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RESUMO

EID, L. P. Farmacoterapia e analise de mediadores gasosos em pacientes hipertensos.
2014. 105f. Tese (Doutorado). Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2014.

O presente estudo teve com objetivo avaliar o efeito do uso de anti-hipertensivos pertencentes
as classes medicamentosas antagonistas dos canais de cdlcio e inibidores da enzima
conversora de angiotensina nas concentracdes plasmaticas de 4cido sulfidrico e 6xido nitrico
em portadores de hipertensdo arterial sist€émica. Trata-se de estudo transversal com
abordagem quantitativa realizado com 36 hipertensos em uso de anti-hipertensivos das classes
inibidores da enzima conversora de angiotensina ou antagonistas dos canais de célcio,
submetidos a coleta de uma amostra de sangue venoso para quantificagdo das concentragdes
de o6xido nitrico e dcido sulfidrico. Verificou-se que a concentracdo de 6xido nitrico
plasmaético foi significativamente maior em hipertensos que estavam em uso de inibidores da
enzima conversora de angiotensina (p < 0.03) e que a concentragdo de &4cido sulfidrico
plasmaético foi significativamente maior em hipertensos em uso de antagonistas dos canais de
calcio (p < 0.002). Nao foi observada correlagdo entre esses dois mediadores gasosos durante
o tratamento com inibidores da enzima conversora de angiotensina nem com antagonistas dos
canais de célcio. Esses achados sugerem que essas medicagdes possuem como mecanismo de
acdo adicional a melhora da disfuncdo endotelial por elevar os niveis plasmaticos de
substancias vasodilatadoras, o que colabora com seus efeitos anti-hipertensivos.

Palavras-chave: Oxido nitrico. Acido sulfidrico. Agentes anti-hipertensivos.



ABSTRACT

EID, L. P. Pharmacotherapy and analysis of gaseous mediators in hypertensive patients.
2014. 104f. Thesis (Doctorate). Nursing School of Ribeirdao Preto, University of Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 2014.

The present study aimed to evaluate the effect of the use of antihypertensive belonging to
blockers drugs orders of calcium and angiotensin-converting enzyme inhibitors in plasma
hydrogen sulfide and nitric oxide in systemic arterial hypertension carriers. It is a transversal
study with a quantitative approach conducted with 36 hypertensive patients in use of
antihypertensive classes of inhibitors of angiotensin converting enzyme and calcium channel
antagonists, underwent collection of a venous blood sample for quantification of nitric oxide
concentrations and hydrogen sulfide. It was found that the plasma concentration of nitric
oxide was significantly higher in hypertensive patients who were using inhibitors of
angiotensin converting enzyme (p <0:03) and that the plasma concentration of hydrogen
sulfide was significantly greater in hypertensive on channel antagonists calcium (p <0.002).
No correlation between these two gaseous mediators was observed during treatment with
angiotensin-converting enzyme inhibitors or antagonists of calcium channels. These findings
suggest that these medications have such additional action mechanism improves endothelial
dysfunction by elevating plasma levels of vasodilators, which collaborates with its
antihypertensive effects.

Descriptors: Nitric oxide; Hydrogen sulphide; Antihypertensive agents.



RESUMEN

EID, L. P. Farmacoterapia y el analisis de los mediadores de gaseosas en los pacientes
hipertensos. 2014. 104f. Tese (Doctorado). Escuela de Enfermeria de Ribeirdo Preto,
Universidad de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del uso de antihipertensivos
pertenecientes a las clases medicamentosas bloqueadoras de los canales de calcio y
inhibidores de la enzima convertidora angiotensina en las concentraciones plasmdticas de
acido sulfidrico y oxido nitrico en portadores de hipertension arterial sistémica. Tratarse de
estudio transversal con abordaje cuantitativa realizado con 36 hipertensos en uso de
antihipertensivos de las clases inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o
antagonista de los canales de calcio, sometidos a la recoleccién de una muestra de sangre
negra para cuantificaciéon de las concentraciones de oxido nitrico y acido sulfidrico. Se
encontr6 que la concentracion de oxido nitrico plasmaético fue significativamente mayor em
hipertenso que estaban en uso de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(p<0.03) y que la concentracion de acido sulfidrico pléstico fue significativamente mayor en
hipertensos en uso de antagonista de los canales de calcio (p<0.002). No se observd
correlacion entre estos dos mediadores gaseosos durante el tratamiento con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina ni con los antagonistas de los canales de calcio.Estos
hallados sugieren que estos medicaciones tienen como mecanismo de accion adicional la
mejora de la disfuncidon endotelial por elevar los niveles plasmaticos de las sustancias
vasodilatadoras que colaboran con sus efectos antihipertensivos.

