potente no FSG do que os fons NO, e NO;. O

esclarecimento dos mecanismos de acdo vasodilatadora dos RSNOs na mucosa gastrica
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ndo fez parte do escopo deste trabalho e deve ser investigado em trabalhos subsequentes

do grupo de pesquisa.

4.2. Dosagem de Metabdlitos ap6s administracao orogastrica

A dosagem de nitritos e nitratos totais (NO, ) circulantes no plasma € uma medida
amplamente adotada como marcador da concentragdo de NO no organismo (Tsikas
2006), uma vez que o NO produzido é oxidado a NO, e subseqiientemente, a NO;. O
efeito da administragdo orogastrica de solu¢cdes de SNAC e GSNO nos niveis de NOy
plasméticos de camundongos Swiss foi analisado utilizando-se o método de
quimiluminescéncia. Inicialmente, avaliou-se a curva de aumento de NO', plasmatico em
funcdo do tempo em resposta a administracdo de 365 umol/kg de SNAC, conforme

apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Efeito da administragdo oral de 365 pmol/kg de SNAC nos niveis plasmaéticos

de NO'; de camundongos Swiss, em fun¢do do tempo, avaliados por quimiluminescéncia.
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Como pode ser observado a partir da Figura 9, a administracdo oral de SNAC levou
a um aumento significativo nos niveis de NO’; plasmaticos em relagdo ao tempo zero em
todos os intervalos observados (p = 0,0079), sendo que o pico de aumento ocorreu apos 1
h da administracdo, voltando a cair apds esse intervalo, possivelmente devido ao
processo de excre¢do desses anions na urina. O intervalo de aproximadamente 60 min
para que se atinja o pico plasmatico de NO estd de acordo com o estudo de Cortas et al.
(Cortas 1991), que avaliaram a farmacocinética de NO3; em humanos e observaram que o
pico de NO; no plasma ocorreu de 40 a 60 min apés administracdo oral de NaNOs;.
Lundberg et al. (Lundberg 2004) também estudaram a ingestdo de NaNO; em humanos e
observaram que os niveis de NOj™ plasméticos comecaram a se elevar apos 15 min da
ingestdo, atingiram o maximo apdés 30 min, tiveram uma leve queda ap6s 90 min, mas
permaneceram altos até 150 min apds a ingestdo, que é o tempo maximo por eles
observado. Semelhantemente, Pannala er al. (Pannala 2003) administraram refei¢coes
ricas ou pobres em nitrato a voluntdrios humanos e observaram que o consumo de uma
dieta rica em NOj; levou a um aumento desse anion no plasma ap6s 1 h da ingestdo, com
excrecdo pela urina apds 4 a 6 h, sendo que o nitrato ingerido foi completamente
excretado apds 24 h da administracao.

Os dados obtidos utilizando-se camundongos no presente estudo e os reportados na
literatura utilizando humanos diferem no intervalo necessdrio para que os niveis
plasmdticos de NO’, comecem a diminuir, e essa diferenca deve ser resultado das
diferencas entre o metabolismo de camundongos e de humanos. Entretanto, o pico
plasmatico apds aproximadamente 60 min da administragdo do doador de NO ¢ similar
entre os resultados obtidos no presente estudo e os estudos realizados em humanos,
sugerindo um mecanismo de absor¢cdo semelhante.

Diante dos dados obtidos, estabeleceu-se que o tempo mais apropriado para a
coleta de amostras de sangue para dosagem de NO', seria 1 h apds a administracdo oral
do RSNO. O efeito da concentracdo das solu¢des nos niveis de NO; plasméticos foi

avaliado através da administracdo de solu¢do de SNAC ou GSNO nas doses de 7,3; 73,0
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e 365,0 umol/kg (utilizando-se solugdes nas concentracdes de 1,2; 12,0 e 60,0 mM,
respectivamente). Essas doses foram escolhidas porque 7,3 umol/kg foi a dose utilizada
nos estudos com modelos animais de DHGNA (de Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008).
A dose de 365 pmol/kg foi estabelecida como dose mdxima porque, apds a administragao
dessa dose, observou-se uma mudanca de comportamento no estado de vigilia dos
animais, que sugeria uma queda de pressdo sanguinea ocasionada por uma vasodilatacado

sisttmica. Os dados obtidos estdo apresentados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10. Niveis plasmdticos de NO’y de camundongos Swiss, antes ¢ 1 h apds a

administragdo por gavagem de solucdes de SNAC em diferentes concentragdes. * p =
0,03.
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Figura 11. Niveis plasmdticos de NO’y de camundongos Swiss, antes € 1 h apds a
administracdo por gavagem de solucdes de GSNO em diferentes concentracdes. ** p =
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Como pode ser observado a partir das Figuras 10 e 11, a administracdo de SNAC ou
GSNO na dose de 7,3 umol/kg ndo apresentou alteracdo significativa nos niveis de NO
A dose de 73 pmol/kg apresentou uma tendéncia de aumento nos niveis de NO',, mas
ndo de forma estatisticamente significativa, enquanto que a dose de 365 pmol/kg
apresentou um aumento significativo nos niveis plasmaticos de NO',. O procedimento de
gavagem per se nao apresenta nenhum efeito nos niveis de NO’y, uma vez que ndo houve
diferenca nos valores de NO’y do plasma dos animais gavados com tampdo (grupo

controle).
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Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que a administracdo oral de doses de
SNAC na ordem de 6 a 7,3 umol/kg apresenta efeitos benéficos em modelos de esteatose
hepatica (Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008) e de fibrose hepatica (Vercelino 2010) e
doses de GSNO entre 20 e 100 umol/kg inibem as lesdes gastricas induzidas por
piroxicam (Tam 2000). Dessa forma, pode-se concluir que para que o RSNO tenha
algum efeito fisiolégico, ndo € necessario que a dose administrada interfira de forma
drastica nos niveis basais de NO’,, o que permite supor que os efeitos colaterais, se

houverem, ndo serdo devidos a uma alteragdo sist€mica dos niveis de nitritos e nitratos.

4.3. Decomposicao de GSNO e SNAC em func¢ao do pH

Uma vez que os dados obtidos com a camara gastrica e com a avaliagdo de NO, no
plasma mostraram que a GSNO e SNAC apresentam atividade sobre o FSG e que os
metabdlitos de NO atingem a circulagdo sistémica, as questdes que surgem sdo: 1) o
efeito sobre a mucosa gastrica é causado pelo RSNO ou pelo NO liberado por eles? 2)
quem atravessa a mucosa gastrica e/ ou intestinal para atingir a circulagdo sistémica é o
RSNO intacto ou um metabolito, como nitrito e nitrato? Para responder a essas questoes,
€ necessdrio conhecer-se o perfil de decomposi¢cao dos RSNOs nas condi¢des estomacais.
Entretanto, essa informagdo ndo pode ser obtida a partir dos dados da literatura, uma vez
que a meia vida dos RSNOs varia grandemente entre os estudos publicados (Singh 1996,
Bartberger 2001). Esta variacdo se deve principalmente ao fato de que a presenga de
tracos de fons metélicos — especialmente cobre e ferro, a luz e a temperatura aumentam a
decomposi¢ao dos RSNOs (Hogg 2000 e 2004). Sendo assim, dependendo da pureza do
tampao utilizado e das condicdes de estocagem da solu¢cdo de RSNO, a meia vida
calculada pode ser bastante afetada por artefatos (Hogg 2000). Uma vez que o pH do
sistema gastrointestinal varia grandemente, indo de pHs baixos, como pH 1,3 no
estdmago vazio, até pH 7,5 no ileo (Horter 2001), a cinética de decomposi¢do da GSNO
e da SNAC em funcdo do pH foi avaliada e os dados obtidos estdo apresentados nas

