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Resumo  
 

No presente estudo foram investigadas as ações fisiológicas associadas ao óxido 

nítrico (NO), obtidas topicamente na mucosa gástrica e sistemicamente nas 

administrações orais de dois S-nitrosotióis (RSNOs) doadores de NO, S-nitrosoglutationa 

(GSNO) e S-nitroso-N-acetilcisteína (SNAC) em modelos animais. A aplicação tópica 

ex-vivo de soluções de RSNOs na mucosa gástrica de ratos Sprague-Dawley levou ao 

aumento dose-dependente do fluxo sanguíneo gástrico (FSG), medido por fluxometria 

por laser-Doppler, com FSG máximo c.a. 5 x maior do que os obtidos pela aplicação de 

soluções equimolares de nitrito ou nitrato. A administração oral de soluções de GSNO e 

SNAC se refletiu em aumentos tempo e dose-dependentes do nível plasmático de 

nitrito+nitrato em camundongos Swiss. A administração de SNAC na doença hepática 

gordurosa não alcoólica (DHGNA) induzida em camundongos ob/ob ou Swiss não levou 

a alterações significativas na histologia hepática ou no padrão de aumento de massa dos 

animais. O acompanhamento cinético da estabilidade de soluções aquosas de GSNO e 

SNAC em função do pH e a identificação de seus produtos de decomposição, permitiram 

demonstrar que esses RSNOs se decompõem predominantemente através de mecanismos 

de hidrólise catalisada por ácido ou base com meias vidas máximas em torno do pH 

fisiológico. Observou-se que camundongos Swiss submetidos à dieta hiperlipídica 

apresentam um perfil heterogêneo de ganho de massa, que permite estabelecer uma 

correlação tempo-dependente da propensão e da resistência à obesidade com alterações 

nas expressões de neuropeptídios hipotalâmicos e na resistência à insulina e intolerância 

à glicose. 

 

Palavras chave: óxido nítrico; S-nitrosotióis; S-nitrosoglutationa; S-nitroso-N-acetil-

cisteínas; fluxo sanguíneo gástrico; 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. Introdução  

 
1.1. Óxido Nítrico     

Em 1998, o prêmio Nobel foi concedido à R. Furchgott, L. Ignarro e F. Murad pelos 

estudos que levaram à descoberta do óxido nítrico (NO) como mediador biológico 

produzido por células de mamíferos, destacando a importância desta que é a menor 

molécula sinalizadora encontrada  endogenamente.  O NO está envolvido em processos 

biológicos tão diferentes quanto a regulação da adesão plaquetária (Tymvios 2009), da 

vasodilatação (Francis 2010), do metabolismo de glicose e ácidos graxos (Jobgen 2006), 

a neurotransmissão (Vincent 2010) e o piscar dos vagalumes (Trimmer 2001).   

A produção endógena de NO é catalisada por uma classe de enzimas conhecida 

como óxido nítrico sintases (NOS), sendo que três isoformas já foram até agora 

identificadas: nNOS (também chamada NOS1) predominante no tecido neuronal; iNOS 

(ou NOS2), a isoforma que é induzida em resposta à estímulos como citocinas e 

endotoxinas  em células como macrófagos, e a eNOS (ou NOS3), encontrada 

primeiramente no tecido endotelial. Essas 3 isoformas são também diferenciadas por 

serem constitutivas e dependentes de cálcio (eNOS e nNOS) ou induzível e não 

dependente de cálcio (iNOS) (Alderton 2001). As NOSs catalisam a reação de um dos 

nitrogênios guanidino da L-arginina com oxigênio e nicotiamida adenina dinucleotídeo 

fosfato (NADPH), que é convertida em L-citrulina, com liberação de NO e NADP+, 

conforme esquematizado na Figura 1, na presença dos cofatores flavina adenina 

dinucleotídeo (FAD), flavina mononucleotídeo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) 

(Dusse 2003). 
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Figura 1. Reação de formação de NO a partir da L-arginina, catalisada pela óxido nítrico 

sintase. Adaptada de (Dusse 2003).  

 

O NO é altamente lábil e reativo e pode tanto apresentar efeitos benéficos, como seu 

papel na resposta imune (Abu-Soud 2001) e na defesa contra micróbios (Fang 1997), 

quanto perturbações da regulação do NO podem levar à ativação e amplificação do 

processo inflamatório (Hollenberg 2009) e a efeitos deletérios em doenças complexas, 

como a sepse (Fortin 2010) e a falência múltipla de órgãos (Cuzzocrea 1997). Estudos 

têm demonstrado que essa modulação dos efeitos entre benéficos e deletérios é 

controlada principalmente pela concentração, localização e cinética da produção de NO 

(Hollenberg 2009, Hill 2010 e Thomas 2008) e, por isso, a síntese do NO parece ser um 

processo endógeno finamente regulado, sendo controlado inclusive pelo próprio NO, que 

exerce um efeito bifásico na transcrição da iNOS: baixas concentrações de NO ativam o 

fator nuclear kappa B (NF-κB) e aumentam a expressão de iNOS (feedback positivo), 

enquanto que altas concentrações têm efeito contrário, o que previne a superprodução de 

NO (Bogdan 2001). 

Por causa de sua atividade reguladora do tônus vascular, da pressão sanguínea e 

ação vasodilatadora, o NO tem enorme potencial na medicina cardiovascular. Entretanto, 

o fato de ser uma molécula gasosa limita muito sua utilização terapêutica direta e, exceto 
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para o tratamento de hipertensão pulmonar (Rossaint 1993), o NO livre não é utilizado e 

sim moléculas que estabilizam o NO e permitem a sua manipulação e administração 

terapêutica, os chamados fármacos doadores de óxido nítrico. Existem dois tipos de 

doadores de NO utilizados comumente em tratamentos clínicos: os nitratos orgânicos, 

como a nitroglicerina (trinitrato de glicerina) (1), que é usada principalmente no alívio de 

dores associadas à angina e como o mononitrato de isossorbida (2) , usado no tratamento 

de angina crônica; e o nitroprussiato de sódio (3), utilizado em hospitais para levar à um 

rápido abaixamento da pressão sanguínea 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 ação 

endógena seja de aproximadamente 100 µm de sua origem de síntese (Miller 2007) e o 

tempo de vida in vivo esteja entre 10 e 100 ms (Thomas 2008), sendo o NO, portanto, 

uma molécula de sinalização autócrina e parácrina. Diante desse fato, algumas questões 

surgem quanto aos efeitos fisiológicos do NO: uma vez que esse tem uma natureza tão 

reativa, como se podem explicar os efeitos endócrinos do NO, distantes de sua fonte 

(McMahon 2006); como essa molécula é transportada ou armazenada endogenamente e 

como estabilizá-la para aplicações terapêuticas alternativas ao uso dos nitratos orgânicos 

e do nitroprussiato? Alguns estudos têm sugerido que uma classe de moléculas possa 

estar envolvida nessas questões, os chamados S-nitrosotióis.  

 

1.2. S-nitrosotióis   

Os S-nitrosotióis (RSNOs) são uma classe de moléculas caracterizada pela ligação 

simples entre um resíduo tiól e o grupo NO, com estrutura geral R-S-NO, que é 

encontrada em sistemas biológicos como células (Zhan 2005), plasma de roedores (Liu 

2004), e no fluido bronquial de humanos (Que 2009). Os RSNOs têm sido apontados 

como possíveis metabólitos endógenos do NO, que poderiam transportar e estocar o NO 

(Hogg 2000 e 2004), como sugere-se que ocorra, por exemplo, nos efeitos 

extrapulmonares da inalação de óxido nítrico. A inalação de NO resulta em efeitos que 

atingem cerébro, pancrêas, fígado, entre outros orgãos, que não condizem com o curto 

tempo de vida do óxido nítrico, mas que estariam sendo intermediados pelo RSNOs 

plasmáticos, cujos niveís se tornam elevados após a inalação (McMahon 2006). Os 

RSNOs poderiam então ser formados em decorrência da presença de NO, estabilizando 

esse radical e prolongando seus efeitos (Alencar 2003), e liberariam o NO em resposta a 

estímulos diversos, como a luz na região do ultravioleta e acetilcolina (Ng 2007). 

Entretanto, ainda não está esclarecido como ocorre a formação dos RSNOs 

endogenamente, uma vez que a reação entre o NO livre e um tiól não gera RSNO. As 

possibilidades levantadas na literatura apontam para a reação de tióis com o trióxido de 
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dinitrogênio (N2O3), que é formado pela oxidação do NO (Keszler 2010) ou pela 

oxidação do NO seguida de reação com um tiól catalisada por proteínas como a 

citocromo c (Basu 2010) ou albumina (Rafikova 2002). 

Diversos artigos da literatura recente têm avaliado os efeitos dos RSNOs em 

sistemas biológicos, e os mais utilizados são: S-nitrosoalbumina (AlbSNO), o 

correspondente nitrosado da albumina (Marley 2001); a S-nitrosoglutationa (GSNO) (4) 

que já foi encontrada no plasma humano (Taubert 2007);  a S-nitrosocisteína (CiSNO) 

(5), que possui um sistema de transporte específico na membrana de eritrócitos humanos 

(Sandmann 2005);  a S-nitroso-N-acetilcisteína (SNAC) (6) e a S-nitroso-N-

acetilpenicilamina (SNAP) (7), sendo que não há relatos, até onde sabemos, da presença 

endógena da SNAC e da SNAP (Tsikas 1996)  mas essas duas moléculas são 

amplamente utilizadas em experimentos in vivo e in vitro (Ceron 2001, Terwel 2000, 

Bocedi 2004,Sandmann 2005, Romão 2006).   
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Os RSNOs exercem ações biológicas semelhantes às do NO (Hogg 2000 e 2004) 

como inibição da agregação plaquetária (Mellion 1983), ação microbicida (Romão 2006) 

e vasodilatadora (Askew 1995), entretanto, nem todos os efeitos dos RSNOs observados  

podem ser atribuídos unicamente à liberação de NO (Ceron 2001), revelando uma 

química particular desses compostos (Hogg 2000 e 2004). Uma possível explicação para 

esses efeitos dos RSNOs independentes da liberação de NO seria através da reação de 

transnitrosação, em que o resíduo NO+ do grupamento SNO é passado para um outro 

grupamento tiól, como o de uma proteína que tenha um resíduo cisteína (PCysSH) 

passível de ser nitrosado, segundo a equação (1): 

 

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

 

Através da transnitrosação, os RSNOs são capazes de inativar proteínas que tenham 

um resíduo cisteína no sítio ativo ou em algum ponto crítico passível de ser 

transnitrosado, como ocorre com a proteína papaína (Xian 2000), e esse mecanismo pode 

ser responsável por diversas ações dos RSNOs, como a ação microbicida, em que os 

RSNOs podem inativar enzimas chaves com resíduos cisteínas dos parasitas (Bocedi 

2004).  

Além de seu possível papel como mediador biológico, acredita-se que a relevância 

dos RSNOS esteja também na possibilidade dessa classe ser uma possível alternativa aos 

nitratos orgânicos e ao nitroprussiato de sódio como fármaco doador de NO, a ser 
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utilizado clinicamente em condições em que se faça necessário o aumento nos níveis de 

NO (AlSadoni 2000). Como descrito anteriormente, existem atualmente apenas dois tipos 

de fármacos doadores de NO usados clínicamente, entretanto, existem dificuldades 

associadas ao uso desses compostos, uma vez que o uso crônico de nitratos orgânicos 

leva ao desenvolvimento de tolerância a esse tipo de fármaco (Munzel 2005) e o uso do 

nitroprussiato de sódio está associado a toxicidade por cianeto (Smith 1974). Dado o 

potencial terapêutido do uso do NO, é de certa forma surpreendente que, desde a 

descoberta de seu papel como sinalizador biológico 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 fármaco. Estudos já avaliaram os efeitos 

fisiológicos da administração intravenosa (Ramsay 1995, Rassaf 2002, Molloy 1998, 

Kiris 1999) e intraperitoneal (Franceschi 2006, Flamant 2011) de RSNOs em modelos 

animais, entretanto, a utilização da via oral para a administração de RSNOs é pouco 

investigada (Richardson 2002b).  

 

1.3. NO e sistema gástrico  

O uso oral de nitrosotióis apresenta-se como uma forma de liberação de óxido 

nítrico no sistema gástrico, onde o NO exerce diversas funções já conhecidas como a 

regulação do fluxo sanguíneo gástrico (FSG), a otimização da secreção de muco, a 

proteção da mucosa gástrica contra agentes irritantes e a promoção da cicatrização de 

úlceras gástricas (Lanas 2008, Elliott 1995, Muscara 1998, Wallace 1994, Ma 2000). Por 

essas ações do NO, tem-se proposto o uso de doadores de óxido nítrico para prevenir os 

danos gástricos causados pelo uso de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), que são 

medicamentos largamente utilizados no tratamento de gota, artrite reumatóide, entre 

outras doenças, mas que apresentam como efeito colateral a irritação da mucosa do 

estômago, que pode evoluir para úlcera gástrica (Wallace 2008). Para essa administração 

de AINEs com doadores de NO, têm-se investigado duas abordagens: a síntese de 
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derivados de AINEs contendo resíduos doadores de NO ou simplesmente a 

administração 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 

resíduos de nitrosotióis terciários e esses derivados apresentaram ações analgésicas e 

antiinflamatórias, como esperado de um pró-fármaco 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 inibição dose-

dependente das lesões gástricas induzidas por piroxicam, sem alterar a farmacocinética 

nem o efeito farmacológico desse AINE. O mecanismo proposto para a redução do dano 

associado ao uso dos AINEs pelo NO seria através do aumento no fluxo sanguíneo da 

mucosa, que permite a remoção de compostos tóxicos, e da produção de muco, que 

protege a mucosa gástrica contra agentes irritantes (Holm 2002, Wallace 1994). Sendo 

assim, o uso de RSNOs oralmente poderia ser uma alternativa na prevenção dos danos 

gástricos associados ao uso dos AINEs. 