Descriptores: El 6xido nitrico; El sulfuro de hidrégeno; Agentes antihipertensivos



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Classificagdo da Hipertensao Arterial SiSt€micCa.........cccuveerveeerveeeiieeniieeniieesiieenns 20
Tabela 2- Distribui¢ao dos hipertensos segundo as varidveis demograficas...........ccccceeeevennee 48

Tabela 3- Concentracdo de nitrato no plasma humano, segundo a classe medicamentosa em
uso de ACC (antagonistas de canais de célcio) e IECA (inibidores da enzima conversora de
ANZIOTENISINA) ..eutieiiieutiette ettt et ettt eb e e s et et e e eut e e bt e shee e s bt e sbeeeabeesabeeabeeebbeeabeesabeenneesbaeenbeenaaeens 98

Tabela 4- Concentracio de Acido Sulfidrico (H2S) no plasma humano, segundo a classe
medicamentosa em uso de ACC (antagonista de canais de cdlcio) e IECA (inibidores da
enzima conversora da an@IOtENSINA). .....c.eeruueerierierrieenieeiee ettt eeite et et e et e e st e ebeesaeesbeesaaeens 99

Tabela 5- Distribui¢do dos hipertensos de acordo com a média da concentragdao de acido
sulfidrico (H2S) no plasma humano segundo a classe medicamentosa em uso..................... 101



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Concentragdes de nitrato plasmdtico em pacientes hipertensos em uso de
antagonistas dos canais de célcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina............ 49

Figura 2- Concentra¢des de H>S plasmatico em pacientes hipertensos em uso de antagonistas
dos canais de célcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina..............ceecuveerveeennne. 50

Figura 3- Correlagdo entre as concentracdes de nitrato e H»S plasmadtico em pacientes
hipertensos com terapia medicamentosa com antagonistas dos canais de calcio (p<0,09)......51

Figura 4- Correlagdo entre as concentracdoes de nitrato e H»S plasmadtico em pacientes
hipertensos com terapia medicamentosa com inibidores da enzima conversora da angiotensina
(PR0,32) ettt ettt h e bbbttt a et e e 51



ANGI

ANG II

ACC

ARP

AT-1

ATP

AVC

BAT

BIR

B2R

BK

CAT

CO

CBS

cAMP

cGMP

CNV

CSE

DMII

ECA

EDRF

EDHF

eNOS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Angiotensina [

Angiotensina II

Antagonistas de Canais de Calcio
Atividade da Renina Plasmatica
Receptores do tipo 1 da Angiotensina II
Trifosfato de Adenosina

Acidente Vascular Cerebral

Terapia de Ativacao do Barorreflexo
Receptor B1

Receptor B2

Bradicinina

Aminotransferase cisteina

Monéxido de Carbono

Cistationina Beta-sintase

Monofosfato Ciclico de Adenosina
Monofosfato Ciclico de Guanosina
Compressao Neurovascular
Cistationina d-liase

Diabetes Mellitus tipo 11

Enzima Conversora de Angiotensina
Fator Relaxante Derivado do Endotélio
Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio

Oxido Nitrico Sintase Endotelial



GC

HAS

H>S

IECA

Katp

L-NAME

L-NMMA

3-MST

NaHS

NO

NOS

PA

PAD

PAG

PAS

PK

RNS

ROS

RVLM

SAOS

SM

SNA

SRAA

SRA

TLR4

Guanilato Ciclase

Hipertensao Arterial Sistémica

Acido Sulfidrico

Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina
Trifosfato de Adenosina Canais de Potdssio Sensiveis
NG-nitro-L-arginina metil Ester
NG-monometil-L-arginina
3-mercaptopiruvato sulfurtransferase
Hidrossulfeto de Sédio

Oxido Nitrico

Oxido nitrico-sintase

Pressdo Arterial

Pressdo Arterial Diastdlica
Propargilglicina

Pressdo Arterial Sistdlica

Proteina Quinase

Espécies de Nitrogénio Reativos

Espécies Reativas de Oxigénio

Regido Rostroventrolateral da Medula
Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono
Sindrome Metabdlica

Sistema Nervoso Autdbnomo

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
Sistema Renina Angiotensina

Toll-like receptor 4



%

IV

2KCl
Ca2+
mg/kg
mmHg

uM

LISTA DE SIMBOLOS

Porcento

Maior ou igual que

Menor que

Glucosamina Sulfato
Cilcio

Miligrama por quilograma
Milimetros de mercurio

Micromol



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ..ueeeeercrennerenessesssesssssssesssssssssssesssssssessssesssssssssssssssssssesssssssesssssssssssseses 18
1.1 Classificacao da hipertensao arterial SIStEMICA......ccovererrressercssnessarsssnsssasssascsasssssessas 13