Figuras 12 e 13.
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Figura 12. Curvas cinéticas da decomposicio de solu¢des de GSNO (1 mmol L™, 25 °C,

no escuro, em presenga de EDTA 0.1%) em fun¢do do pH, monitoradas em 336 nm.
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Figura 13. Curvas cinéticas da decomposicdo de solucdes de SNAC (1 mmol L™, 25 °C,

no escuro, em presenca de EDTA 0.1%) em funcdo do pH, monitoradas em 336 nm.

Como pode ser observado a partir dos dados das Figuras 12 e 13, hd uma tendéncia
de diminui¢do da velocidade de decomposi¢cdo conforme o pH se aproxima de pH 7,
sendo que meios dcidos ou bésicos aceleram a decomposi¢do da GSNO e da SNAC. Para
a solucdo de GSNO em pH 13, foi observado o aparecimento de uma banda de absorc¢ao
em 420 nm no espectro durante a decomposi¢ao, conforme apresentado na Figura 14A.
As curvas de variacdo da intensidade dessa banda, juntamente com a de desaparecimento

da banda em 336 nm, referente a ligacdo S-NO, estdo apresentadas na Figura 14B.
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Figura 14. (A) Variacdes espectrais da solu¢io de GSNO (1 mmol L™, 25 °C, no escuro,
em presenca de EDTA 0.1%) em pH 13 e (B) curvas cinéticas de variacdo de intensidade

das bandas monitoradas nos comprimentos de onda de 336 nm (quadrados) e em 420 nm

(circulos).
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Como pode ser observado a partir da Figura 14, a banda em 420 nm apareceu
imediatamente apds o inicio da reacdo e seu crescimento estd associado com o
crescimento da absor¢do em A < 290 nm e com o concomitante desaparecimento da
banda de absor¢dao da GSNO em A = 336 nm, como se confirma pela existéncia de 2
pontos isosbésticos em A = 290 e 390 nm. Esta banda transiente atingiu 0 mdximo apds 2
h do inicio da reacdo e desapareceu 2 h depois (tempo total = 4 h). Uma possivel
explicacdo para esse efeito em pH 13 envolve um ataque nucleofilico do anion OH™ ao
atomo de nitrogénio do NO da GSNO, gerando um intermediario (RS-NO,H"), onde o
grupo nitrito ligado ao dtomo de enxofre é o responsavel pela banda em 420 nm. Esse

intermedidrio se decompoe formando o fon nitrito e a glutationa reduzida (GSH)

(Esquema 3):
©
SN o G_S‘\\ H,0
N - (,'T'_OH : G—SH *+ HNO, + HO
( ‘0

H" + NO;  Esquema 3
Essa hipotese foi investigada coletando-se aliquotas da solu¢cdo de GSNO em pH 13
por 2 h, em intervalos de 15 min, e o NO, presente foi quantificado por
quimiluminescéncia como descrito anteriormente. Os resultados estdo apresentados na
Figura 15, onde as curvas cinéticas das bandas em 336 e 420 nm apresentadas na Figura

14 foram incluidas novamente para comparacao.
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Figura 15. Curvas cinéticas de variacdo de intensidade das bandas monitoradas nos
comprimentos de onda de 336 nm (GSNO) e 420 nm (intermedidrio) e de aumento da
concentrago de nitrito durante a decomposicdo de solugio de GSNO (1 mmol L™, 25 °C,

no escuro, em presenca de EDTA 0.1%) em pH 13.

Como pode ser visto a partir dos dados apresentados na Figura 15, os resultados
corroboram a hipétese da formacao de um intermedidrio que se decompde a nitrito, uma
vez que a concentragdo de NO, € baixa no inicio da reacdo, quando a decomposi¢do da
GSNO ainda é pequena e, portanto, os niveis do intermedidrio ainda sdo baixos, mas
aumenta progressivamente, até atingir um platé apos 1 h do inicio da rea¢do, quando o
nivel de intermedidrio atinge seu maximo e comeca a decair. Pode-se levantar a hipitese
de que o platd na concentragdo de nitrito observado a partir de 1 h até 2 h deve ser
resultado da velocidade de decomposi¢cdo do intermedidrio a NO, ser proxima a
velocidade da oxidagdo do NO, a NOj;, mantendo-se assim a concentragdo de NO,
constante, entretanto, com os dados obtidos no presente estudo ndo € possivel afirmar

que esse fendmeno esteja ocorrendo. Em suma, o ataque nucleofilico do anion hidroxila
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deve ser o responsavel pela rapida decomposi¢cao da GSNO em pHs elevados, conforme
observado.

Em meios dcidos, o cation H pode protonar o enxofre ligado ao NO, enfraquecendo
a ligacdo S-NO e favorecendo o ataque pelo oxigénio da dgua ao d&tomo de nitrogénio do

NO da GSNO, com a conseqiiente quebra da ligacdo e liberacdo de GSH e éacido nitroso

(Esquema 4):

H__H B

Nv . l|\|_o\ . |T]——O\

|l

0® OH " oH M

H ‘

, HO
NO o
P N + G-SH
2H* aPH
Esquema 4

Para verificar a ocorréncia dos mecanismos apresentados nos Esquemas 3 e 4,
investigou-se a formacao de GSH como produto comum destas hidrélises basica e acida.
A presenca de GSH na solucdo de GSNO mantida em pH 13 por 1 h e em pH 3 por 3
dias foi analisada por HPLC e esses intervalos de tempo foram escolhidos porque a
GSNO se decomp0de quase inteiramente apos 1 h em pH 13, mas em pH 3 leva em torno
de 12 dias para decompor 90%. Dessa forma, para termos niveis quantificiveis de
produtos de decomposicao em pH 3, foi necessario o uso de um maior intervalo de tempo
em pH 3. Para comparacio, foi analisada também uma solucdo de GSNO em pH 7,