O estudo dos efeitos gástricos dos RSNOs se faz importante não só pela via oral ser 

uma possível rota para administração terapêutica, mas também pelo possível papel 

fisiológico que os RSNOs podem ter na via gastrointestinal.  Estudos têm demonstrado 

que a ingestão de nitrato (NO3
-) na dieta é uma forma de produção de NO independente 

das NOSs, que leva a efeitos como diminuição da pressão sanguínea, inibição da 

agregação plaquetária (Webb 2008) e aumento do fluxo sanguíneo gástrico e de secreção 

de muco (Petersson 2007), sendo que um possível intermediário entre o NO3
- ingerido e 

os efeitos fisiológicos observados seriam os RSNOs. A via de formação de RSNOs 

gástricos pela presença de NO3
- na dieta ocorreria da seguinte forma: o NO3

- ingerido é 

reduzido a nitrito (NO2
-) pela ação de enzimas bacterianas presentes na cavidade oral, 

que é, por sua vez, protonado em meio ácido estomacal, formando ácido nitroso (HONO) 

e trióxido de dinitrogênio (N2O3) que reagem com tióis endógenos, formando RSNOs 

(Richardson 2002a, Pannala 2003, Lundberg 2008), segundo as equações: 



 

 9 

 

NO2
- + H+   HNO2 (pKa = 3,2 – 3,4)                                                   (2) 

2 HNO2  H2O + N2O3                                                                                                                           (3) 

RSH + HNO2  RSNO + H2O                                                               (4) 

2 RSH + N2O3  2 RSNO + H2O                                                           (5)  

 

 De fato, já foi observada a formação de RSNOs em saliva humana rica em nitrito, 

derivado da ingestão de nitrato, e a aplicação dessa saliva na mucosa estomacal de ratos 

levou ao aumento do fluxo sanguineo gástrico e da formação de muco (Bjorne 2004).  

Entretanto, para o avanço do entendimento do papel dos RSNOs na via 

gastrointestinal e o desenvolvimento de sua aplicação farmacológica pela via oral, é 

necessário que se estude o destino dos RSNOs quando aplicados em mamíferos, que se 

conheça a sua meia vida in vivo, identifique-se seus metabólitos plasmáticos, e essas são 

questões pouco investigadas. Além disso, a estabilidade dos RSNOs é motivo de bastante 

debate na literatura (Bartberger 2001), o que impossibilita a previsão, pelos dados 

existentes atualmente, da estabilidade dos RSNOs no pH gástrico. No presente estudo, 

avaliaram-se os efeitos da administração orogástrica de soluções de GSNO e SNAC no 

fluxo gástrico, a farmacocinética desses RSNOs e caracterizou-se a decomposição de 

GSNO e SNAC em função do pH.  

 

1.4. S-nitrosotióis e Doença Hepática Gordurosa Não Alcoólica  

A via oral como rota de administração de RSNOs foi utilizada não só para avaliação 

dos efeitos dos RSNOs no sistema gastrointestinal, mas também em estudos para 

avaliação do efeito dessas moléculas em modelos animais de doença hepática gordurosa 

não alcoólica (DHGNA ou NAFLD, do inglês Nonalcoholic Fatty Liver Disease) 

(Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008), onde foi possível observar que a administração 

orogástrica de solução de SNAC pode previnir e reverter o quadro da DHGNA em 

modelos animais. A doença hepática gordurosa não alcoólica é uma condição em que os 
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hepatócitos, que normalmente contém apenas pequenas quantidades de lipídios 

armazenados, passam a conter quantidades supra-fisiológicas de gordura, e é considerada 

a manifestação hepática da síndrome metabólica (Larter 2010).  Apesar da alta 

prevalência, os fatores patogênicos que determinam a progressão da DHGNA são 

pobremente entendidos. Evidências fisiológicas levaram ao desenvolvimento de uma 

teoria em que a patogênese ocorre em dois estágios, conhecida como “two-hit theory”, ou 

“teoria de duas fases”: a primeira fase é causada pelo excesso de ácidos graxos livres no 

fígado, que são esterificados a triglicerídeos. Essa lesão inicial torna o fígado vulnerável 

aos fatores agressores da segunda fase, que é causada pelo stress oxidativo e citocinas 

pró-inflamatórias (TNF-α, TGF-β, IL-6, IL-8), o que leva à ocorrência de lesões nos 

hepatócitos, inflamação e fibrose e, consequentemente, à evolução da esteatose hepática 

(que é o acumulo de gordura nos hepatócitos) para a esteatohepatite (caracterizada pela 

presença de inflamação) (Hijona 2010, Tiniakos 2010). 

Não há fármacos aprovados atualmente para o tratamento da DHGNA e as atuais 

formas de terapias, baseadas em antioxidantes ou em dietas alimentares específicas, não 

têm demonstrado efeitos terapêuticos significativos no tratamento de humanos, na maior 

parte dos casos os efeitos benéficos são apenas discretos e não inibem a progressão 

dessas doenças (Marra 2008). Oliveira et al. verificaram que a administração por via 

orogástrica de SNAC em dois modelos animais diferentes de DHGNA não apenas 

bloqueia o desenvolvimento desta doença, mas a faz regredir após a sua instalação 

(Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008), sendo que os efeitos deste doador de NO se 

refletiram tanto na obtenção de histologias normais do tecido hepático como na 

normalização dos marcadores de peroxidação lipídica, e também foi possível observar 

uma diminuição no ganho de massa dos animais submetidos à dieta hiperlipídica quando 

tratados com a SNAC (de Oliveira 2008). Os efeitos observados poderiam ser explicados 

pelas ações do NO no metabolismo: estudos demonstraram que o NO regula o 

metabolismo de glicose, ácidos graxos e aminoácidos em mamíferos, estimula o 

transporte de glicose e a oxidação de glicose e ácidos graxos no musculo esquelético, 





 

 12 

1.5. Propensão e Resistência à obesidade   

A heterogeneidade no perfil de ganho de massa em animais expostos à dieta 

hiperlipídica já é conhecida e citada na literatura. Lauterio et al. (Lauterio 1994), que 

desenvolveram uma dieta para modelo de obesidade em ratos Sprague Dawley, relataram 

que após 15 semanas de dieta, os animais apresentaram um comportamento  bimodal de 

ganho de massa, sendo que metade deles ganham massa com facilidade, e são chamados 

pelos autores como “ganhadores” ou “propensos” e a outra metade tem menor 

susceptibilidade ao ganho de massa, os chamados “resistentes” à obesidade induzida por 

dieta. Esse padrão desigual resulta em um modelo animal de obesidade com vantagens, 

uma vez que permite estudar separadamente os efeitos da dieta hiperlipídica per se 

(comparando os animais que receberam dieta hiperlipídica e os que receberam dieta 

padrão) e os efeitos do estado obeso (comparando os animais propensos com os animais 

resistentes) (Dobrian 2000).  Alguns estudos já têm demonstrado que existem diferenças 

entre os animais propensos e resistentes à obesidade induzida por dieta que podem ser 

responsáveis por essa diferença no ganho de massa, como diferenças no gasto energético, 

no quociente respiratório e nos níveis plasmáticos de leptina, insulina e colesterol, além 

de diferenças nas expressões de neuropeptídeos hipotalâmicos orexigêncios (Gao 2002, 

Huang 2003a e 2003b). Entretanto, a maioria desses estudos avalia as diferenças entre os 

grupos propensos e resistentes após um longo período de exposição à dieta, dificultando 

o esclarecimento de quais fatores são causa e quais são consequência do estado obeso. 

No presente estudo, foi feita uma avaliação cinética por 4, 8 e 16 semanas dos 

parâmetros metabólicos de camundongos Swiss propensos e resistentes à obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica.  
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2. Objetivos 

 

Os objetivos gerais desse trabalho foram a caracterização dos efeitos biológicos 

causados pela administração orogástrica de GSNO e SNAC e a avaliação cinética da 

propensão e resistência à obesidade induzida por dieta hiperlipídica em modelos animais. 

Mais especificamente, os objetivos foram:  

(1) a avaliação de mudanças no fluxo sanguíneo gástrico da mucosa estomacal 

quando exposta a soluções de GSNO e SNAC;  

(2) a caracterização da metabolização da GSNO e SNAC após a administração 

orogástrica;  

(3) o acompanhamento da decomposição desses RSNOs em função do pH;  

(4) a investigação de um possível efeito da administração orogástrica de SNAC na 

DHGNA e da administração de GSNO e SNAC no ganho de massa e na expressão de 

neuropeptídios hipotalâmicos induzidos pela ingestão de dieta hiperlipídica e 

(5) a avaliação cinética das alterações metabólicas em modelo animal de propensão 

e resistência à obesidade induzida por dieta hiperlipídica.  
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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 Comitê de Ética da UNICAMP sob o Protocolo Nº 1755-1, 

para o uso de animais de experimentação em pesquisa. 

 

3.2. Síntese da GSNO e SNAC 

Para a síntese de GSNO, a glutationa (GSH) (3,000 g) foram inicialmente 

dissolvidas em 16 mL de HCl 0,5 M e sobre  solução foi adicionado nitrito de sódio 

(NaNO2) em quantidade equimolar (0,670 g). A solução foi mantida sob agitação 

magnética, em banho de gelo e protegida da luz por 40 min, de forma a permitir a reação 

de S-nitrosação da GSH. Foram então adicionados 10 mL de acetona e a solução foi 

mantida nas mesmas condições por 10 min, a fim de que a GSNO formada fosse 

precipitada de forma quantitativa. A GSNO sólida foi filtrada, lavada 3 vezes com água 

deionizada e acetona, liofilizada por 24 h e mantida em freezer. 

A SNAC foi sintetizada reagindo-se quantidades equimolares de N-acetilcisteína 

(NAC) com NaNO2 em solução aquosa ácida, por 15 min, protegida da luz com papel 

alumínio, para permitir a nitrosação completa do tiól. Uma vez que não é possível 

precipitar a SNAC, diferentemente do que ocorre com a GSNO, as soluções de SNAC 

obtidas pela reação de S-nitrosação da NAC foram subsequentemente diluídas, até que se 

atingissem as concentrações desejadas. As soluções de GSNO foram preparadas pela 

dissolução da GSNO sólida em diferentes tampões. As concentrações das soluções de 

SNAC e GSNO foram averiguadas com base no espectro de absorbância no UV-VIS, 

utilizando-se ε336 = 900 L mol-1 cm-1 (Aleryani 1998). Todas as soluções foram usadas 

imediatamente após a preparação. 
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3.3. Efeitos das aplicações tópicas de soluções de GSNO, SNAC, NO2
- e NO3

- no 

fluxo sanguíneo gástrico 

O efeito da solução de GSNO e SNAC (600 μmol L-1 e 12 mmol L-1) e de NaNO2 e 

NaNO3 (12 mmol L-1)  no fluxo sanguíneo da mucosa gástrica foi avaliado pela técnica 

da câmara gástrica ex vivo, sendo que a medição do fluxo sanguíneo gástrico (FSG) foi 

realizada através do uso de fluxometria por laser-Doppler (Transonic) (Camara 2008 e 

Ancha 2003). Essa técnica permite a medida de fluxo sanguíneo até uma profundidade de 

1 mm de tecido, de forma contínua em unidades de perfussão tecidual (TPUs, do inglês 

Tissue Perfusion Unit). Nessa técnica, a mucosa gástrica é exposta à aplicação tópica de 

soluções de compostos a serem estudados e a alteração no FSG é avaliada pela 

fluxometria por laser Doppler, em que a luz laser incide sobre a camada superficial da 

mucosa e é espalhada pelos eritrócitos circulantes. Dependendo da velocidade dos 

eritrócitos, a luz laser é deslocada para diferentes comprimentos de onda, gerando um 

espectro de luz espalhada em oposição à linha única de emissão característica do laser 

incidente. O instrumento capta a luz espalhada e, de acordo com o espectro obtido, é 

possível obter uma medida relativa da velocidade dos eritrócitos e, portanto, do fluxo 

sanguíneo (Holloway 1977, Rajan 2009).   

 Para tal, foram utilizados ratos Sprague-Dawley (300-400 g), obtidos do biotério 

do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da UNICAMP.  Os 

animais foram mantidos em caixas plásticas e tiveram acesso à ração padrão e água ad 

libidum. Os ratos, já em jejum por 12 h (n ≥ 3 para cada grupo experimental), foram 

anestesiados com halotano, colocados e mantidos em uma cama de acrílico aquecida por 

cobertor elétrico (Harvard Apparatus) em temperatura de 37
 
ºC controlada por meio de 

termôstato, durante todo o procedimento. O estômago do animal foi exposto através de 

laparotomia mediana e o piloro foi ligado com fio de algodão 4-0. Em seguida, o 

estômago foi tracionado a partir da porção não glandular da grande curvatura com pinça 

0.8 mm e aberto através da grande curvatura com o cuidado de evitar secção do 

suprimento arterial gástrico. O estômago foi então colocado sobre uma plataforma de 
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acrílico, e fixo com alfinetes sobre essa mesma plataforma. Um cilindro de acrílico foi 

colocado sobre a mucosa gástrica, o que permite o banho da mucosa gástrica com 

soluções de RSNOs ou tampão. Essa preparação permite a manutenção do suprimento 

sanguíneo e controle neural e motor gástrico.   