1.2 Regulacao da pressao arterial e fisiopatologia da hipertensao arterial sistémica... 14

1.3 OXIA0 NILIICO cuuvrerrerecrrerresecsncssessesssssscssessssssssssssssssssssassasssssssssassassasssssassessasssssassessasses 18
1.4 ACIAO SUIIATICO  cvuveveerrecrecnncrsesssncsscssesssssssssssssssssssssssssssssssssassassassssssassessasssssessassassss 20
1.5 Tratamento medicamentoso da hipertensao arterial.........cccecceeevrrcrrnccssanccssarcssancnes 25
2 OBJETIVOS ..uoiiiiiiiinninsninsnisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 36
3 MATERIAL E METODO ...couuueeumeernsseessssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 38
3.1 Local onde 0 estudo foi desenvolvido........ccceeeecserccsrercssnicssnncsssercsssnscsssssssssesssssssssanes 38
3.2 Consentimento livre € eSClareCido......cccevreccserccssercsssarcssnrcssssrcsssescsssssssssssssssssssssesssanes 38
3.3 POPUIACAOD c.uveeevericsnrcssrnncssnncsssnesssanssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssanss 38
3.4 Procedimento de coleta de SANZUE VENOSO.....ccccrerecsreresssressssscssssssssssssssssssssssssssasssssases 39
3.5 Dosagem de 6xido nitrico e Acido SUIfIATICO......coveerreiesrecssarcsrerssarcsncssansssnessasesssssansones 43
3.6 Tratamento eStAtISTICO.....covirrressersssnessenssancssasssssossanssssossssssassssssssassssssssassssssssassssssssasssss 45
4 RESULTADOS ...cciiiiinninnninsnisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 47
4.1 Caracterizacao dos pacientes segundo as variaveis demograficas.........cceceereessecsaren 47
4.2 Quantificacao das concentracoes de nitrato plasmatiCo.......ceceerereserseccarssassarcsassassns 48

4.3 Quantificacao das concentracoes de acido sulfidrico plasmAatico .......cccceeeeeeesurcarens 49



4.4 Andlise de correlacdo entre as concentracoes de nitrato e H2S plasmaticos nos
individuos hipertensos sob terapia medicamentosa com antagonistas dos canais de

calcio e inibidores da enzima conversora da angiotensina. ........ccecessecssarccsecsseressncsasones 50
5 DISCUSSAQ ouceuuenncerecnnsinsssnssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 53
5.1 Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina........cccccceeesercssseccsssnscssanessasesssanes 55
5.2 Antagonistas de Canais de CAICIO ....cccccvrurerrecssarcserssarcsesssanssssssassssssssassssssssassssssssasssss 61
6 CONCLUSAOQ....uouiumsinnsinnsinssssassesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 66
7 CONSIDERACOES FINAIS.......coevurrrressessessessssssssssssssssessessssssssesssssssssssssssssssassessessesses 68
REFERENCIAS .coouuiumuneenmmnessmsnessssssossssssesssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 70
APENDICES ..ccutuuenecnmsnessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 95

ANEXOS couociiriennnnienensninsnnsenssessssssesssessasssssssssssessasssessassssssssssssssassssssasssassssssssssassssssasssassaes 102






Introducdo | 18

1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial sist€émica (HAS) € uma doenga cardiovascular comum e o fator
de risco principal para acidente vascular cerebral (AVC) ou doengas cardiacas. Nos Estados
Unidos, por exemplo, ha uma taxa de prevaléncia de aproximadamente 40% em adultos acima
de 20 anos, sendo praticamente igual entre homens e mulheres. Entre os adultos portadores de
hipertensdo, 80% sabem da sua condi¢do, 71% usam anti-hipertensivos e apenas 48%
daqueles que tem consciéncia da sua doenga possuem a pressao arterial controlada (ROGER
etal., 2011).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2010a) inquéritos populacionais em
cidades brasileiras nos ultimos 20 anos apontaram uma prevaléncia de HAS acima de 30%.
Considerando-se valores de pressdo arterial (PA) > 140/90 mmHg, 22 estudos encontraram
prevaléncias entre 22,3% e 43,9%, (média de 32,5%), com mais de 50% entre 60 e 69 anos e
75% acima de 70 anos (CESARINO et al., 2008; ROSARIO et al., 2009). Revisdo sistematica
quantitativa de 2003 a 2008, de 44 estudos em 35 paises, revelou uma prevaléncia global de
37,8% em homens e 32,1% em mulheres (PEREIRA et al., 2009).