mantida a 40 °C por 3 dias, ao abrigo da luz. Os dados sdo apresentados na Figura 16.
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Como pode ser observado a partir das Figuras 16 (A), (B) e (C), o método
cromatogréfico utilizado foi eficiente para a separacdo das espécies. E possivel também
observar que o padrio de GSH j4 contém GSSG como contaminante, e isso pode ser
entendido pelo fato de que a oxidacdo de GSH a GSSG ocorre de forma espontanea. O
padrdao de GSNO também apresenta GSSG, que deve ser oriunda da GSSG ja presente na
GSH utilizada na sintese de GSNO. A presenca de GSSG em solucdo de GSNO devido a
presenca prévia de GSSG na GSH ja foi observada em estudos anteriores (Moran 2011).
A Figura 16 (B) permite constatar a formacao de GSH na solu¢ao de GSNO em pH 13,
corroborando o mecanismo proposto no Esquema 3. Na Figura 16 (C) é possivel observar
um pico relativamente baixo de GSH na solucdo de pH 3, que corrobora 0 mecanismo
proposto no Esquema 4. O fato do pico de GSH ter baixa intensidade em pH 3 pode ser
explicado pela baixa decomposi¢do da GSNO no periodo estudado de 3 dias, como pode
ser constatado pela presenca de um intenso pico relativo a GSNO. Diferentemente, a
decomposi¢do térmica parece ocorrer por um mecanismo distinto, ja que o sinal de GSH
nao € detectado e apenas ocorre um pequeno aumento no pico de GSSG, conforme
apresentado na Figura 16 (C). Essa formac¢do de GSSG vai de encontro a0 mecanismo
proposto de decomposi¢do térmica (de Oliveira 2002) que ocorre com a quebra
homolitica da ligacdo S-NO, com liberacdo de NO gasoso e formacao do dimero GSSG,
segundo a equacdo (9). A decomposicao térmica deve ocorrer também nas solucdes de
pH 3 e 13, mantidas a 25 °C, entretanto, em pHs diferentes de pH 7, o mecanismo de
decomposi¢ao através de hidrdlise deve ser majoritario, sobrepondo-se a contribuicao da
decomposi¢do térmica. O mecanismo de quebra da ligagdo S-NO catalisada pela
presenca de fons H;O" ja foi proposto para a SNAP: Al-Kaabi et al. (Al-Kaabi 1982)
mostraram que a decomposi¢do da SNAP € mais rdpida em pHs 4cidos e propdem que
ocorra uma protonacdo rdpida do nitrosotiél, provavelmente no dtomo de enxofre,
facilitando o ataque do nucledfilo e, portanto, catalisando a decomposicdo. Essa
proposicao pdde ser corroborada pelo mecanismo proposto para decomposi¢ao de SNAP

catalisada por sais de mercurio, apresentado por Swift (Swift 1997). Nesse artigo,
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propde-se que a decomposicdo de RSNO catalisada por mercurio ocorre pela rapida
formacdo de um complexo enxofre-mercurio, que permite uma molécula de dgua atacar o
complexo no dtomo de nitrogénio, gerando &4cido nitroso (Esquema 5), de forma

semelhante ao que aconteceria na protonacao do enxofre.

®
Hg
| A~
R—S—NO > RSHg* + HNO, + H*

©
PN
H H

Esquema 5

Em estudo recente, Moran et al. (Moran 2011) investigaram o mecanismo de
hidrélise 4cido catalisado de GSNO, SNAC, CysNO, SNAP e S-nitroso-penicilamina
(SNEP), o correspondente nio acetilado da SNAP. As cinéticas de decomposicdao dos
RSNOs foram seguidas em presenca de H,SO, (3,75 M) e NaN3, um trap de 4cido nitroso
e, semelhantemente ao presente estudo, identificaram, através de HPLC, que o principal
produto da hidrolise (mais de 90%) € o ti6l correspondente do RSNO. Além disso, Moran
et al. realizaram estudos computacionais e esses mostraram que a protonacao do enxofre
leva a formacao de um complexo MeSH--- NO+, que torna o NO altamente susceptivel
ao ataque nucleofilico e propdem que o ataque da dgua ocorre no nitrogénio do grupo
SNO (Moran 2011), como proposto no presente estudo e em (Al-Kaabi 1982).
Entretanto, os autores afirmam que o uso do trap de 4cido nitroso € necessdrio para
prevenir a re-nitrosacdo do RSH (Al-Kaabi 1982, Moran 2011). No presente estudo, ndo
foi necessaria a utilizagdo de trap para a observacdo da hidrdlise, e essa diferenca deve
ser resultado da diferenca no intervalo de tempo seguido: Moran et al. seguiram as
cinéticas de decomposi¢ao por 3 h, enquanto que no presente estudo o intervalo foi de até

18 d. Em um intervalo maior, o nitrito poderia ser oxidado a nitrato, o que
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impossibilitaria a renitrosacdo do tiol e permitiria o deslocamento do equilibrio no
sentido da formacao do tidl.

Os trés estudos citados (Al-Kaabi 1982, Swift 1997 e Moran 2011) propdem
mecanismos bastante semelhantes ao proposto no presente estudo, em que a protonacao
do enxofre facilitaria o ataque pela molécula de &4gua. Entretanto, nenhum estudo
anterior, até onde sabemos, havia proposto que o meio bdsico poderia catalisar a
decomposi¢cdo de RSNOs pelo mecanismo de hidrélise e nenhum havia seguido a
cinética de decomposicdo por intervalos tdo longos. Os dados obtidos levam a concluir
que o pH influencia a velocidade de decomposi¢do tanto da GSNO quanto da SNAC,
sendo que a estabilidade destes RSNOs € maior em meio neutro. A decomposi¢ao se
torna mais rdpida conforme o pH se afasta da neutralidade, conforme demonstrado no
perfil de variacdo da velocidade inicial de decomposi¢do em funcdo do pH da solucdo,

apresentado na Figura 17.
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Figura 17. Velocidades iniciais de decomposi¢do de solu¢des de GSNO e SNAC (1
mmol L, 25 °C, no escuro, em presenca de EDTA 0.1%) em fungio do pH.

Apesar de ndo ter sido observada a formagdo do intermedidrio com banda de
absor¢do em 420 nm para a solu¢do de SNAC, os dados cinéticos levam a crer que a
GSNO e SNAC se decompdem através de mecanismos similares nos diferentes pHs. A
ndo observacdo do intermedidrio para a SNAC pode ser explicada pela decomposicao
mais lenta da SNAC em pH 13 (a velocidade inicial de decomposi¢cao de GSNO em pH
13 € aproximadamente 20 vezes maior do que para SNAC no mesmo pH — Figura 17), o
que pode fazer com que o intermedidrio ndao se acumule em concentracao suficiente para
ser observado. Da mesma forma, o intermedidrio da GSNO ndo é observado em pH 11
ou 9, possivelmente pelo mesmo motivo, j& que em pH 11 a velocidade inicial de
decomposicio €, semelhantemente a velocidade inicial de decomposicdo da SNAC em

pH 13), 20 vezes menor do que a velocidade inicial da GSNO em pH 13.
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Os dados obtidos permitem afirmar que em pH neutro, a GSNO e a SNAC sido
relativamente estdveis e que a hidrdlise da ligagdo S-NO € um fator mais importante na
decomposi¢do da GSNO e SNAC, do que a quebra homolitica da ligacdo S-NO. Essa
constatacdo vai de encontro com o estudo de Bartberger er al. (Bartberger 2001), que
calcularam a energia de dissociagdo da ligagdo S-NO teoricamente € mostraram que oS
parametros de ativagdo previstos sdo muito altos e proibitivos para que a quebra
homolitica espontanea pudesse ocorrer em condi¢des bioldgicas relevantes. A partir das
energias livres de ativacdo para a homolise de nitrosotidis primdrios, a meia vida prevista
para a ligacdo S-N € de 15,3 anos a 25 °C e 2,1 anos a 37 °C, refutando a sugestdao de que
vias homoliticas poderiam estar envolvidas na decomposicdo de RSNOS em condi¢des
fisiologicas (Bartberger 2001).