 Após a preparação do animal na câmara gastrica ex vivo, a mucosa gástrica foi 

lavada três vezes com solução tampão pH 7,4, a 37 ºC, e então colocou-se 5 mL de 

solução tampão no banho da mucosa. A sonda do laser foi fixada sobre o corpo gástrico, 

na camada glandular, mediante o uso de micromanipulador mecânico (Harvard 

Apparatus). Após 10 min de equilíbrio da preparação, foi dado início à gravação dos 

dados, em intervalos de 30 s. O fluxo sangüíneo da mucosa com o banho de solução 

tampão foi gravado por 5 min, e então o tampão foi retirado e substituído por solução de 

RSNO, NaNO2 ou NaNO3 tamponada (600 μmol L-1 ou 12 mmol L-1), pH 7,4, a 37 ºC. O 

FSG sob efeito da solução foi registrado por mais 10 min. Após esse intervalo, a solução 

foi retirada e substituída novamente por solução tampão 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 variação 

sobre o fluxo sanguíneo basal obtido nos 5 min iniciais, uma vez que a técnica de 

medição do fluxo sanguíneo por laser Doppler é útil para a monitoramento de mudanças 

no fluxo por tempo, não sendo adequada para medição de fluxo sanguíneo absoluto. A 

normalização do fluxo pelo valor basal permite desprezar as variações entre indivíduos e, 

assim, a comparação entre os grupos.  

 

3.4. Dosagem de Metabólitos de NO após administração orogástrica 

Camundongos Swiss obtidos do CEMIB da UNICAMP (n = 5) com 12 semanas 

foram deixados em jejum por 6-9 h, com acesso ad libidum à água desionizada, e então 

amostras de sangue (100 μL) 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 níveis plasmáticos de metabólitos de 

NO em função do tempo, os animais receberam por gavagem uma alíquota de solução de 

SNAC 60 mmol L-1, de forma a atingir a dose de 365 μmol/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 tampão fosfato); SNAC 365 μmol 

(animais que receberam gavagem de solução de SNAC 60,0 mmol L-1, de forma a atingir 

a dose de 365,0 μmol/kg); SNAC 73 μmol (animais que receberam gavagem de solução 

de SNAC 12,0 mmol L-1, de forma a atingir a dose de 73,0 μmol/kg); SNAC 7,3 μmol 

(animais que receberam gavagem de solução de SNAC 1,2 mmol L-1, de forma a atingir a 

dose de 7,3 μmol/kg); e 3 grupos nas mesmas concentrações de SNAC 365, 73 e 7,3 

μmol/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 diferença de que foram coletadas amostras de sangue apenas uma vez, após 1 h da 

gavagem.  

As amostras de sangue foram submetidas à centrifugação por 15 min, a 4 ºC e 3500 

rpm, em centrífuga refrigerada (Eppendorf) imediatamente após a coleta. O plasma foi 

retirado com pipeta, transferido para tubos tipo eppendorf e mantido em freezer para 

posterior quantificação. 

As concentrações de SNO, nitritos e nitratos totais (NOx
-) presentes no plasma 

foram medidas por quimiluminescência, utilizando-se o método do cloreto de vanádio, 

que reduz NO2
-, NO3

- 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 solução redutora. Após a 

reação, o NO gasoso liberado é arrastado do frasco de reação do instrumento por fluxo de 

nitrogênio até a câmara de reação. Antes de chegar à câmara de reação, há um 
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condensador e um trap com solução de NaOH, para condensar o vapor de água e 

neutralizar vapores ácidos. A Figura 3 ilustra os elementos externos do analisador. 

 

Figura 3 - Ilustração dos componentes externos do analisador de NO. Adaptado do 

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

 

Na câmara de reação, há geração de ozônio (O3), que reage com o NO arrastado, 

formando dióxido de nitrogênio no estado excitado (NO2
*), que retorna ao estado 

fundamental, emitindo radiação num comprimento de onda de 600 nm, que é detectada 

através de um tubo fotomultiplicador (Yang 1997). A reação de quimiluminescência 

responsável pela detecção é descrita pelas equações 6 e 7: 

 

                                     NO + O3  NO2* + O2                                              (6) 

                             NO2*  NO2 + h                                                      (7) 

 

No método do cloreto de vanádio, a solução redutora é preparada pela dissolução de 

cloreto de vanádio (III) em solução de HCl 1 mol L-1, resultando em uma solução 



 

 19 

saturada, que é filtrada à vácuo em funil de Buchner com papel de filtro. A solução foi 

mantida em geladeira e utilizada no máximo 4 d após o preparo. A redução do NO3
- a 

NO é descrita na equação 8 (Vassilakopoulos 2007): 

 

           2NO3
-  + 3V3+ + 2H2O  2NO + 3VO2

+ + 4H+                      (8) 

  

Essa solução também é capaz de reduzir NO2
- e RSNOs a NO, e, portanto, a solução 

de cloreto de vanádio (III) é utilizada para quantificação do pool total de espécies de NO.  

No dia das análises, a solução de cloreto de vanádio foi colocada no frasco de 

reação do instrumento, esse foi aquecido a 95 ºC por jaqueta termostatizada, e esperou-se 

a estabilização da linha base por c.a. 30 min. A curva de calibração foi obtida com 

injeções de solução padrão de NaNO3 na concentração de 9,0 μmol L-1. Para a análise de 

plasmas, foram injetadas alíquotas no volume de 1 μL, em triplicata. As áreas dos picos 

obtidos foram interpoladas nos dados da curva de calibração construída utilizando-se o 

software do instrumento.   

 

3.5. Cinética da decomposição de RSNOs em função do pH e caracterização dos 

produtos de decomposição 

 As cinéticas de decomposição de soluções de GSNO e SNAC (1 mmol L-1), em 

soluções tampão contendo etilenodiaminotetraacetato de sódio (EDTA)  (3,4 mmol L-1) 

em pHs 3, 5, 7, 9 11 e 13, a 25 ºC, em triplicata, mantidas ao abrigo da luz, foram 

avaliadas pelo monitoramento do espectro de absorbância das soluções na faixa de 220-

1100 nm referenciado contra o ar, usando um espectrofotômetro de arranjo de diodos 

(Hewlett–Packard, Modelo 8453). Como controle de decomposição térmica, uma parte 

da solução de GSNO de pH 7 foi mantida a 40 ºC. A concentração de GSNO e SNAC 

nas soluções foi calculada a partir da banda de absorção característica, na região de 336 

nm, com o uso de uma cubeta de quartzo de caminho ótico de 10 mm.  
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As soluções tampão foram preparadas da seguinte forma: para 20 mL de solução de 

pH 3,0 utilizou-se 4,0 mL de solução de Na2HPO4 0,1 mol L-1 e 16,0 mL de solução de 

ácido cítrico 0,1 mol L-1. A obtenção de solução de  pH 5,0 foi feita a partir das soluções 

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. Já os tampões de pH 9,0, 11,0 e 

13 foram preparados a partir de soluções de glicocol 0,1 mol L-1 e NaOH 0,1 mol L-1. 

Para cada 10 mL de tampão de pH 9,0, utilizou-se 9,0 mL de solução de glicocol e 1 mL 

de solução 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 soluções foram aferidos 

através de eletrodo de pH (Orion). As absorbâncias iniciais foram normalizadas e as 

velocidades iniciais de decomposição da GSNO e SNAC nas diferentes condições de 

análise foram calculadas com base na inclinação das retas obtidas através da regressão 

linear dos pontos experimentais da seção inicial (menos de 10% da reação) das curvas 

cinéticas de decomposição. 

Para a solução de GSNO em pH 13, analisou-se a formação do ânion NO2
- através 

da técnica de quimiluminescência, no mesmo instrumento (NO Analyzer -Sievers), pelo 

método do ácido ascórbico em ácido acético glacial, que garante a quantificação seletiva 

de NO2
- sem interferência de RSNOs ou nitratos (Nagababu 2007). Para tal, colocou-se 

no frasco de purga 1 mL de ácido ascórbico 0,5 mmol L-1 e 7 mL de ácido acético 

glacial, em temperatura ambiente. A curva de calibração foi obtida com injeções de 

soluções com concentrações conhecidas de NaNO2. Para se determinar a quantidade 

inicial de NO2
- presente na GSNO, resultante de resíduos de sua síntese, injetou-se 4 µL 

de uma solução aquosa de GSNO 1 mmol L-1. A seguir, após o preparo da solução de 

GSNO em tampão de pH 13, injetou-se, a cada 15 min, 4 µL desta no frasco de purga, a 

fim de se quantificar o nitrito formado como produto da reação de decomposição. Esse 

procedimento foi realizado até se completar 2 h de reação, tempo necessário para o 

decaimento total da banda de absorção da ligação S-NO em 336 nm, em triplicata. As 
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áreas dos picos obtidos foram interpoladas nos dados da curva de calibração construída 

utilizando-se o software do instrumento.    

As quantificações de glutationa na forma reduzida (GSH), da GSH oxidada (GSSG) 

e da GSNO foram feitas utilizando-se cromatografia líquida de alta eficiência- HPLC 

(Shimadzu). Os paramêtros utilizados foram: coluna Polaris C18 (4,5 x 150 mm - 3 μm); 

fluxo: 1,0 mL/min; temperatura da coluna: 25ºC; volume de injeção: 20 μL; detector: UV 

em 220 nm; fase móvel: mistura de 900 mL de solução de ácido trifluoroacético 0,1 % 

(v/v), de pH = 2,2  com 100 mL de  solução aquosa de acetonitrila 40 % (v/v).  

Para a quantificação de GSH e GSSG como produtos de decomposição, as soluções 

de GSNO em pH 3 e 13 foram mantidas a 25 ºC, ao abrigo da luz, por 3 d e 1 h, 

respectivamente; e a solução de GSNO em pH 7 foi mantida a 40 ºC, ao abrigo da luz, 

por 3 dias. Alíquotas foram retiradas e analisadas por HPLC. Como padrões, foram 

utilizadas GSH e GSSG obtidas da Sigma Aldrich, utilizadas sem prévia purificação, e 

GSNO sintetizada em nosso laboratório, conforme descrito acima.  

 

3.6. Metabolismo de RSNOs em sangue  

A quantificação de GSNO em plasma e em sangue foi feita utilizando-se 

cromatografia líquida de ultra eficiência- UPLC (Waters). Os paramêtros utilizados 

foram: coluna Acute UPLC BEHC18 (2,1 x 50 mm – 1,7 μm); fluxo: 0,08 mL/min; 

temperatura da coluna: 25 ºC; volume de injeção: 10 μL; detector: 334 nm; fase móvel: 

mistura de 900 mL de solução de ácido trifluoroacético 0,1 % (v/v), de pH = 2,2  com 

100 mL de  solução aquosa de acetonitrila 40 % (v/v) (fase A) e metanol (fase B).  

 Foram retiradas amostras de sangue de voluntários saudáveis em tubos contendo 

EDTA e essas foram utilizadas no período máximo 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 ºC, 3500 rpm, e o plasma foi 

retirado e imediatamente utilizado. Antes de todas as análises, a curva de calibração foi 

obtida pela injeção de plasma e solução tampão fosfato (PBS) pH 7,4 contendo GSNO 
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adicionada em concentrações conhecidas (de 10 µmol L-1 a 10 mmol L-1). O controle foi 

feito pela injeção de plasma desproteinizado sem adição de GSNO e de ácido 

tricloroacético (TCA) usado no processo de desproteinização. O limite de detecção foi 

avaliado injetando-se soluções de GSNO em diferentes concentrações e foi atribuído à 

menor concentração cuja variação entre a área das triplicatas fosse menor do que 5%.   

Para os ensaios de estabilidade, as amostras de sangue ou plasma (n = 3) receberam 

a adição de solução tamponada de GSNO (pH 7,4) de forma a atingir as concentrações 

finais de 10 mmol L-1, 40 ou 80 μmol L-1 e foram mantidas em banho a 37 ºC, ao abrigo 

da luz. Alíquotas de plasma ou sangue foram retiradas imediatamente após a adição de 

GSNO e 1 ou 2 h depois. As amostras de sangue foram centrifugadas como descrito 

acima para a separação do plasma. O plasma foi desproteinizado pela adição de 100 µL 

de TCA 200 mmol L-1 à 400 µL de plasma, seguido de centrifugação por  10 min, a 4 ºC, 

11000 rpm (Schott 2007).  O sobrenadante foi retirado, filtrado com filtros para seringa 

0,2 µm (Millipore) e injetado no UPLC, segundo as condições descritas acima.  

A quantificação de GSNO no plasma de camundongos após a administração 

orogástrica 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 à água desionizada. Os animais receberam uma alíquota de solução de PBS 

pH 7,4 (grupo controle) ou GSNO 60,0 mmol L-1 (grupo GSNO) por via orogástrica, de 

forma a atingir a dose de 365 μmol/kg e foram mantidos em suas gaiolas, ainda em 

jejum, por 1 h. Após esse intervalo, os animais foram anestesiados com halotano, mortos 

por deslocamento cervical e o sangue foi retirado imediatamente por punção cardíaca 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 avaliação da decomposição da GSNO em lisados de estômagos e fígados, 

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 estômago e o fígado foram expostos através de laparotomia mediana e 

retirados. O estômago foi aberto pela grande curvatura e as paredes interna e externa 

foram lavadas suavemente com PBS, para retirar resquícios do bolo alimentar. Amostras 

do estômago ou fígado (0,2 g) foram extraídas em 10 ml de PBS pH 7,4 contendo EDTA 

1,0 mmol L-1 utilizando-se homogeneizador de alta frequência (IKA) e receberam 

alíquotas de solução de GSNO em PBS pH 7,4, de forma a atingir a concentração final de 

1 mmol L-1. Alíquotas dos lisados contendo GSNO foram retiradas imediatamente após a 

adição de GSNO e 1 e 2 h depois. As alíquotas foram centrifugadas por 15 min, a 4 ºC, 

11000 rpm e o sobrenadante foi retirado e congelado para posterior análise. As amostras 

foram descongeladas no dia da análise, receberam alíquota de N-etilmaleimida (NEM), 

em concentração final 10 mmol L-1, para alquilar grupos tióis livres e previnir a 

transnitrosação (Bramanti 2011) e foram desproteinizadas pela adição de TCA conforme 

realizado com as amostras de plasma.  

A concentração de GSNO remanescente nos sobrenadantes foi avaliada por 

quimiluminescencia, pela técnica de redução do grupo SNO por ácido ascórbico em pH 

11, baseado no método de Nagababu (Nagababu 2006).  Nestas condições o ânion NO2
- 

não é reduzido a NO livre, portanto, a condição de redução é específica para S-

nitrosotióis. Para a realização das análises, colocou-se no frasco de purga solução aquosa 

de ácido ascórbico 160 mmol L-1 em pH 11 (o pH foi corrigido utilizando-se solução de 

NaOH 1 mol L-1) e a curva de calibração foi obtida pela injeção de alíquotas de 

concentrações conhecidas de GSNO. Os sobrenadantes foram injetados no instrumento, e 

as áreas dos picos obtidos foram interpoladas na curva de calibração construída, 

utilizando-se o software do instrumento.    
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3.8. Administração orogástrica de SNAC e GSNO em modelos animais de doença do 

fígado gorduroso e obesidade induzida por dieta hiperlipídica 

O efeito do tratamento com SNAC no desenvolvimento da DGHNA foi investigado 

em camundongos ob/ob e camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipídica 

(HFD), cuja fonte principal de lipídios é 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 Clínicas da Universidade de São 

Paulo, foram mantidos em grupos de 2 ou 3 por gaiola com acesso à dieta e água ad 

libidum, em temperatura controlada (20 ºC) e submetidos a ciclo de claro:escuro de 12h. 

Os animais foram mantidos por 1 semana para aclimatização no biotério do Laboratório 

de Sinalização Celular da UNICAMP e foram então randomicamente divididos em 2 

grupos: controle HFD (n = 5), (animais alimentados ad libidum com dieta hiperlipídica 

(20% proteína, 35% carboidrato, 45% lipídio) e que receberam diariamente 200 μl de 

PBS pH 7,4 por gavagem); e grupo tratado com SNAC (n = 6), (animais alimentados ad 

libidum com HFD e que receberam administração oral de solução tamponada de SNAC 

(1 mmol L-1, pH 7,4) por gavagem, diariamente). A alíquota administrada da solução de 

SNAC foi calculada de forma que a dose diária fosse 7,3 µmol/kg/dia. Após 4 semanas 

de tratamento, os animais foram anestesiados com mistura de ketamina e xilazina, e 

fragmentos de fígado foram retirados, fixados em paraformaldeído, seccionados e as 

lâminas foram coradas com hematoxilina - eosina. O grau de esteatose hepática nas 

lâminas foi avaliado por um patologista cegado em relação à 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 então separados em 

gaiolas individuais e mantidos por 1 semana para aclimatização. Os animais foram então 

randomicamente divididos em 4 grupos (n = 8): controle dieta padrão, (animais 

alimentados ad libidum com ração padrão (20% proteína, 70% carboidrato, 10% 

lipídio)); controle HFD, (animais alimentados ad libidum com HFD); tratados com 

SNAC, (animais alimentados ad libidum com HFD que receberam administração oral de 
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solução de SNAC por gavagem, diariamente, na dose de 7,3 µmol/kg/dia); e tratados com 

GSNO, (animais alimentados ad libidum com HFD que receberam administração oral de 

solução de GSNO por gavagem, diariamente, na dose de 7,3 µmol/kg/dia).  A massa dos 

animais foi medida semanalmente após o início da dieta e do tratamento. Após 8 semanas 

de tratamento, os animais tratados com GSNO foram anestesiados com halotano e mortos 

por deslocamento cervical. Após 12 semanas de tratamento, os animais restantes foram 

anestesiados com mistura de ketamina e xilazina, e fragmentos de fígado foram retirados, 

fixados em paraformaldeído, seccionados e as lâminas foram coradas com hematoxilina - 

eosina. O grau de esteatose hepática nas lâminas foi avaliado por um patologista cegado 

em relação à identidade dos animais. 

 

3.9. Administração oral de solução de SNAC em modelo animal de esteatose 

hepática 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 água ad libidum e submetidos a ciclo de claro:escuro de 

12h. Os animais, então com 8 semanas, foram randomicamente divididos em 3 grupos (n 

= 8): controle dieta padrão, animais alimentados ad libidum com ração padrão; controle 

dieta deficiente em metionina e colina (MCD), alimentados ad libidum com MCD 

(Tabela 1) e que receberam gavagem com veículo diariamente; e tratados com SNAC, 

(animais alimentados ad libidum com dieta MCD, que receberam administração oral de 

solução tamponada de SNAC por gavagem, diariamente, na dose de 7,3 µmol/kg/dia). 

Após 12 semanas de tratamento, os animais foram anestesiados com mistura de ketamina 

e xilazina, e fragmentos de fígado foram retirados, fixados em paraformaldeído, 

seccionados e as lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina. O grau de esteatose 

hepática nas lâminas foi avaliado por um patologista cegado em relação à identidade dos 

animais.  
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Tabela 1. Composição da dieta deficiente em metionina e colina. Informação do fabricante. 

Ingredientes g/kg 

Sacarose 500 

Caseína 200 

Amido 155 

Celulose 50 

Óleo de milho 50 

Mistura mineral 35 

Mistura vitamínica 10 

DL-metionina 0 

Bitartarato de colina 0 

Tertbutilhidroquinona (TBH)  0,01 

 

 

3.10. Propensão e Resistência à obesidade em camundongos Swiss expostos à dieta 

hiperlipídica 

Camundongos machos Swiss (n = 60) de 8 semanas, com diferenças de massa 

menores que 10% entre eles, foram alimentados com HFD ad libidum  por até 16 

semanas e foram separados quanto a massa após as 4 primeiras semanas: os 15 animais 

com maior massa foram chamados de “propensos” e os quinze com menor massa foram 

chamados de “resistentes”. Após 4, 8 e 16 semanas de dieta, cinco animais de cada grupo 

foram mortos e fragmentos do hipotálamo foram retirados e extraídos para posterior 

quantificação de mRNA de neuropeptídios reguladores da fome - proopiomelanocortina 

(POMC), transcrito regulado por cocaína e anfetamina (CART), peptídeo relacionado a 

agouti (AgRP) e neuropeptídeo Y (NPY) - pela técnica de reação em cadeia da 

polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), corrigido pelo controle endógeno 
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gliceraldeído-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH), conforme já descrito (Moraes 2009). 

(Ensaio feito pela doutoranda Joseane Morari, do Laboratório de Sinalização Celular, sob 

orientação do Prof. Lício A. Velloso – FCM-Unicamp). Testes de tolerância à insulina e 

à glicose foram realizados 4 e 2 dias antes da morte dos animais, respectivamente.  

Para a realização do teste de tolerância à insulina (ITT), os animais foram colocados 

em jejum por 6 h e submetidos à administração intraperitonial de solução de insulina (1.5 

U/kg). Amostras de sangue foram coletadas antes e depois da aplicação de insulina em 

intervalos de 5 min por um período total de 30 min. A quantidade de glicose nessas 

amostras foi determinada utilizando-se glicosímetro (Abbott). Os valores de glicose 

foram plotados e a constante de velocidade para o desaparecimento da glicose (KITT) foi 

calculada (Zecchin 2005).  

Para a realização do teste de tolerância à glicose (GTT), os animais foram colocados 

em jejum por 6 h e submetidos à administração intraperitonial de solução de glicose 

(25% m/m), sendo que cada animal recebeu 4 ml/kg. Amostras de sangue foram 

coletadas antes e depois da aplicação de glicose em intervalos de 30 min, por um período 

total de 2 h. A quantidade de glicose nessas amostras foi determinada utilizando-se 

glicosímetro (Abbott). Os valores de glicose foram plotados e a área sob a curva 

resultante foi calculada (de Souza 2007). 
 

3.11. Análise Estatística 

Os experimentos foram realizados estudando-se os grupos de animais em paralelo. 

Para comparação do efeito da aplicação de solução de GSNO, NO2
- e NO3

- no fluxo 

sanguíneo gástrico, foi utilizado o teste não paramétrico de Wilcoxon; para todas as 

outras comparações, foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney. As análises 

foram feitas através dos softwares Minitab 15 e Instat. O valor de p <0,05 foi 

considerado significativo. Os dados são expressos com o erro padrão. 
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4.Resultados e Discussão   

    

4.1. Efeitos das aplicações tópicas de soluções de GSNO, SNAC, NO2
- e NO3

- no 

fluxo sanguíneo gástrico 

Os efeitos da aplicações tópicas de soluções de RSNOs, NaNO2 e NaNO3 no FSG 

em ratos Sprague-Dawley foram avaliados utilizando-se o método da câmara gástrica ex 

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

para a aplicação de SNAC e GSNO (600 µmol L-1).  
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Figura 4. Efeito da aplicação de soluções tamponadas de SNAC e GSNO (600 µmol L-

1), pH 7,4, no fluxo sanguíneo gástrico, expresso em unidades de perfusão tecidual 

(TPU), em ratos Sprague-Dawley. 
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Como pode ser observado na Figura 5, a aplicação de SNAC (t = 5 min) resultou no 

aumento significativo do fluxo sanguíneo em relação ao controle nas duas concentrações 

utilizadas (p< 0,001, para controle versus SNAC 12 mmol L-1; e p = 0,0403 para controle 

versus SNAC 600 μmol L-1). Esse aumento atinge o seu máximo aproximadamente 3 min 

após a exposição (tempo total de c.a. 7,5 min) e, quando a solução de RSNO é substituída 

por solução tampão (tempo total = 10 min), o fluxo retorna ao seu valor basal em 

aproximadamente 13 min (tempo total de c.a. 23 min).  As duas concentrações diferem 

quanto ao efeito no FSG em relação ao controle (p < 0,001), entretanto, a diferença entre 

as respostas obtidas com as soluções 600 μmol L-1 e 12 mmol L-1 foi menor do que 

esperada, uma vez que um aumento de 20 x na concentração levou a apenas um leve 

aumento no FSG. A baixa correlação entre concentração e efeito no FSG observada pode 

se dever às variações entre os animais, que devem responder de formas diferentes ao 

estímulo. Assim, o uso de um número maior de animais para cada concentração poderia 

levar a uma dose resposta mais significativa. Outra hipótese que poderia ser considerada 

é a de que a dose de 600 μmol L-1 já causa um relaxamento quase máximo da 

musculatura lisa, limitado por questões mecânicas, resultando no aumento próximo ao 

máximo no FSG; sendo assim, o aumento para a concentração de 12 mmol L-1 não 

alteraria de forma relevante o aumento no fluxo sanguíneo gástrico.  

 O efeito da GSNO no FSG foi comparado ao causado pela aplicação de soluções 

de NaNO2 e NaNO3, nas mesmas concentrações e os dados obtidos estão apresentados na 

Figura 6. 
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Figura 6. Efeito da aplicação de soluções tamponadas de GSNO, NaNO2 e NaNO3 (12 

mmol L-1) (n=4) no fluxo sanguíneo gástrico.  

 

 Como pode ser observado a partir da Figura 6, as aplicações das soluções de 

GSNO, NaNO2 e NaNO3 levaram ao aumento do FSG em relação ao fluxo controle nos 5 

min iniciais (p = 0,004, para controle versus GSNO;  p = 0,004 para controle versus 

NaNO2 e p = 0,006 para controle versus NaNO3). A solução de GSNO levou a um 

aumento máximo no FSG bem mais pronunciado do que o observado para o NaNO2 e 

NaNO3 (p< 0,001), com valor máximo c.a. de 5 x maior do que os obtidos pela aplicação 

de soluções equimolares de nitrito ou nitrato, e a solução de NaNO2 apresentou diferença 

em relação a solução de NaNO3 (p< 0,001). O perfil de variação no FSG foi também 

diferente entre o RSNO e os ânions NO2
- e NO3

-, uma vez que o pico máximo de 

aumento no FSG causado pela exposição ao NO2
- foi atingido após c.a. 10 min da 



 

 32 

aplicação (tempo total de c.a. 15 min), enquanto que o aumento resultante da exposição a 

GSNO ocorreu c.a. de 7 min (tempo total de c.a. 10 min).   