De acordo com os dados obtidos pdde-se concluir que, durante o periodo do
experimento de camara gastrica (10 min de aplicacdo) e de dosagem de metabdlitos
plasmaticos (1 h entre a administracado e a retirada de sangue), os niveis de decomposi¢ao
de GSNO e SNAC sdo irrelevantes, se apenas o mecanismo de hidrolise ou
decomposi¢do térmica fossem levados em consideracdo. Desta forma, uma préxima
questdo a ser abordada € se os RSNOs administrados por via orogéstrica atingem a
circulacdo sist€mica como moléculas integras ou se apenas seus metabdlitos entram na
circulacao sist€émica. Para abordar esta questdo neste trabalho, foram feitos estudos da

estabilidade de RSNOs na presenca de sangue e tecidos.

4.4. Metabolismo de RSNOs em sangue e tecidos

Para a dosagem de GSNO no plasma, desenvolveu-se um método de deteccdo de
GSNO utilizando-se UPLC. A curva de -calibracio foi obtida adicionando-se
concentragdes conhecidas de GSNO em amostra de plasma humano e os controles foram
feitos com o plasma desproteinizado sem adi¢do de GSNO e com o 4cido tricloroacético

usado no processo de desproteinizagdo, conforme apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos para a curva de calibracdo de GSNO em plasma
humano: o plasma recebeu aliquotas de solucdo de GSNO de forma a atingir as
concentracdes de 1, 5 e 10 mmol L™, e foi desproteinizado com adi¢do de TCA (A); e
cromatogramas dos controles: solucdo de TCA utilizada para na desproteinizacdo e
plasma humano sem adicdo de GSNO (as setas t€tm apenas a finalidade de indicar os

tracos dos dois cromatogramas) (B).
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Como pode ser observado a partir da Figura 18, o método desenvolvido permite a
deteccdao de GSNO sem interferéncia dos componentes do plasma. Uma vez que diversos
fatores podem influenciar a decomposicio de RSNOs, avaliou-se a estabilidade de
GSNO em plasma e em sangue por um intervalo de 2 h, para o desenvolvimento de um
protocolo que permitisse a manipulacdo das amostras sem perda da GSNO durante esse
processo. Amostras de tampao fosfato pH 7 (controle), plasma e sangue humano
receberam quantidades conhecidas de GSNO e foram analisadas por UPLC. Os dados

sao apresentados nas Figuras 19, 20, 21 e 22.
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Figura 19. Cromatogramas representativos obtidos durante o ensaio de estabilidade da
GSNO (10 mmol L") mantida em tampao fosfato a 37 °C por 2 h. Essa amostra recebeu
adicdo de TCA na hora da leitura e foi centrifugada, para simular as operagdes seguidas

para a desproteinizacdo das amostras de plasma e sangue total.
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Figura 20. Cromatogramas representativos obtidos durante o ensaio de estabilidade da
GSNO (10 mmol L") mantida em plasma humano a 37 °C por 2 h. O plasma humano foi
separado e recebeu aliquota de solucdo de GSNO de forma a atingir a concentragao de 10

mmol L', e foi desproteinizado com adi¢iio de TCA antes da medida por UPLC.
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Figura 21. Cromatogramas representativos obtidos durante o ensaio de estabilidade da
GSNO (10 mmol L) mantida em sangue humano a 37 °C por 2 h. O sangue humano
recebeu aliquota de solucdio de GSNO de forma a atingir a concentracdo de 10 mmol L™,

e ap6s 0, 1 e 2 h, o plasma foi separado e desproteinizado com adi¢do de TCA antes da

medida por UPLC.
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Figura 22. Estabilidade de GSNO em tampao fosfato, sangue e plasma humano,

mantidos a 37 °C, quantificada por UPLC.

Como pode ser observado a partir das Figuras 19, 20, 21 e 22, a decomposi¢do da
GSNO foi maior em sangue e em plasma quando comparada ao tampao . Entretanto, os
dados permitem concluir que ainda assim € possivel manipular as amostras de sangue e
plasma sem perder uma proporcdo relevante do sinal de GSNO, uma vez que a
manipulacdo das amostras para a deteccio em UPLC leva em torno de 15 min, e a
decomposi¢cdo de GSNO em sangue ou plasma é aproximadamente 10% apds 1 h.
Avaliou-se também o limite de deteccdo da GSNO no plasma e em sangue na técnica de
UPLC e o valor minimo encontrado foi de 10 umol L. De acordo com os dados da
Figura 10, o aumento nos niveis plasmaticos de NO, obtido com a administragdo de
GSNO na dose de 365 umol/kg foi em torno de 80 pmol L. Uma vez que o limite de

detecgio da técnica observado foi 10 pmol L™, pode-se concluir que, se pelo menos 13%
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do aumento nos niveis plasmdticos de NO, observado fosse causado pela presenca de
GSNO no sangue, a técnica de UPLC seria capaz de detectar essa mudanga nos niveis de
GSNO.

Para avaliar-se se a GSNO administrada pela via orogétrica atingiria a circula¢ao
sisttmica, administrou-se por gavagem 365 umol/kg de GSNO a camundongos Swiss (n
= 5) e apds 1 h da administracdo, amostras de sangue foram retiradas e imediatamente
analisadas. Nao foi possivel observar sinal detectdvel de GSNO em nenhuma das
amostras analisadas, sugerindo que a quantidade de GSNO, se presente nas amostras, era
menor do que 10 umol L e que o aumento de NO,™ plasmatico observado na Figura 10
deve ser resultado da presenca de NO,/NO; e ndo de GSNO, ou que a GSNO teria se
decompds no sangue durante a manipulacdo. Os dados apresentados na Figura 22
mostram que apenas aproximadamente 10% da GSNO foi perdida quando incubada em
plasma ou sangue por 1 h, o que contraria a hipétese de decomposi¢do durante a
manipulacdo. Entretanto, esses dados foram obtidos para a GSNO na concentracdo 10
mmol L. Supds-se entdo que essa concentracio de GSNO utilizada nos ensaios de
estabilidade (10 mmol L) pode estar muito acima dos niveis fisiolégicos e os possiveis
fatores responsaveis pela decomposi¢cdo da GSNO no sangue ou plasma, como enzimas,
podem estar saturados e assim ndo serem capazes decompor a GSNO, levando a
conclusao errdbnea de que a GSNO ¢é estdvel em plasma ou sangue. De fato, a
concentragio de 10 mmol L™ é em torno de 50 vezes mais alta do que os niveis de NO,
encontrados no plasma dos roedores apOs a administracdo de GSNO (Figura 10). Desta
forma, o ensaio de estabilidade foi repetido para GSNO nas concentragdes de 80 e 40
umol L e os cromatogramas obtidos imediatamente apés, 1 e 2h depois da adigdo de