O aumento de fluxo sanguíneo causado pela exposição aos RSNOs pode ser 

entendido como resultado da quebra da ligação S-NO da GSNO ou SNAC, com liberação 

do NO, que ativa a guanilato ciclase solúvel (GCs), iniciando assim a cascata de 

sinalização para o relaxamento muscular (Francis 2010). A quebra da ligação S-NO pode 

ocorrer por dois mecanismos distintos: a redução do RSNO por um agente redutor; ou a 

decomposição catalisada térmica ou fotoquimicamente. Esse último mecanismo leva à 

formação do dímero do tiól (RSSR) e liberação de NO (Oliveira 2002), segundo a 

equação (9): 

 

                      2 RSNO   RSSR + 2 NO                                                (9) 

 

A decomposição térmica de soluções de GSNO e SNAC no escuro na concentração 

utilizada nos experimentos foi avaliada e está apresentada na Figura 7.  
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Figura 7. Curvas cinéticas de decomposição de GSNO e SNAC (12 mmol     L-1) em pH 

7,4, 37 ºC, ao abrigo da luz, baseadas na variação espectral da banda característica dos 

RSNOs em 336 nm.  

 

Como pode ser observado a partir da Figura 7, no período em que o fluxo sanguíneo 

se encontra em seu valor máximo (tempo total de c.a. 10 min), a decomposição térmica 

da GSNO não é significativa e a da SNAC é menor do que 5%. Desta forma, a 

concentração de NO livre na solução, resultante apenas da decomposição térmica 

espontânea dos RSNOs neste período deve ser muito baixa e é pouco provável que ela 

seja a responsável pelos aumentos de FSG observados. Uma vez que a decomposição 

fotoquímica de RSNOs requer intensidades de radiação UV-VIS muito maiores que as 

presentes na luz ambiente (Hogg 2002) para ocorrer em uma extensão significativa, a 

catálise pela luz ambiente neste intervalo de tempo é também pouco provável como 

causa da liberação de NO. Estas considerações permitem propor que a liberação de NO a 

partir dos RSNOs utilizados deve estar associada à ação de agentes redutores encontrados 
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endogenamente, como o ácido ascórbico. O ácido ascórbico pode reduzir RSNOs, com 

subsequente liberação de NO, através do ataque nucleofílico pelo oxigênio do ascorbato 

ao átomo de nitrogênio da ligação SNO, levando à liberação do tiól e à formação do O-

nitrosoascorbato, que se decompõe por um mecanismo radicalar, gerando ácido 

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

 Um outro possível agente redutor é o sistema tioredoxina (Trx-(SH)2)-tioredoxina 

redutase (TR). A função endógena da proteína Trx-(SH)2 é a regulação de proteínas que 

contém tióis, pela redução das ligações S-S das proteínas alvos através da oxidação de 

seus próprios grupamentos SH, gerando Trx-S2, que são novamente reduzidos à Trx-
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(SH)2 pela atividade da TR dependente de NADPH (Nikitovic 1996, Stoyanovsky 2005, 

Sengupta 2007). Já foi reportado na literatura que a Trx-(SH)2 desnitrosa RSNOs 

(Nikitovic 1996, Sengupta 2007); entretanto, o mecanismo dessa reação ainda não está 

completamente elucidado, sendo que alguns autores apontam que ocorra liberação de 

nitroxila (NO-), que também apresenta ação vasodilatadora (Favaloro 2007, Irvine 2008), 

enquanto outros estudos apontam que a reação libera NO (Stoyanovsky 2005, Nikitovic 

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

 

Com os dados obtidos no presente estudo, não foi possível afirmar qual ou quais 

agentes redutores estariam agindo na desnitrosação da GSNO e da SNAC, levando aos 

efeitos de aumento do fluxo sanguíneo gástrico observados e mais estudos serão 

necessários para a elucidação desse mecanismo.  

O fato da aplicação de solução de GSNO ter apresentado ação vasodilatadora mais 

potente que as soluções de NO2
- e NO3

- pode ser entendido como consequência de uma 

maior facilidade de redução da GSNO a GSH e NO do que de redução dos íons NO2
- e 
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NO3
- a NO. Deve-se considerar também que a redução da GSNO ode estar associada à 

presença de proteínas específicas desta reação.    

 Esses resultados têm implicações tanto para a aplicação terapêutica dos RSNOs 

quanto para a bioquímica do NO no sistema gástrico. Para a terapêutica, os dados 

demonstram que os RSNOs levam a um aumento no FSG mais intenso e mais rápido do 

que os atingidos com a aplicação de NO2
- e NO3

-, fato a ser considerado na abordagem 

que propõe a administração de nitritos e nitratos para a prevenção das úlceras gástricas 

causadas pelo uso crônico de AINEs. Os AINEs são inibidores de prostaglandinas, 

moléculas que estimulam as células epiteliais a liberar muco e bicarbonato, que são 

potentes vasodilatadoras e que, portanto, protegem a mucosa gástrica de danos, já que um 

rápido aumento no FSG da mucosa depois da exposição a um agente irritante permite a 

remoção do composto tóxico, e o muco protege a mucosa do agente irritante (Wallace 

2008). Consequentemente, a inibição dessas propriedades pelo uso de AINEs leva a 

danos na mucosa gástrica.  Uma vez que existem propostas terapêuticas para a 

administração de nitritos e nitratos conjuntamente com os AINEs para diminuir os efeitos 

colaterais desses fármacos (Lundberg 2008 e 2010), os dados obtidos sugerem que os 

RSNOs poderiam ter efeito mais potente no FSG e, consequentemente, melhor efeito na 

prevenção dos danos causados pelo uso crônico de AINEs. 

Para a bioquímica do NO no sistema gástrico, o fato de que os RSNOs apresentam 

efeito mais pronunciado do que o NO2
- no FSG nas condições estudadas se soma à 

suposição de que os RSNOs formados no estômago a partir do nitrito possam exercer 

ações fisiológicas na mucosa gástrica. Como citado na introdução, a produção endógena 

de NO ocorre átraves de uma classe de enzimas, as NOSs, e a oxidação do NO formado 

gera nitrito e nitrato. A ingestão de nitrato presente na dieta é a outra fonte de NO2
-/NO3

- 

para os mamíferos, sendo que essa via dietética pode fornecer quantidades relevantes 

desses óxidos de nitrogênio, uma vez que muitos vegetais são particularmente ricos em 

NO3
-: um prato de vegetais de folhas verdes, como alface ou espinafre por exemplo, 
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contêm mais nitrato do que é formado endogenamente pelas três isoformas de NOS 

combinadas em um dia (Lundberg 2008).   

A via do NO2
-/NO3

- proveniente da dieta inicia-se com a ingestão de componentes 

contendo nitrato, que é reduzido à NO2
- enzimaticamente  pela flora comensal da 

cavidade oral, uma vez que não há nos mamiferos uma enzima para a redução de NO3
-. 

Quando a saliva contendo nitrito chega ao estômago, grande parte do NO2
- é protonado à 

ácido nitroso (pKa = 3,2-3,4), que se decompõe a NO e outros óxidos de nitrogênio, 

segundo as equações (2) e (3). A redução de NO2
- a NO é aumentada por compostos 

redutores como vitamina C e polifenóis. O nitrato e o nitrito restantes são absorvidos 

pelo intestino delgado e vão para a circulação sistêmica. Uma parte do nitrato é excretado 

na urina e aproximadamente 25% é extraído pelas glândulas salivares e concentrado na 

saliva, onde o ciclo reinicia (Lundberg 2008), conforme esquematizado na Figura 8. 
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observar alterações nos níveis de nitrito plasmático nem efeitos na pressão sanguínea. 

Jannson et al. (Jansson 2007) administraram nitrato de sódio oralmente a ratos, em uma 

dose equivalente à encontrada em uma dieta rica em vegetais, e cloreto de sódio como 

controle, por uma semana e induziram lesões gástricas por administração aguda de 

diclofenaco. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com nitrato diminuiu as 

lesões causadas por diclofenaco, e aumentou a espessura do muco.  

Entretanto, além da formação de NO no estômago, o NO3
-  dietético pode levar 

também à formação de RSNOs, segundo as equações (4) e (5), e essas espécies seriam 

responsáveis, ao menos em parte, pelas ações fisiológicas observadas com a 

administração oral do nitrato. De fato, a administração de KNO3 oralmente à humanos 

saudáveis levou a uma inibição significativa na agregação plaquetária, 

concomitantemente com um aumento nos níveis de RSNOs no suco gástrico (Richardson 

2002a), sugerindo então que os S-nitrosotióis estariam envolvidos na ação anti-agregação 

plaquetária e no efeito gástrico do nitrato. Bjorne et al. (Bjorne 2004) coletaram  saliva 

de voluntários humanos saudáveis em jejum (baixo teor de nitrito) e depois da ingestão 

de nitrato (alto teor de nitrito) e aplicaram essa saliva sobre a mucosa gástrica de ratos, 

utilizando o modelo de câmara gástrica ex vivo, semelhantemente aos experimentos 

realizados no presente estudo. O FSG da mucosa e a espessura do muco aumentaram 

depois da aplicação da saliva rica em nitrito enquanto que a saliva de jejum não teve 

efeito na mucosa. Além disso, a acidificação da  saliva rica em NO-
2, para mimetizar o 

ambiente ácido do estômago resultou na formação de RSNOs. A aplicação de solução de 

SNAP na mucosa gástrica também levou a um aumento do FSG. Diante dos resultados 

obtidos, os autores concluíram que não é possível afirmar se os efeitos do nitrito 

acidificado são causados pelo NO diretamente ou através da geração de RSNOs, que 

fariam o transporte do NO através do muco e da mucosa gástrica.  

Os dados obtidos no presente estudo permitem concluir que as soluções de SNAC e 

GSNO apresentam efeito mais potente no FSG do que os íons NO2
- e NO3

-. O 

esclarecimento dos mecanismos de ação vasodilatadora dos RSNOs na mucosa gástrica 
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não fez parte do escopo deste trabalho e deve ser investigado em trabalhos subsequentes 

do grupo de pesquisa.  

  

4.2. Dosagem de Metabólitos após administração orogástrica 

A dosagem de nitritos e nitratos totais (NOx
-) circulantes no plasma é uma medida 

amplamente adotada como marcador da concentração de NO no organismo (Tsikas 

2006), uma vez que o NO produzido é oxidado a NO2
- e subseqüentemente, a NO3

-. O 

efeito da administração orogástrica de soluções de SNAC e GSNO nos níveis de NOx
- 

plasmáticos de camundongos Swiss foi analisado utilizando-se o método de 

quimiluminescência. Inicialmente, avaliou-se a curva de aumento de NO-
x plasmático em 

função do tempo em resposta à administração de 365 μmol/kg de SNAC, conforme 

apresentado na Figura 9.  
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Figura 9.  Efeito da administração oral de 365 μmol/kg de SNAC nos níveis plasmáticos 

de NO-
x de camundongos Swiss, em função do tempo, avaliados por quimiluminescência.  
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Como pode ser observado a partir da Figura 9, a administração oral de SNAC levou 

a um aumento significativo nos níveis de NO-
x plasmáticos em relação ao tempo zero em 

todos os intervalos observados (p = 0,0079), sendo que o pico de aumento ocorreu após 1 

h da administração, voltando a cair após esse intervalo, possivelmente devido ao 

processo de excreção desses ânions na urina. O intervalo de aproximadamente 60 min 

para que se atinja o pico plasmático de NO-
x está 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 NO3
- no plasma ocorreu de 40 a 60 min após administração oral de NaNO3. 

Lundberg et al. (Lundberg 2004) também estudaram a ingestão de NaNO3 em humanos e 

observaram que os níveis de NO3
- plasmáticos começaram a se elevar após 15 min da 

ingestão, atingiram o máximo após 30 min, tiveram uma leve queda após 90 min, mas 

permaneceram altos até 150 min após a ingestão, que é o tempo máximo por eles 

observado. Semelhantemente, Pannala et al. (Pannala 2003) administraram refeições 

ricas ou pobres em nitrato a voluntários humanos e observaram que o consumo de uma 

dieta rica em NO3
- levou a um aumento desse ânion no plasma após 1 h da ingestão, com 

excreção pela urina após 4 a 6 h, sendo que o nitrato ingerido foi completamente 

excretado após 24 h da administração.    

 Os dados obtidos utilizando-se camundongos no presente estudo e os reportados na 

literatura utilizando humanos diferem no intervalo necessário para que os níveis 

plasmáticos de  NO-
x comecem a diminuir, e essa diferença deve ser resultado das 

diferenças entre o metabolismo de camundongos e de humanos. Entretanto, o pico 

plasmático após aproximadamente 60 min da administração do doador de NO é similar 

entre os resultados obtidos no presente estudo e os estudos realizados em humanos, 

sugerindo um mecanismo de absorção semelhante.  

 Diante dos dados obtidos, estabeleceu-se que o tempo mais apropriado  para a 

coleta de amostras de sangue para dosagem de NO-
x seria 1 h após a administração oral 

do RSNO. O efeito da concentração das soluções nos níveis de NO-
x plasmáticos foi 

avaliado através da administração de solução de SNAC ou GSNO nas doses de 7,3; 73,0 
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e 365,0 μmol/kg (utilizando-se soluções nas concentrações de 1,2; 12,0 e 60,0 mM, 

respectivamente).  Essas doses foram escolhidas porque 7,3 μmol/kg foi a dose utilizada 

nos estudos com modelos animais de DHGNA (de Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008). 

A dose de 365 μmol/kg foi estabelecida como dose máxima porque, após a administração 

dessa dose, observou-se uma mudança de comportamento no estado de vigília dos 

animais, que sugeria uma queda de pressão sanguínea  ocasionada por uma vasodilatação 

sistêmica. Os dados obtidos estão apresentados nas Figuras 10 e 11. 
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Figura 10. Níveis plasmáticos de NO-
x de camundongos Swiss, antes e 1 h após a 

administração por gavagem de soluções de SNAC em diferentes concentrações. * p = 

0,03. 
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Figura 11. Níveis plasmáticos de NO-
x de camundongos Swiss, antes e 1 h após a 

administração por gavagem de soluções de GSNO em diferentes concentrações. ** p = 

0,03 

   

Como pode ser observado a partir das Figuras 10 e 11, a administração de SNAC ou 

GSNO na dose de 7,3 μmol/kg não apresentou alteração significativa nos níveis de NO-
x. 

A dose de 73  μmol/kg apresentou uma tendência de aumento nos níveis de NO-
x, mas 

não de forma estatisticamente significativa, enquanto que a dose de 365 μmol/kg 

apresentou um aumento significativo nos níveis plasmáticos de NO-
x. O procedimento de 

gavagem per se não apresenta nenhum efeito nos níveis de NO-
x, uma vez que não houve 

diferença nos valores de NO-
x do plasma dos animais gavados com tampão (grupo 

controle).  
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Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que a administração oral de doses de 

SNAC na ordem de 6 a 7,3 μmol/kg apresenta efeitos benéficos em modelos de esteatose 

hepática (Oliveira 2006a, 2006b, 2007 e 2008) e de fibrose hepática (Vercelino 2010) e 

doses de GSNO entre 20 e 100 μmol/kg inibem as lesões gástricas induzidas por 

piroxicam (Tam 2000).  Dessa forma, pode-se concluir que para que o RSNO tenha 

algum efeito fisiológico, não é necessário que a dose administrada interfira de forma 

drástica nos níveis basais de NO-
x, o que permite supor que os efeitos colaterais, se 

houverem, não serão devidos a uma alteração sistêmica dos níveis de nitritos e nitratos.  

 
4.3. Decomposição de GSNO e SNAC em função do pH  

Uma vez que os dados obtidos com a câmara gástrica e com a avaliação de NOx
- no 

plasma mostraram que a GSNO e SNAC apresentam atividade sobre o FSG e que os 

metabólitos de NO atingem a circulação sistêmica, as questões que surgem são: 1) o 

efeito sobre a mucosa gástrica é causado pelo RSNO ou pelo NO liberado por eles? 2) 

quem atravessa a mucosa gástrica e/ ou intestinal para atingir a circulação sistêmica é o 

RSNO intacto ou um metabólito, como nitrito e nitrato? Para responder a essas questões, 

é necessário conhecer-se o perfil de decomposição dos RSNOs nas condições estomacais. 

Entretanto, essa informação não 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 variação se deve  principalmente ao fato de que a presença de 

traços de íons metálicos – especialmente cobre e ferro, a luz e a temperatura aumentam a 

decomposição dos RSNOs (Hogg 2000 e 2004). Sendo assim, dependendo da pureza do 

tampão utilizado e das condições de estocagem da solução 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 

estômago vazio, até pH 7,5 no íleo (Horter 2001), a cinética de decomposição da GSNO 

e da SNAC em função do pH foi avaliada e os dados obtidos estão apresentados nas 

Figuras 12 e 13. 
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Figura 12. Curvas cinéticas da decomposição de soluções de GSNO (1 mmol L-1, 25 ºC, 

no escuro, em presença de EDTA 0.1%) em função do pH, monitoradas em 336 nm.  
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Figura 13. Curvas cinéticas da decomposição de soluções de SNAC (1 mmol L-1, 25 ºC, 

no escuro, em presença de EDTA 0.1%) em função do pH, monitoradas em 336 nm.   

 

Como pode ser observado a partir dos dados das Figuras 12 e 13, há uma tendência 

de diminuição da velocidade de decomposição conforme o pH se aproxima de pH 7, 

sendo que meios ácidos ou básicos aceleram a decomposição da GSNO e da SNAC. Para 

a solução de GSNO em pH 13, foi observado o aparecimento de uma banda de absorção 

em 420 nm no espectro durante a decomposição, conforme apresentado na Figura 14A. 

As curvas de variação da intensidade dessa banda, juntamente com a de desaparecimento 

da banda em 336 nm, referente a ligação S-NO, estão apresentadas na Figura 14B.  
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Figura 15. Curvas cinéticas de variação de intensidade das bandas monitoradas nos 

comprimentos de onda de 336 nm (GSNO) e 420 nm (intermediário) e de aumento da 

concentração de nitrito durante a decomposição de solução de GSNO (1 mmol L-1, 25 ºC, 

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

 

Como pode ser visto a partir dos dados apresentados na Figura 15, os resultados 

corroboram a hipótese da formação de um intermediário que se decompõe a nitrito, uma 

vez que a concentração de NO2
- é baixa no início da reação, quando a decomposição da 

GSNO ainda é pequena e, portanto, os níveis do intermediário ainda são baixos, mas 

aumenta progressivamente, até atingir um platô após 1 h do início da reação, quando o 

nível de intermediário atinge seu máximo e começa a decair. Pode-se levantar a hipótese 

de que o platô na concentração de nitrito observado a partir de 1 h até 2 h deve ser 

resultado da velocidade de decomposição do intermediário à NO2
- ser próxima à 

velocidade da oxidação do NO2
- a NO3

-, mantendo-se assim a concentração de NO2
- 

constante, entretanto, com os dados obtidos no presente estudo não é possível afirmar 

que esse fenômeno esteja ocorrendo. Em suma, o ataque nucleofílico do ânion hidroxila 
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Figura 16A. Cromatogramas de padrões de GSH (superior) e GSSG (inferior).  
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Figura 16B. Cromatogramas de padrão de GSNO (superior) e de solução de GSNO 

mantida em pH 13, a 25 ºC, por 1 h (inferior). 
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Figura 16C. Cromatogramas de solução de GSNO mantida em pH 3, a 25 ºC, por 3 dias 

(superior) e em pH 7, a 40 ºC, por 3 dias (inferior).  

 

 

 



 

 54 

Como pode ser observado a partir das Figuras 16 (A), (B) e (C), o método 

cromatográfico utilizado foi eficiente para a separação das espécies. É possível também 

observar que o padrão de GSH já contém GSSG como contaminante, e isso pode ser 

entendido pelo fato de que a oxidação de GSH a GSSG ocorre de forma espontânea. O 

padrão de GSNO também apresenta GSSG, que deve ser oriunda da GSSG já presente na 

GSH utilizada na síntese de GSNO. A presença de GSSG em solução de GSNO devido à 

presença prévia de GSSG na GSH já foi observada em estudos anteriores (Moran 2011).  

A Figura 16 (B) permite constatar a formação de GSH na solução de GSNO em pH 13, 

corroborando o mecanismo proposto no Esquema 3. Na Figura 16 (C) é possível observar 

um pico relativamente baixo de GSH na solução de pH 3, que corrobora o mecanismo 

proposto no Esquema 4. O fato do pico de GSH ter baixa intensidade em pH 3 pode ser 

explicado pela baixa decomposição da GSNO no período estudado de 3 dias, como pode 

ser constatado pela presença de um intenso pico relativo à GSNO. Diferentemente, a 

decomposição térmica parece ocorrer por um mecanismo distinto, já que o sinal de GSH 

não é detectado e apenas ocorre um pequeno aumento no pico de GSSG, conforme 

apresentado na Figura 16 (C). Essa formação de GSSG vai de encontro ao mecanismo 

proposto de decomposição térmica (de Oliveira 2002) que ocorre com a quebra 

homolítica da ligação S-NO, com liberação de NO gasoso e formação do dímero GSSG, 

segundo a equação (9). A decomposição térmica deve ocorrer também nas soluções de 

pH 3 e 13, mantidas a 25 ºC, entretanto, em pHs diferentes de pH 7, o mecanismo de 

decomposição através de hidrólise deve ser majoritário, sobrepondo-se à contribuição da 

decomposição térmica. O mecanismo de quebra da ligação S-NO catalisada pela 

presença de íons H3O
+ já foi proposto para a SNAP: Al-Kaabi et al. (Al-Kaabi 1982) 

mostraram que a decomposição da SNAP é mais rápida em pHs ácidos e propõem que 

ocorra uma protonação rápida do nitrosotiól, provavelmente no átomo de enxofre, 

facilitando o ataque do nucleófilo e, portanto, catalisando a decomposição. Essa 

proposição pôde ser corroborada pelo mecanismo proposto para decomposição de SNAP 

catalisada por sais de mercúrio, apresentado por Swift (Swift 1997). Nesse artigo, 
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propõe-se que a decomposição de RSNO catalisada por mercúrio ocorre pela rápida 

formação de um complexo enxofre-mercúrio, que permite uma molécula de água atacar o 

complexo no átomo de nitrogênio, gerando ácido nitroso (Esquema 5), de forma 

semelhante ao que aconteceria na protonação do enxofre. 

  

                       
O

H H

RSHg+ + HNO2 + H+R S NO

Hg

                                      

Esquema 5  

 

Em estudo recente, Moran et al. (Moran 2011) investigaram o mecanismo de 

hidrólise ácido catalisado de GSNO, SNAC, CysNO, SNAP e S-nitroso-penicilamina 

(SNEP), o correspondente não acetilado da SNAP. As cinéticas de decomposição dos 

RSNOs foram seguidas em presença de H2SO4 (3,75 M) e NaN3, um trap de ácido nitroso 

e, semelhantemente ao presente estudo,  identificaram, através de HPLC, que o principal 

produto da hidrólise (mais de 90%) é o tiól correspondente do RSNO. Além disso, Moran 

et al. realizaram estudos computacionais e esses  mostraram que a protonação do enxofre 

leva à formacao de um complexo MeSH--- NO+, que torna o NO altamente susceptível 

ao ataque nucleofílico e propõem que o ataque da água ocorre no nitrogênio 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 ácido nitroso é necessário para 

prevenir a re-nitrosação do RSH (Al-Kaabi 1982, Moran 2011). No presente estudo, não 

foi necessária a utilização de trap para a observação da hidrólise, e essa diferença deve 

ser resultado da diferença no intervalo de tempo seguido: Moran et al. seguiram as 

cinéticas de decomposição por 3 h, enquanto que no presente estudo o intervalo foi de até 

18 d. Em um intervalo maior, o nitrito poderia ser oxidado à nitrato, o que 
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impossibilitaria a renitrosação do tiol e permitiria o deslocamento do equilíbrio no 

sentido da formação do tiól. 

Os três estudos citados (Al-Kaabi 1982, Swift 1997 e Moran 2011) propõem 

mecanismos bastante semelhantes ao proposto no presente estudo, em que a protonação 

do enxofre facilitaria o ataque pela molécula de água. Entretanto, nenhum estudo 

anterior, até onde sabemos, havia proposto que o meio básico poderia catalisar a 

decomposição de RSNOs pelo mecanismo de hidrólise e nenhum havia seguido a 

cinética de decomposição por intervalos tão longos. Os dados obtidos levam a concluir 

que o pH influencia a velocidade de decomposição tanto da GSNO quanto da SNAC, 

sendo que a estabilidade destes RSNOs é maior em meio neutro. A decomposição se 

torna mais rápida conforme o pH se afasta da neutralidade, conforme demonstrado no 

perfil de variação da velocidade inicial de decomposição em função do pH da solução, 

apresentado na Figura 17. 
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Figura 17. Velocidades iniciais de decomposição de soluções de GSNO e SNAC (1 

mmol L-1, 25 ºC, no escuro, em presença de EDTA 0.1%)  em função do pH.  

 

Apesar de não ter sido observada a formação do intermediário com banda de 

absorção em 420 nm para a solução de SNAC, os dados cinéticos levam a crer que a 

GSNO e SNAC se decompõem através de mecanismos similares nos diferentes pHs. A 

não observação do intermediário para a SNAC pode ser explicada pela decomposição 

mais lenta da SNAC em pH 13 (a velocidade inicial de decomposição de GSNO em pH 

13 é aproximadamente 20 vezes maior do que para SNAC no mesmo pH – Figura 17), o 

que pode fazer com que o intermediário não se acumule em concentração suficiente para 

ser observado. Da mesma forma, o intermediário da GSNO não é observado em pH 11 

ou 9, possivelmente pelo mesmo motivo, já que em pH 11 a velocidade inicial de 

decomposição é, semelhantemente à velocidade inicial de decomposição 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 são 

relativamente estáveis e que a hidrólise da ligação S-NO é um fator mais importante na 

decomposição da GSNO e SNAC, do que a quebra homolítica da ligação S-NO. Essa 

constatação vai de encontro com o estudo de Bartberger et al. (Bartberger 2001), que 

calcularam  a energia de dissociação da ligação S-NO teoricamente e mostraram que os 

parâmetros de ativação previstos são muito altos e proibitivos  para que a quebra 

homolítica espontânea pudesse ocorrer em condições biológicas relevantes. A partir das 

energias livres de ativação para a homolíse de nitrosotióis primários, a meia vida prevista 

para a ligação S-N é de 15,3 anos a 25 ºC e 2,1 anos a 37 ºC, refutando a sugestão de que 

vias homolíticas poderiam estar envolvidas na decomposição de RSNOS em condições 

fisiológicas (Bartberger 2001). 