GSNO sao apresentados nas Figuras 23, 24 e 25, respectivamente.
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Figura 23. Cromatogramas de sangue humano contendo GSNO (40 e 80 umol L™). As
amostras de sangue humano receberam aliquotas de solu¢do de GSNO de forma a atingir
as concentracdes de 40 e 80 umol L' e, imediatamente apés a adi¢do, o plasma foi

separado e desproteinizado com adicao de TCA antes da medida por UPLC.
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Figura 24. Cromatogramas de sangue humano contendo GSNO (40 e 80 umol L),
mantidos a 37 °C por 1 h. As amostras de sangue humano receberam aliquotas de solucao
de GSNO de forma a atingir as concentracdes de 40 e 80 pmol L™ e, apés 1h, o plasma

foi separado e desproteinizado com adi¢do de TCA antes da medida por UPLC.
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Figura 25. Cromatogramas de sangue humano contendo GSNO (40 e 80 umol L),
mantidos a 37 °C por 2 h. As amostras de sangue humano receberam aliquotas de solucao
de GSNO de forma a atingir as concentrages de 40 e 80 pmol L™ e, apés 2h, o plasma

foi separado e desproteinizado com adi¢do de TCA antes da medida por UPLC.

Como pode ser observado a partir da Figura 23, o sinal da GSNO nas concentracdes
40 e 80 umol L™ no tempo zero é intenso e tem uma relaco sinal-ruido que possibilita o
acompanhamento do pico. Entretanto, a partir de 1 h de incubagio, ndo ha mais sinal de
GSNO (Figura 24) e, consequentemente, tambem nao ha depois de 2 h (Figura 25). Esses
dados mostram que, considerando os limites de detec¢do, pelo menos 87% da GSNO
adicionada sobre o sangue nas concentra¢des 40 e 80 pumol L' foi consumida em 1 h,
diferentemente do que foi observado nos experimentos que utilizavam GSNO na
concentracio alta de 10 mmol L' (Figura 22). A comparacio das cinéticas de
decomposi¢cao da GSNO em sangue nos dois experimentos realizados sugere que existe

uma via de decomposicao desse RSNO no sangue que tem efeito em concentragdes
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micromolares, mas que perde a relevancia em concentracdes milimolares, possivelmente
pela saturacdo das espécies responsavéis pela decomposicdo, como enzimas. Sendo
assim, conclui-se que, se a GSNO administrada oralmente passar integra pela mucosa do
estdmago, ao entrar em contato com o sangue na circulacdo, ela deve ser decomposta
praticamente por completo em, pelo menos, 1h.

Essa dificuldade em aferir os nivéis plasmaticos de GSNO e sua estabilidade em
fluidos biologicos encontrada no presente estudo soma-se a discussdo na literatura sobre
a possivel presenca de GSNO ou outros RSNOs de baixa massa molar em condigoes
fisiologicas, suas estabilidades, especialmente em sangue, e seus papéis como
transportadores de NO. Apesar de diversos estudos ja terem sido realizados sobre as
acoes fisiologicas dos RSNOs, a determinagdo desses compostos em amostras biolégicas
ainda representa um desafio analitico, uma vez que nio hd procedimentos validados para
a coleta e preservacdo das amostras nem material de referéncia certificado; os RSNOs
podem ser intrinsecamente instdveis. Assim a presenca de RSNOs em fluidos biol6gicos
em concentracdes nanomolares (MacArthur 2007, Tsikas 2008, Bramanti 2011), pode
explicar a ocorréncia dos dados conflitantes na literatura. Os RSNOs ja foram
quantificados por diversas técnicas como quimiluminescéncia, espectrofotometria,
HPLC, cromatografia gasosa ou liquida associada a espectrometria de massa,
fluorimetria, ¢ métodos imunolégicos em fluidos biolégicos; entretanto, nenhum estudo
conseguiu estabelecer definitivamente os niveis de ocorréncia de RSNOs - em plasma
humano, por exemplo, ja foram reportados valores de RSNOs tao dispares quanto 7 pmol
L' e 28 nmol L' (Giustarini 2007, MacArthur 2007) — e frequentemente, se pode
encontrar estudos suportando a tese de que as publicacdes anteriores foram afetadas por
artefatos ou pelo uso de métodos nao apropriados (Wu 2008, Giustarini 2007).

Apesar de alguns autores responsabilizarem a instabilidade intrinseca dos RSNOs
(Tsikas 2008), esse ndo deve ser o Unico fator responsdvel pelos problemas de detec¢ao
dessas moléculas, uma vez que, conforme demonstrado no item 4.3, a GSNO ¢ estavel

quando controlados fatores como pH, presenga de ions metalicos e luz, apresentando um
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nivel de decomposicio menor do que 5% apds 3 dias (Figura 12). Entdo, a rdpida
decomposicao da GSNO no sangue deve ser resultado de algum processo caracteristico
dos meios bioldgicos. De fato, estudos anteriores reportaram altas velocidades de
decomposi¢do para RSNOs quando em sangue ou plasma ou em presenca de células.
Shah et al. (Shah 2003) avaliaram o efeito da exposicdo de plaquetas a GSNO e
observaram que a agregacdo plaquetdria induzida por trombina foi inibida, mas, em
apenas 30 s de exposi¢do, de 66 a 75% da GSNO foi consumida e apenas 20-25% dessa
perda pdde ser correlacionada com a liberacdo de NO. O uso de 4cido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzéico (DTNB), um bloqueador de tiol impermeédvel a celula, bloqueou
totalmente essa decomposi¢cao mediada pelas plaquetas, sugerindo que a sinalizagdo de
RSNOs ocorre via transférencia de grupos nitroso de RSNOs para tidis celulares
exofaciais (Shah 2003). Além da transnitrosacao de tidis superficiais celulares, uma outra
hipotese para o riapido decaimento de RSNOs de baixa massa molar em sangue ou
plasma seria pela transnitrosacdo da albumina, formando a AIbSNO. Jourd et al. (Jourd
2000) mostraram que a incubacdo de CySNO ou GSNO (10 pmol L") com plasma
humano por 10-15 min levou a decomposi¢ao de mais de 90 % do RSNO e praticamente
todo o NO pdde ser recuperado como AIbSNO, sugerindo o envolvimento de uma reacao
de transnitrosacgdo direta. De fato, a decomposi¢ao da GSNO foi inibida em mais de 80%
pela ultra-filtracio das amostras de plasma por um filtro de 10.000 Da de massa
molecular antes da adi¢ao de GSNO (Jourd 2000).