De acordo com os dados obtidos pôde-se concluir que, durante o período do 

experimento de câmara gástrica (10 min de aplicação) e de dosagem de metabólitos 

plasmáticos (1 h entre a administração e a retirada de sangue), os níveis de decomposição 

de GSNO e SNAC são irrelevantes, se apenas o mecanismo de hidrólise ou 

decomposição térmica fossem levados em consideração. Desta forma, uma próxima 

questão a ser abordada é se os RSNOs administrados por via orogástrica atingem a 

circulação sistêmica como moléculas íntegras ou se apenas seus metabólitos entram na 

circulação sistêmica. Para abordar esta questão neste trabalho, foram feitos estudos da 

estabilidade de RSNOs na presença 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 detecção de 

GSNO utilizando-se UPLC. A curva de calibração foi obtida adicionando-se 

concentrações conhecidas de GSNO em amostra de plasma humano e os controles foram 

feitos com o plasma desproteinizado sem adição de GSNO e com o ácido tricloroacético 

usado no processo de desproteinização, conforme apresentado na Figura 18.  
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Figura 18. Cromatogramas obtidos para a curva de calibração de GSNO em plasma 

humano: o plasma recebeu alíquotas de solução de GSNO de forma a atingir as 

concentrações de 1, 5 e 10 mmol L-1, e foi desproteinizado com adição de TCA (A); e 

cromatogramas dos controles: solução de TCA utilizada para na desproteinização e 

plasma humano sem adição de GSNO (as setas têm apenas a finalidade de indicar os 

traços dos dois cromatogramas) (B).  
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 Como pode ser observado a partir da Figura 18, o método desenvolvido permite a 

detecção de GSNO sem interferência dos componentes do plasma. Uma vez que diversos 

fatores podem influenciar a decomposição 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 manipulação das amostras sem perda da GSNO durante esse 

processo. Amostras de tampão fosfato pH 7 (controle), plasma e sangue humano 

receberam quantidades conhecidas de GSNO e foram analisadas por UPLC. Os dados 

são 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-1) mantida em tampão fosfato a 37 ºC por 2 h. Essa amostra recebeu 

adição de TCA na hora da leitura e foi centrifugada, para simular as operações seguidas 

para a desproteinização 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-1) mantida em plasma humano a 37 ºC por 2 h. O plasma humano foi 

separado e recebeu alíquota de solução de GSNO de forma a atingir a concentração de 10 

mmol L-1, e foi desproteinizado com adição 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-1) mantida em sangue humano a 37 ºC por 2 h. O sangue humano 

recebeu alíquota de solução de GSNO de forma a atingir a concentração de 10 mmol L-1, 

e após 0, 1 e 2 h, o plasma foi separado e desproteinizado com adição de TCA antes da 

medida por UPLC. 

 

 

 
 
 
 
 



 

 63 

 
 
 
 
  

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

50

60

70

80

90

100 Tampão

Plasma  

 

G
S

N
O

 r
e

m
a

n
e

s
c
e

n
te

/%

Tempo/h

Sangue

 

Figura 22. Estabilidade de GSNO em tampão fosfato, sangue e plasma humano, 

mantidos a 37 ºC, quantificada por UPLC.  

 

 Como pode ser observado a partir das Figuras 19, 20, 21 e 22, a decomposição da 

GSNO foi maior em sangue e em plasma quando comparada ao tampão . Entretanto, os 

dados permitem concluir que ainda assim é possível manipular as amostras de sangue e 

plasma sem perder uma proporção relevante do sinal de GSNO, uma vez que a 

manipulação das amostras para a detecção em UPLC leva em torno de 15 min, e a 

decomposição de GSNO em sangue ou plasma é aproximadamente 10% após 1 h. 

Avaliou-se também o limite de detecção da GSNO no plasma e em sangue na técnica de 

UPLC e o valor mínimo encontrado foi de 10 µmol L-1. De acordo com os dados da 

Figura 10, o aumento nos níveis plasmáticos de NOx
- obtido com a administração de 

GSNO na dose de 365 µmol/kg foi em torno de 80 µmol L-1.  Uma vez que o limite de 

detecção da técnica observado foi 10 µmol L-1, pode-se concluir que, se pelo menos 13% 
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do aumento nos níveis plasmáticos de NOx
- observado fosse causado pela presença de 

GSNO no sangue, a técnica de UPLC seria capaz de detectar essa mudança nos níveis de 

GSNO.  

 Para avaliar-se se a GSNO administrada pela via orogátrica atingiria a circulação 

sistêmica, administrou-se por gavagem 365 µmol/kg de GSNO a camundongos Swiss (n 

= 5) e após 1 h da administração, amostras de sangue foram retiradas e imediatamente 

analisadas. Não foi possível observar sinal detectável de GSNO em nenhuma das 

amostras analisadas, sugerindo que a quantidade de GSNO, se presente nas amostras, era 

menor do que 10 µmol L-1 e que o aumento de NOx
- plasmático observado na Figura 10 

deve ser resultado da presença de NO2
-/NO3

- e não de GSNO, ou que a GSNO teria se 

decompôs no sangue durante a manipulação. 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 hipótese de decomposição durante a 

manipulação. Entretanto, esses dados foram obtidos para a GSNO na concentração 10 

mmol L-1. Supôs-se então que essa concentração de GSNO utilizada nos ensaios de 

estabilidade (10 mmol L-1) pode estar muito acima dos níveis fisiológicos e os possíveis 

fatores responsáveis pela decomposição da GSNO no sangue ou plasma, como enzimas, 

podem estar saturados e assim não serem capazes decompor a GSNO, levando à 

conclusão errônea de que a GSNO é estável em plasma ou sangue. De fato, a 

concentração de 10 mmol L-1 é em torno de 50 vezes mais alta do que os níveis de NOx
- 

encontrados no plasma dos roedores após a administração de GSNO (Figura 10). Desta 

forma, o ensaio de estabilidade foi repetido para GSNO nas concentrações de 80 e 40 

µmol L-1 e os cromatogramas obtidos imediatamente após, 1 e 2h depois da adição de 

GSNO são apresentados nas Figuras 23, 24 e 25, respectivamente.    
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Figura 23. Cromatogramas de sangue humano contendo GSNO (40 e 80 mol L-1). As 

amostras de sangue humano receberam alíquotas de solução de GSNO de forma a atingir 

as concentrações de 40 e 80 mol L-1 e, imediatamente após a adição, o plasma foi 

separado e desproteinizado com adição de TCA antes da medida por UPLC. 
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Figura 24. Cromatogramas de sangue humano contendo GSNO (40 e 80 mol L-1), 

mantidos a 37 ºC por 1 h. As amostras de sangue humano receberam alíquotas de solução 

de GSNO de forma a atingir as concentrações de 40 e 80 mol L-1 e, após 1h, o plasma 

foi separado e desproteinizado com adição de TCA antes da medida por UPLC. 
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Figura 25. Cromatogramas de sangue humano contendo GSNO (40 e 80 mol L-1), 

mantidos a 37 ºC por 2 h. As amostras de sangue humano receberam alíquotas de solução 

de GSNO de forma a atingir as concentrações de 40 e 80 mol L-1 e, após 2h, o plasma 

foi separado e desproteinizado com adição de TCA antes da medida por UPLC. 

 

Como pode ser observado a partir da Figura 23, o sinal da GSNO nas concentrações 

40 e 80 µmol L-1 no tempo zero é intenso e tem uma relação sinal-ruído que possibilita o 

acompanhamento do pico. Entretanto, a partir de 1 h de incubação, não há mais sinal de 

GSNO (Figura 24) e, consequentemente, tambem não há depois de 2 h (Figura 25). Esses 

dados mostram que, considerando os limites de detecção, pelo menos 87% da GSNO 

adicionada sobre o sangue nas concentrações 40 e 80 mol L-1 foi consumida em 1 h, 

diferentemente do que foi observado nos experimentos que utilizavam GSNO na 

concentração alta de 10 mmol L-1 (Figura 22). A comparação das cinéticas de 

decomposição da GSNO em sangue nos dois experimentos realizados sugere que existe 

uma via de decomposiçao desse RSNO no sangue que tem efeito em concentrações 
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micromolares, mas que perde a relevância em concentrações milimolares, possivelmente 

pela saturação das espécies responsavéis pela decomposição, como enzimas. Sendo 

assim, conclui-se que, se a GSNO administrada oralmente passar íntegra pela mucosa do 

estômago, ao entrar em contato com o sangue na circulação, ela deve ser decomposta 

praticamente por completo em, pelo menos, 1h.   

Essa dificuldade em aferir os nivéis plasmáticos de GSNO e sua estabilidade em 

fluídos biologicos encontrada no presente estudo soma-se à discussão na literatura sobre 

a possível presença de GSNO ou outros RSNOs de baixa massa molar em condiçoes 

fisiológicas, suas estabilidades, especialmente em sangue, e seus papéis como 

transportadores de NO. Apesar de diversos estudos já terem sido realizados sobre as 

ações fisiológicas dos RSNOs, a determinação desses compostos em amostras biológicas 

ainda representa um desafio analítico, uma vez que não há procedimentos validados para 

a coleta e preservação das amostras nem material de referência certificado; os RSNOs 

podem ser intrinsecamente instáveis. Assim a presença de RSNOs em fluidos biológicos 

em concentrações nanomolares (MacArthur 2007, Tsikas 2008, Bramanti 2011), pode 

explicar a ocorrência dos dados conflitantes na literatura. Os RSNOs já foram 

quantificados por diversas técnicas como quimiluminescência, espectrofotometria, 

HPLC, cromatografia gasosa ou líquida  associada a espectrometria de massa, 

fluorimetria, e métodos imunológicos em fluidos biológicos; entretanto, nenhum estudo 

conseguiu estabelecer definitivamente os níveis de ocorrência de RSNOs - em plasma 

humano, por exemplo, já foram reportados valores de RSNOs tão dispares quanto 7 mol 

L-1 e 28 nmol L-1 (Giustarini 2007, MacArthur 2007) – e frequentemente, se pode 

encontrar estudos suportando a tese de que as publicações anteriores foram afetadas por 

artefatos ou pelo uso de métodos não apropriados (Wu 2008, Giustarini 2007).  

Apesar de alguns autores responsabilizarem a instabilidade intrínseca dos RSNOs 

(Tsikas 2008), esse não deve ser o único fator responsável pelos problemas de detecção 

dessas moléculas, uma vez que, conforme demonstrado no item 4.3, a GSNO é estavel 

quando controlados fatores como pH, presença de íons metalicos e luz, apresentando um 
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nível de decomposição menor do que 5% após 3 dias (Figura 12). Então, a rápida 

decomposicao da GSNO no sangue deve ser resultado de algum processo característico 

dos meios biológicos. De fato, estudos anteriores reportaram altas velocidades de 

decomposição para RSNOs quando em sangue ou plasma ou em presença de células. 

Shah et al. (Shah 2003) avaliaram o efeito da exposição de plaquetas à GSNO e 

observaram que a agregação plaquetária induzida por trombina foi inibida, mas, em 

apenas 30 s de exposição, de 66 a 75% da GSNO foi consumida e apenas 20-25% dessa 

perda pôde ser correlacionada com a liberação de NO. O uso de ácido 5,5-ditiobis-2-

nitrobenzóico (DTNB), um bloqueador de tiol impermeável à celula, bloqueou 

totalmente essa decomposição mediada pelas plaquetas, sugerindo que a sinalização de 

RSNOs ocorre via transfêrencia de grupos nitroso de RSNOs para tióis celulares 

exofaciais (Shah 2003). Além da transnitrosação de tióis superficiais celulares, uma outra 

hipótese para o rápido decaimento de RSNOs de baixa massa molar em sangue ou 

plasma seria pela transnitrosação da albumina, formando a AlbSNO. Jourd et al. (Jourd 

2000) mostraram que a incubação de CySNO ou GSNO (10 µmol L-1)  com plasma 

humano por 10-15 min levou à decomposição de mais de 90 % do RSNO e praticamente 

todo o NO pôde ser recuperado como AlbSNO, sugerindo o envolvimento de uma reação 

de transnitrosação direta. De fato,  a decomposição da GSNO foi inibida em mais de 80% 

pela ultra-filtração das amostras de plasma por um filtro de 10.000 Da de massa 

molecular antes da adição de GSNO (Jourd 2000). 

 A formação de nitrosotióis de alta massa molar também foi observada por Zhang 

et al. (Zhang 2004), que trataram macrófagos com lipopolissacarídeo (LPS) para 

estimular a formação 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 tióis 

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 responsável pelos 

resultados obtidos, eles expuseram GSNO, SNAP e AlbSNO ao conteúdo 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 níveis recuperados de GSNO variaram 

entre 30 a 80% por experimento. Diante desses dados, os autores concluíram que a 

GSNO é varialvemente instável em lisado celular e que a presença de uma atividade de 

decomposição eficiente torna pouco provável que as células possam manter um nível de 

GSNO detectável (Zhang 2004). 

De fato, existem enzimas que poderiam ser responsáveis por essa alta decomposição 

da GSNO, de forma paralela à decomposicao por transnitrosação da albumina (Hedberg 

2003, Liu 2001). Liu et al. (Liu 2001) identificaram uma enzima que consome GSNO de 

forma dependente de nicotiamida adenina dinucleotídeo (NADH), a GSNO reductase 

(GSNOR), altamente específica para esse RSNO. Essa enzima parece ter importância 

fisiológica, uma vez que alterações genéticas na GSNOR estariam associadas à asma 

infantil e atopia em humanos (Wu 2007), e a deleção do gene dessa enzima em 

camundongos resultou em significante diminuição de linfócitos T e B (Yang 2010) e em 

aumento substancial nos danos teciduais  e mortalidade após desafio endotóxico (Liu 

2004).  

Esses estudos sugerem que a GSNO, e outros RSNOs de baixa massa molar, não 

são estavéis quando em fluidos biológicos, podendo impossibilitar até mesmo sua 

detecção. Entretanto, outros estudos defendem a existência de estoques de RSNOs, como 

a GSNO, em humanos, onde teriam papéis fiológicos (Taubert 2007, Ng 2007).  

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o tempo de permanência da GSNO 

no sangue, em concentrações micromolares, não passa de 1 h. Entretanto, mesmo com 

baixa estabilidade em sangue, seria possível que a GSNO administrada por gavagem aos 

camundongos tivesse permanecido como RSNO durante o seu transporte pela mucosa 

gástrica, atingido a corrente sanguínea como GSNO e sido decomposta no sangue; ou 

que tivesse já sido decomposta em contato com a mucosa estomacal e apenas os seus 

metabólitos tivessem atingido a corrente sanguínea; ou ainda que que a GSNO tivesse 

atingido a corrente sanguínea pela permeação paracelular da mucosa intestinal e chegado 
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até o fígado, onde teria sido decomposta. Para investigar a relevância dessas vias de 

decomposição, avaliou-se a decomposição de GSNO em lisados de estômago e fígado de 

ratos, e os dados são apresentados na Fig 26. 
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Figura 26. Perfil de decomposição da GSNO em lisado de estomago, fígado e em 

tampão de extração (controle), quantificada por quimiluminescência. 

  

 Como pode ser observado a partir da Figura 26, a decomposição da GSNO ocorre 

mais rapidamente em presença do lisado de fígado e de estômago do que apenas no 

tampão de extração. Mas, ainda que a decomposição seja acelerada na presença das 

células estomacais, os dados sugerem que a GSNO pode exercer o seu efeito na mucosa 

gástrica como molécula íntegra e não através de seus metabolitos, uma vez que o tempo 

necessário para que o efeito da GSNO no FSG seja máximo é de aproximadamente 7 min 

(Figura 6) e, nesse período, ter-se-ia mais de 80% de GSNO remanescente (Figura 26). 

Após a administração gástrica, uma fração 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 estômago varia entre 0,5-

2 h (Collins 1983) e, nesse intervalo de tempo, ainda há presença 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 junções aquosas entre células adjacentes 

(paracelular), por ser uma molécula relativamente pequena (Egan 2002), atingindo a 

circulação. A GSNO poderia então ter sido decomposta no sangue ou ter atingido o 

fígado ainda intacta e ter sido decomposta nesse órgão, uma vez que esse parece ter 

maior efeito sobre a decomposição da GSNO do que o estômago, 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, não é possível concluir se o aumento nos níveis plasmáticos observados após 

a administração orogástrica de GSNO (Figura 11) é causado pela permeação da GSNO 

pela mucosa gástrica com subsequente decomposição dessa a NO2
-/NO3

- no sangue ou no 

fígado, ou se a GSNO se decompõe a NO2
-/NO3

- durante o aumento do FSG e apenas 

esses ânions atingem a circulação sanguínea. Essas mesmas questões podem ser 

aplicadas ao destino dos RSNOs formados endogenamente no ambiente gástrico após a 

ingestão de nitrato na dieta (Figura 27).  
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relevância sistêmica. Ainda assim, a presença de RSNOs no sistema gástrico pode ter 

uma relevância fisiológica, uma vez que a administração de nitrato leva a aumento de 

RSNO na saliva (Lundberg 2004) e no fluido gástrico (Richardson 2002a) e resulta na 

diminuição da pressão sanguínea e na diminuição da agregação plaquetária (Webb 2008 

e Richardson 2002a) sem levar a alteração nos níveis plasmáticos de SNO (Lundberg 

2004 e Richardson 2000a). 

Esses dados sugerem que as ações de RSNOs administrados pela via orogástrica 

podem ocorrer sem resultar em alterações plasmáticas detectavéis; então, o efeito do 

tratamento com SNAC e GSNO na dose de 7 µmol/kg/dia pela via orogástrica no ganho 

de massa e na DHGNA em modelos animais foi investigado. 

 

4.5. Efeitos das administrações orogástricas de SNAC e GSNO em modelos animais 

de doença do fígado gorduroso e obesidade induzida por dieta   

 Foram utilizados 3 modelos animais de esteatose hepática: camundongos Swiss 

submetidos à dieta hiperlipídica (Cintra 2008), camundongos ob/ob submetidos à dieta 

hiperlipídica (de Oliveira 2008), e camundongos Swiss submetidos à dieta deficiente em 

metionina e colina (Rinella 2008). A Figura 28 apresenta figuras representativas das 

histologias dos animais dos grupos controle e tratado com administração orogástrica de 

SNAC na dose de 7 µmol/kg/dia. 
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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 administração de SNAC a camundongos ob/ob alimentados com HFD ou MCD 

levou a um menor ganho de massa desses animais em relação aos animais controle 

(Oliveira 2008). Assim, a massa dos camundongos Swiss submetidos à HFD tratados 

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

padrão foi acompanhada (Figura 29). 
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Figura 29. Massa dos camundongos Swiss submetidos à dieta hiperlipídica tratados com 

solução de GSNO ou SNAC (7,3 µmol/kg/dia) ou com tampão (controle).  
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 Como pode ser observado a partir da Figura 29, o tratamento com GSNO ou 

SNAC não apresentou efeito no ganho de massa durante o experimento (p = 0,9485). Em 

estudo anterior, de Oliveira et al. haviam observado diminuição na massa com o 

tratamento em camundongos ob/ob, que são de uma linhagem isogênica (Oliveira 2008), 

e no presente estudo foram utilizados camundongos Swiss, que são de uma linhagem 

heterogênica. Essa mudança no uso das linhagens pode ter influenciado os resultados, 

impossibilitando a observação 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 à dieta hiperlipídica não 

homogêneo, o que pode ser entendido pelo fato da linhagem ser não isogênica e essa 

heterogeneidade foi investigada.  

 

4.6. Propensão e Resistência à obesidade em camundongos Swiss expostos à dieta 

hiperlipídica 

A exposição de camundongos Swiss à dieta hiperlipídica revelou um perfil de ganho 

de massa heterogêneo, onde é possível 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. Variação da massa de camundongos Swiss propensos (OP) e resistentes (OR) 

à obesidade induzida por dieta hiperlipídica 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 diferença tende a se 

estabilizar após 8 semanas (56 dias), mantendo-se até 11 semanas (77 dias) após o início 

da dieta hiperlipídica. A cinética das alterações metabólicas que ocorrem nesses dois 

grupos de animais durante o desenvolvimento da obesidade foi avaliada através de 

parâmetros de sensibilidade à insulina e glicose e expressão de neuropeptídios que 

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

do teste de resistência à insulina (ITT). 
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Figura 31.  Constante de velocidade do desaparecimento de glicose após administração 

de insulina para os camundongos Swiss propensos (OP) e resistentes (OR), com 4, 8 e 16 

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

  

Como pode ser observado a partir da Figura 31, após 4 semanas de HFD não há 

diferença de sensibilidade à insulina entre os grupos OP e OR (p > 0.999). Após 8 

semanas, os animais propensos começam a apresentar uma diminuição na sensibilidade à 

insulina (p = 0,0159), que é exacerbada após 16 semanas de dieta hiperlipídica (p = 

0,0079). Diante desses dados, concluiu-se que os animais OP vão se tornando resistentes 

à insulina com o aumento de tempo de exposição à dieta hiperlipídica; enquanto os 

animais OR mantém a resposta à insulina após 16 semanas de HFD semelhante à 

apresentada após 4 semanas de HFD, sugerindo que o desenvolvimento da resistência à 

insulina ocorre de forma diferente nos dois grupos. A intolerância à glicose foi avaliada 
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neuropeptídios reguladores da fome, POMC e CART, que possuem ação anorexígena, e 

AgRP e NPY, que possuem ação orexigênica (Schwartz 2000) foram avaliadas e os 

resultados são apresentados na Figura 33. 
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Figura 33. Expressão de mRNA de neuropeptídios orexigênicos e anorexigênicos de 

animais propensos (OP) e resistentes (OR) à obesidade após 4 (A), 8 (B) e 16 (C) 

semanas de dieta hiperlipídica. * p < 0,05. 
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Como pode ser observado a partir da Figura 33, os animais OR apresentam uma 

maior expressão de neuropeptídios tanto anorexígenos como orexigênicos após as 

primeiras 4 semanas em comparação aos animais OP. Com 8 semanas de dieta, a 

diferença entre a expressão dos neuropeptídios orexigênicos deixa de existir e após 16 

semanas de dieta, já não há diferença significativa na expressão dos neuropeptídios entre 

os animais.  

Estudos prévios já apresentaram a relação entre a resistência e propensão à 

obesidade induzida por dieta e expressão de neuropeptídios. Huang et al. mostraram que, 

após 22 semanas de dieta hiperlipídica, camundongos C57BL/6 propensos à obesidade 

apresentaram maior expressão de NPY do que os OR e tinham um nível mais baixo de 

expressão de mRNA de POMC e AgRP (Huang 2003a e 2003b). Wang et al. observaram 

também que ratos OP apresentavam expressão gênica de NPY em níveis mais altos do 

que ratos OR (Wang 2007). Entretanto, nenhum desses estudos fez uma avaliação da 

influência do tempo de exposição à dieta sobre a expressão desses neuropeptídios como 

realizado no presente estudo, o que permitiu observar que os animais propensos e 

resistentes têm, inicialmente, uma diferença na expressão de neuropeptídios e que essa 

diferença tende a desaparecer com o aumento de tempo de exposição à dieta.  

Os dados obtidos mostram a cinética do desenvolvimento de algumas das diversas 

alterações causadas pela exposição à dieta hiperlipídica e a correlação dessas alterações 

com a propensão ou resistência à obesidade induzida por dieta. Esse modelo pode ser de 

utilidade no estudo do porquê alguns humanos se tornam obesos e outros não quando 

expostos a uma dieta hipercalórica. Uma das hipóteses é que alguns indivíduos têm uma 

diminuição genética da habilidade de captar os sinais do tecido adiposo e responder a 

esses com diminuição da ingestão e aumento do gasto metabólico. Essa predisposição 

genética resultaria da pressão evolutiva que garantiu que indivíduos pudessem comer e 

estocar mais energia do que suas necessidades metabólicas em tempos de abundância 

como reserva para tempos de escassez. Esse mecanismo serviu bem aos nossos 

antepassados que estavam sujeitos a tempos de abundância e escassez, mas hoje, quando 
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as comidas ricas em gordura e em calorias são abundantes e baratas, esse mecanismo de 

sobrevivência pode ser um fator contribuinte para a propensão genética de alguns 

indivíduos em se tornarem obesos (Levin 2007). Sendo assim, uma questão 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 

são as variantes genéticas que contribuem para o ganho de massa? (Friedman 2009). 

Nesse contexto, o estudo dos fatores genéticos que estão envolvidos na propensão à 

obesidade em roedores e como eles respondem ao desafio da dieta hiperlipídica 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 resistência à insulina e a intolerância à glicose de forma diferente durante 

o tempo de exposição à dieta hiperlipídica, assim como as alterações hipotalâmicas que 

ocorrem em paralelo com a ingestão da dieta hiperlipídica.   
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5. Conclusões  

A aplicação tópica ex-vivo de soluções de RSNOs na mucosa gástrica de ratos 

Sprague-Dawley levou ao aumento dose-dependente do fluxo sanguíneo gástrico (FSG), 

medido por fluxometria por laser-doppler, com valor máximo c.a. de 5 x maior do que os 

obtidos pela aplicação de soluções equimolares de nitrito ou nitrato.  

A administração oral de GSNO e SNAC se refletiu no aumento tempo e dose-

dependentes dos níveis plasmáticos de nitrito+nitrato em camundongos Swiss.  

O acompanhamento cinético da estabilidade de soluções aquosas de GSNO e SNAC 

em função do pH e a identificação de seus produtos de decomposição, permitiram 

demonstrar que esses RSNOs se decompõem predominantemente através de mecanismos 

de hidrólise ácida ou básica, com meias vidas máximas em torno do pH fisiológico.  

Camundongos Swiss submetidos à dieta hiperlipídica apresentam um perfil não 

homogêneo de ganho de massa, que permite estabelecer uma correlação tempo-

dependente da propensão e da resistência à obesidade, a alterações na resistência à 

insulina, intolerância à glicose e nas expressões de neuropeptídios hipotalâmicos. 
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