A formacdo de nitrosotidis de alta massa molar também foi observada por Zhang
et al. (Zhang 2004), que trataram macréfagos com lipopolissacarideo (LLPS) para
estimular a formacdo de NO e espécies relacionadas, e averiguaram que mais de 90% dos
RSNOs formados tinham massa molecular superior a 3.000 Da. Esse dado poderia ser
resultado de duas vias, a saber: ou os RSNOs estavam na sua maioria associados a tidis
de grande massa molar, ou os RSNOs de baixa massa estavam sendo perdidos durante o
processo de lisagem da célula. Para averiguar qual dessas vias seria a responsavel pelos

resultados obtidos, eles expuseram GSNO, SNAP e AIbSNO ao conteudo da lisagem
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celular no intervalo do procedimento para a lise celular e conseguiram recuperar 72% de
SNAP e 100% de ALbSNO, enquanto que os niveis recuperados de GSNO variaram
entre 30 a 80% por experimento. Diante desses dados, os autores concluiram que a
GSNO ¢ varialvemente instavel em lisado celular e que a presenca de uma atividade de
decomposi¢ao eficiente torna pouco provavel que as células possam manter um nivel de
GSNO detectavel (Zhang 2004).

De fato, existem enzimas que poderiam ser responsaveis por essa alta decomposi¢ao
da GSNO, de forma paralela a decomposicao por transnitrosacdo da albumina (Hedberg
2003, Liu 2001). Liu et al. (Liu 2001) identificaram uma enzima que consome GSNO de
forma dependente de nicotiamida adenina dinucleotideo (NADH), a GSNO reductase
(GSNOR), altamente especifica para esse RSNO. Essa enzima parece ter importancia
fisiologica, uma vez que alteracdes genéticas na GSNOR estariam associadas a asma
infantil e atopia em humanos (Wu 2007), e a delecio do gene dessa enzima em
camundongos resultou em significante diminui¢do de linfécitos T e B (Yang 2010) e em
aumento substancial nos danos teciduais e mortalidade apds desafio endotéxico (Liu
2004).

Esses estudos sugerem que a GSNO, e outros RSNOs de baixa massa molar, ndo
sdao estavéis quando em fluidos biolégicos, podendo impossibilitar até mesmo sua
deteccdo. Entretanto, outros estudos defendem a existéncia de estoques de RSNOs, como
a GSNO, em humanos, onde teriam papéis fiologicos (Taubert 2007, Ng 2007).

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o tempo de permanéncia da GSNO
no sangue, em concentracdes micromolares, ndo passa de 1 h. Entretanto, mesmo com
baixa estabilidade em sangue, seria possivel que a GSNO administrada por gavagem aos
camundongos tivesse permanecido como RSNO durante o seu transporte pela mucosa
gdstrica, atingido a corrente sanguinea como GSNO e sido decomposta no sangue; ou
que tivesse ja sido decomposta em contato com a mucosa estomacal e apenas 0s seus
metabdlitos tivessem atingido a corrente sanguinea; ou ainda que que a GSNO tivesse

atingido a corrente sanguinea pela permeacgdo paracelular da mucosa intestinal e chegado
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até o figado, onde teria sido decomposta. Para investigar a relevancia dessas vias de
decomposi¢ao, avaliou-se a decomposi¢cao de GSNO em lisados de estbmago e figado de

ratos, e os dados sdo apresentados na Fig 26.
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Figura 26. Perfil de decomposicio da GSNO em lisado de estomago, figado e em

tampao de extracdo (controle), quantificada por quimiluminescéncia.

Como pode ser observado a partir da Figura 26, a decomposicao da GSNO ocorre
mais rapidamente em presenca do lisado de figado e de estbmago do que apenas no
tampdo de extragdo. Mas, ainda que a decomposi¢cdo seja acelerada na presenca das
células estomacais, os dados sugerem que a GSNO pode exercer o seu efeito na mucosa
gastrica como molécula integra e nao através de seus metabolitos, uma vez que o tempo
necessario para que o efeito da GSNO no FSG seja maximo € de aproximadamente 7 min
(Figura 6) e, nesse periodo, ter-se-ia mais de 80% de GSNO remanescente (Figura 26).
Apo6s a administracdo géstrica, uma fracdo da GSNO administrada poderia ter passado

para o intestino sem decompor, como pode ser inferido a partir dos dados apresentados
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na Figura 26, uma vez que o tempo médio de esvaziamento do estdmago varia entre 0,5-
2 h (Collins 1983) e, nesse intervalo de tempo, ainda ha presenca de GSNO. No intestino
delgado, onde o pH é em torno de 6,5 (Horter 2001), a maior parte da GSNO estaria com
carga negativa (-1) (Krezel 2004) e, apesar de estar carregada negativamente, a GSNO
poderia ter permeado o intestino através das jungdes aquosas entre células adjacentes
(paracelular), por ser uma molécula relativamente pequena (Egan 2002), atingindo a
circulacdo. A GSNO poderia entdo ter sido decomposta no sangue ou ter atingido o
figado ainda intacta e ter sido decomposta nesse O6rgdao, uma vez que esse parece ter
maior efeito sobre a decomposi¢do da GSNO do que o estdmago, conforme observado na
Figura 26. Os dados obtidos permitem supor que a estabilidade da GSNO é bem maior
quando em contato com as células estomacais do que quando em contato com o sangue,
entretanto, ndo € possivel concluir se o aumento nos niveis plasméaticos observados apds
a administracdo orogastrica de GSNO (Figura 11) € causado pela permeacdao da GSNO
pela mucosa géstrica com subsequente decomposi¢ao dessa a NO, /NO; no sangue ou no
figado, ou se a GSNO se decompde a NO,/NO; durante o aumento do FSG e apenas
esses anions atingem a circulagdo sanguinea. Essas mesmas questdes podem ser
aplicadas ao destino dos RSNOs formados endogenamente no ambiente gastrico apds a

ingestdo de nitrato na dieta (Figura 27).
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Figura 27. Esquema das possiveis vias de absor¢do géstrica metabolizacdo e distribui¢ao
sisttmica de RSNOs e seus metabdlitos. O RSNO, administrado exogenamente pela via
orogdstrica ou formada endogenamente no estdbmago pela reagdo do RSH com o nitrito
proveniente do nitrato dietético, atinge o estdmago onde provoca o aumento do fluxo
sanguineo gastrico por acdo direta ou através da liberacio de NO. O RSNO pode
atravessar a mucosa gdstrica intacta ou sofrer decomposicdo, atingindo a circulagio
sistemica como RSNO ou jid na forma metabolizada de NO,/NO;5". Em presenca de
sangue, o RSNO pode ser metabolizado a NO,/NO; ou atingir o figado, onde ¢é
metabolizado. O NO,/NOj resultante da decomposi¢do circula pelo corpo através da

circulagdo e € excretado pelos rins.

Os dados obtidos sugerem que, ainda que a GSNO atinja a circulacdo sanguinea
apos a administracdo oral ou apoOs a sua formag¢do no meio gastrico, o tempo de vida
desse RSNO em sangue é menor do que 1 h, o que limita muito o seu espectro de acao
sisttmica. Sendo assim, € provavel que GSNO administrada pela via orogastrica se

mantenha integra para exercer suas agdes apenas na mucosa estomacal, sem ter
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relevancia sistémica. Ainda assim, a presenca de RSNOs no sistema gastrico pode ter
uma relevancia fisiolégica, uma vez que a administracdo de nitrato leva a aumento de
RSNO na saliva (Lundberg 2004) e no fluido géstrico (Richardson 2002a) e resulta na
diminuic¢do da pressdo sanguinea e na diminui¢do da agregacdo plaquetdria (Webb 2008
e Richardson 2002a) sem levar a alteracdo nos niveis plasmaticos de SNO (Lundberg
2004 e Richardson 2000a).

Esses dados sugerem que as agdes de RSNOs administrados pela via orogdstrica
podem ocorrer sem resultar em alteracOes plasmaticas detectavéis; entdo, o efeito do
tratamento com SNAC e GSNO na dose de 7 umol/kg/dia pela via orogdstrica no ganho

de massa e na DHGNA em modelos animais foi investigado.

4.5. Efeitos das administracoes orogastricas de SNAC e GSNO em modelos animais
de doenca do figado gorduroso e obesidade induzida por dieta

Foram utilizados 3 modelos animais de esteatose hepdtica: camundongos Swiss
submetidos a dieta hiperlipidica (Cintra 2008), camundongos ob/ob submetidos a dieta
hiperlipidica (de Oliveira 2008), e camundongos Swiss submetidos a dieta deficiente em
metionina e colina (Rinella 2008). A Figura 28 apresenta figuras representativas das
histologias dos animais dos grupos controle e tratado com administragdo orogéastrica de

SNAC na dose de 7 umol/kg/dia.
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Figura 28. Histologias representativas dos figados de camundongos ob/ob alimentados
com dieta HFD controle (A) e tratado com SNAC (B); camundongos Swiss alimentados
com HFD controle (C) e tratado com SNAC (D); e camundongos Swiss alimentados com

dieta MCD controle (E) e tratado com SNAC (F). Aumento 200X.

A partir da Figura 28, pode-se observar que nao hd diferenca no grau de esteatose

dos grupos de animais controle e tratado. As laminas foram examinadas por um
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pesquisador cegado em relacdo a identidade dos animais, e concluiu-se que ndo ha
diferenca entre os grupos. A dose utilizada foi baseada nos artigos anteriores que
demonstravam efeito do tratamento com SNAC na prevencdo da esteatose hepatica (de
Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008).

Uma possivel explicacio para a ndo observacdo de efeitos protetores da
administragao de SNAC em relacdo aos estudos publicados por de Oliveira € a diferenca
nos modelos animais utilizados no presente estudo e nos utilizados por de Oliveira

(Tabela 2).

Tabela 2. Comparagdo entre os experimentos realizados em relacdo ao modelo animal e
dieta utilizada no presente estudo (Experimentos 1, 2 e 3) e os experimentos realizados

em estudos anteriores, referidos na tabela pelo autor e ano da publicacio.

I L R

Experimento 1 Camundongos Swiss HFD (banha de porco)

Experimento 2 Camundongos ob/ob HFD (banha de porco)

Oliveira 2007 Camundongos ob/ob MCD

Oliveira 2008 Camundongos ob/ob HFD (banha de porco e
gema de ovo) e MCD

Experimento 3 Camundongos Swiss MCD

Oliveira 2006 Ratos Wistar Deficiente em colina

Como pode ser observado a partir dos dados da Tabela 2, no presente estudo
realizaram-se 3 experimentos, sendo que em todos pelo menos um parametro (linhagem
de animal ou tipo de dieta) foi alterado em relagdo aos relatos da literatura, o que poderia

ser responsavel pela diferenca nos resultados. E possivel que os efeitos protetores no
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desenvolvimento da DHGNA observados por de Oliveira et al. sejam associados
estritamente aos modelos utilizados nos estudos publicados (de Oliveira 2006a, 2006b,
2007 e 2008).

Além do desenvolvimento da DHGNA, foi reportado também que o tratamento
com administracio de SNAC a camundongos ob/ob alimentados com HFD ou MCD
levou a um menor ganho de massa desses animais em relacdo aos animais controle
(Oliveira 2008). Assim, a massa dos camundongos Swiss submetidos a HFD tratados

oralmente com GSNO ou SNAC e os animais controles alimentados com HFD ou dieta

padrio foi acompanhada (Figura 29).
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Figura 29. Massa dos camundongos Swiss submetidos a dieta hiperlipidica tratados com

solucdo de GSNO ou SNAC (7,3 umol/kg/dia) ou com tampao (controle).
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Como pode ser observado a partir da Figura 29, o tratamento com GSNO ou
SNAC ndo apresentou efeito no ganho de massa durante o experimento (p = 0,9485). Em
estudo anterior, de Oliveira ef al. haviam observado diminui¢io na massa com 0O
tratamento em camundongos ob/ob, que sdo de uma linhagem isogénica (Oliveira 2008),
e no presente estudo foram utilizados camundongos Swiss, que sdo de uma linhagem
heterogénica. Essa mudanca no uso das linhagens pode ter influenciado os resultados,
impossibilitando a observacdo de algum efeito da SNAC ou da GSNO no ganho de
massa, uma vez que, conforme sugeriu-se ocorreu nos experimentos com DHGNA, os
resultados observados por de Oliveira et al. poderiam estar associados estritamente aos
modelos utilizados nos estudos publicados.

Durante o experimento com os camundongos Swiss observou-se que esses animais
apresentavam um perfil de ganho de massa quando expostos a dieta hiperlipidica ndo
homogéneo, o que pode ser entendido pelo fato da linhagem ser nao isog€nica e essa

heterogeneidade foi investigada.

4.6. Propensao e Resisténcia a obesidade em camundongos Swiss expostos a dieta
hiperlipidica

A exposi¢ao de camundongos Swiss a dieta hiperlipidica revelou um perfil de ganho
de massa heterogéneo, onde é possivel distinguir animais que ganham mais massa,
chamados “propensos” ao desenvolvimento da obesidade (OP), e animais que ganham
menos massa, chamados “resistentes” ao desenvolvimento da obesidade (OR). A Figura
30 apresenta a curva de ganho de massa durante 11 semanas de dieta para estes dois

grupos.
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Figura 30. Variacdo da massa de camundongos Swiss propensos (OP) e resistentes (OR)

a obesidade induzida por dieta hiperlipidica durante 11semanas (77 dias).

Como pode ser observado na Figura 30, os animais propensos ganham mais massa

do que os animais

resistentes desde a primeira semana, e essa diferenca tende a se

estabilizar apds 8 semanas (56 dias), mantendo-se até 11 semanas (77 dias) apds o inicio

da dieta hiperlipidica. A cinética das alteracdes metabdlicas que ocorrem nesses dois

grupos de animais

durante o desenvolvimento da obesidade foi avaliada através de

parametros de sensibilidade a insulina e glicose e expressio de neuropeptidios que

regulam a saciedade apds 4, 8 e 16 semanas de HFD. A Figura 31 apresenta os resultados

do teste de resisténcia a insulina (ITT).
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Figura 31. Constante de velocidade do desaparecimento de glicose apds administracdao
de insulina para os camundongos Swiss propensos (OP) e resistentes (OR), com 4, 8 € 16

semanas de dieta hiperlipidica. * p = 0,0159 e ** p = 0,0079.

Como pode ser observado a partir da Figura 31, apds 4 semanas de HFD ndo ha
diferenca de sensibilidade a insulina entre os grupos OP e OR (p > 0.999). Apds 8
semanas, 0s animais propensos comecam a apresentar uma diminui¢ao na sensibilidade a
insulina (p = 0,0159), que € exacerbada apds 16 semanas de dieta hiperlipidica (p =
0,0079). Diante desses dados, concluiu-se que os animais OP vao se tornando resistentes
a insulina com o aumento de tempo de exposicdo a dieta hiperlipidica; enquanto os
animais OR mantém a resposta a insulina apds 16 semanas de HFD semelhante a

apresentada apds 4 semanas de HFD, sugerindo que o desenvolvimento da resisténcia a

insulina ocorre de forma diferente nos dois grupos. A intolerancia a glicose foi avaliada
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através do teste de tolerincia a glicose (GTT) e os resultados estdo apresentados na

Figura 32.
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Figura 32. Area sob a curva do ensaio de GTT para os camundongos Swiss propensos

(OP) e resistentes (OR) apOs 4, 8 e 16 semanas de dieta hiperlipidica. * p =0,0286

Os dados da Figura 32 permitem concluir que os animais OP sao mais intolerantes
a glicose do que os animais OR logo apds 4 semanas de HFD, e que esse nivel de
intolerancia se mantém praticamente constante apdés 16 semanas de dieta.
Diferentemente, os animais OR inicialmente sdo mais responsivos a glicose, mas ha uma
tendéncia de diminui¢do nessa diferenca apds 8 semanas de dieta hiperlipidica, sendo que
ndo hd mais diferenca significativa entre os grupos apés 16 semanas de dieta (p =
0,3095). Sendo assim, os dados sugerem que 0s animais resistentes a obesidade sdo
também mais resistentes ao desenvolvimento da intolerancia a glicose.

As diferencas no sistema nervoso central entre os animais OP e OR foram

avaliadas no hipotalamo por PCR. As expressdes de RNA mensageiro (mRNAs) dos
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neuropeptidios reguladores da fome, POMC e CART, que possuem a¢do anorexigena, €
AgRP e NPY, que possuem agdo orexigénica (Schwartz 2000) foram avaliadas e os

resultados s@o apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Expressdo de mRNA de neuropeptidios orexigénicos e anorexigénicos de
animais propensos (OP) e resistentes (OR) a obesidade apds 4 (A), 8 (B) e 16 (C)

semanas de dieta hiperlipidica. * p < 0,05.
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Como pode ser observado a partir da Figura 33, os animais OR apresentam uma
maior expressao de neuropeptidios tanto anorexigenos como orexig€nicos apds as
primeiras 4 semanas em comparacdo aos animais OP. Com 8 semanas de dieta, a
diferenca entre a expressao dos neuropeptidios orexigé€nicos deixa de existir e apds 16
semanas de dieta, ja ndo ha diferenca significativa na expressao dos neuropeptidios entre
Os animais.

Estudos prévios ja apresentaram a relagdo entre a resist€ncia e propensao a
obesidade induzida por dieta e expressao de neuropeptidios. Huang et al. mostraram que,
ap6s 22 semanas de dieta hiperlipidica, camundongos C57BL/6 propensos a obesidade
apresentaram maior expressdo de NPY do que os OR e tinham um nivel mais baixo de
expressdo de mRNA de POMC e AgRP (Huang 2003a e 2003b). Wang et al. observaram
também que ratos OP apresentavam expressdo génica de NPY em niveis mais altos do
que ratos OR (Wang 2007). Entretanto, nenhum desses estudos fez uma avaliacdo da
influéncia do tempo de exposi¢do a dieta sobre a expressdao desses neuropeptidios como
realizado no presente estudo, o que permitiu observar que os animais propensos €
resistentes tém, inicialmente, uma diferenca na expressdo de neuropeptidios e que essa
diferenca tende a desaparecer com o aumento de tempo de exposi¢ao a dieta.

Os dados obtidos mostram a cinética do desenvolvimento de algumas das diversas
alteracdes causadas pela exposicdo a dieta hiperlipidica e a correlagdo dessas alteragdes
com a propensao ou resisténcia a obesidade induzida por dieta. Esse modelo pode ser de
utilidade no estudo do porqué alguns humanos se tornam obesos € outros nao quando
expostos a uma dieta hipercalérica. Uma das hipéteses é que alguns individuos t€ém uma
diminuicdo genética da habilidade de captar os sinais do tecido adiposo e responder a
esses com diminuicdo da ingestdo e aumento do gasto metabdlico. Essa predisposicado
genética resultaria da pressdao evolutiva que garantiu que individuos pudessem comer e
estocar mais energia do que suas necessidades metabdlicas em tempos de abundancia
como reserva para tempos de escassez. Esse mecanismo serviu bem aos nossos

antepassados que estavam sujeitos a tempos de abundancia e escassez, mas hoje, quando
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as comidas ricas em gordura e em calorias sdo abundantes e baratas, esse mecanismo de
sobrevivéncia pode ser um fator contribuinte para a propensdo genética de alguns
individuos em se tornarem obesos (Levin 2007). Sendo assim, uma questdo chave para o
entendimento da epidemia da obesidade €é: quando providos com calorias ilimitadas,
porque apenas algumas pessoas consumem mais do que outras, se tornando obesas? quais
sdo as variantes genéticas que contribuem para o ganho de massa? (Friedman 2009).
Nesse contexto, o estudo dos fatores genéticos que estdo envolvidos na propensdo a
obesidade em roedores e como eles respondem ao desafio da dieta hiperlipidica pode ser
de grande valia na pesquisa para o controle dessa epidemia em humanos. Os dados
obtidos no presente estudo permitem concluir que os camundongos OP e OR
desenvolvem a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose de forma diferente durante
o tempo de exposi¢cdo a dieta hiperlipidica, assim como as altera¢des hipotalamicas que

ocorrem em paralelo com a ingestao da dieta hiperlipidica.
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5. Conclusoes

A aplicacdo tdpica ex-vivo de solucdes de RSNOs na mucosa gastrica de ratos
Sprague-Dawley levou ao aumento dose-dependente do fluxo sanguineo gastrico (FSG),
medido por fluxometria por laser-doppler, com valor maximo c.a. de 5 x maior do que os
obtidos pela aplicagcdo de solu¢des equimolares de nitrito ou nitrato.

A administracdo oral de GSNO e SNAC se refletiu no aumento tempo e dose-
dependentes dos niveis plasmaticos de nitrito+nitrato em camundongos Swiss.

O acompanhamento cinético da estabilidade de solucdes aquosas de GSNO e SNAC
em funcdo do pH e a identificacio de seus produtos de decomposi¢cdo, permitiram
demonstrar que esses RSNOs se decompdem predominantemente através de mecanismos
de hidrélise dcida ou basica, com meias vidas maximas em torno do pH fisiolégico.

Camundongos Swiss submetidos a dieta hiperlipidica apresentam um perfil ndo
homogéneo de ganho de massa, que permite estabelecer uma correlacio tempo-
dependente da propensdo e da resisténcia a obesidade, a alteracOes na resisténcia a

insulina, intolerancia a glicose e nas expressoes de neuropeptidios hipotalamicos.
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