E sabido que a mortalidade por doencas cardiovasculares é diretamente proporcional a
elevacdo dos niveis pressoricos, a partir dos valores de 115 e 75 mmHg para pressdo arterial
sistolica (PAS) e pressdo arterial diastdlica (PAD), respectivamente (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010b). Aproximadamente, sete milhdes de mortes em
todo o mundo foram atribuidas ao aumento da PA, sendo a maioria das pessoas com mais de
45 anos de idade. Dois tercos desses Obitos ocorreram em paises subdesenvolvidos, como o
Brasil, afetando, sobretudo, a populacdo de baixo poder aquisitivo (FOLKOW, 1982).

O exame da situagdo demografica do Brasil mostra que, prospectivamente, o perfil
epidemioldgico brasileiro serd, cada vez mais, pressionado pelas doengas cronicas. A
transicdo epidemioldgica singular do pais indica que, em 1930, nas capitais do pais, as
doencas infecciosas respondiam por 46% das mortes e que esse valor decresceu para um valor
proximo a 5% em 2000; ao mesmo tempo, as doengas cardiovasculares que representavam em
torno de 12% das mortes em 1930, responderam, em 2009, por quase 30% de todos os 6bitos
(MENDES, 2012). Vieira et al. (2012) encontraram que um percentual significativo de
individuos hipertensos que faziam seguimento clinico em unidade publica e especializada de
saide de uma cidade do interior paulista (Brasil) teve como principal causa mortis o infarto

agudo do miocardio. Estudos demonstram a baixa taxa de adesdo ao tratamento anti-
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hipertensivo (CAVALARI et al, 2012; EID et al., 2013), o que contribui ainda mais com esse
cendrio.

Segundo Fields et al. (2004) a hipertensao arterial sist€émica € definida como PAS
maior ou igual a 140 mmHg ou PAD maior ou igual a 90mmHg ou quem estd tomando
medicacao anti-hipertensiva ou que tenha sido dito pelo menos duas vezes por um médico ou
outro profissional da satide que tem pressdo arterial elevada.

Emprega-se a denominacdo hipertensdo arterial essencial, primdria ou idiopatica
quando nao existe uma causa definida para a elevacdo da pressao, prevalecendo atualmente o
conceito de que se trata de uma sindrome multicausal e multifatorial. Aproximadamente 95%
dos portadores de hipertensdo estdo enquadrados como primdrio. Uma pequena parcela (5%)
tem causa conhecida e eventualmente curdvel: sdo os chamados portadores de hipertensao
secunddria, quando decorrente de alguma patologia prévia como hiperaldosteronismo
primdrio, feocromocitoma, acromegalia entre outras (JARDIM, 1998; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010b).

A origem da HAS primdria ndo estd totalmente elucidada e, provavelmente, ndo é
devido a uma unica causa. Dentre os possiveis fatores ambientais relacionados a HAS
priméria, podem ser citados: obesidade, consumo excessivo de sal (pelo menos em individuos
sensiveis ao sal), estresse, idade, sedentarismo, baixo consumo de potdssio entre outros
(CARRETERO; OPARIL, 2000). Postula-se também que exista uma contribui¢do genética
para a génese da HAS (ARAIjJO, 2010; KIMURA, 2010a). Polimorfismos genéticos estao
sendo identificados e associados com a HAS essencial, como o rs4705342 no gene miR-143,
amplamente presente no musculo liso vascular (FU, 2014); o alelo C do polimorfismo
A1166C no gene do receptor tipo 1 da angiotensina II (CHANDRA et al, 2014) e o
polimorfismo C825T do gene GNB3, envolvido no sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) (ZHENG et al., 2013).

Acredita-se que diversos fatores, como os mecanismos hemodindmicos, neurais,
humorais e renais, interajam na producdo de elevagdes prolongadas da PA. Tal como ocorre
em outras condi¢cdes mérbidas € improvavel que exista uma causa individual responsével pelo
desenvolvimento da hipertensao essencial ou que a condi¢c@o seja uma doenga isolada. Como
a pressao arterial é o produto do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica, todas as
formas de hipertensdo envolvem mecanismos hemodinamicos — aumento do débito cardiaco e
da resisténcia vascular periférica, ou a combinacdo de ambos (GRIM; GRIM, 2004).

Outros fatores — como a atividade nervosa simpdtica, funcdo renal em termos de

retencdo de sal e dgua, composicdo eletrolitica dos liquidos intracelular e extracelular,
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mecanismos de transporte da membrana celular — e influéncias humorais — como o SRAA —
participam, de forma ativa ou permissiva, na regulacdo dos mecanismos hemodinamicos que
controlam a pressao arterial (GRIM; GRIM, 2004).

1.1 Classificacao da hipertensao arterial sistémica

A HAS pode ser classificada conforme demonstrado nos dados da Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo da Hipertensao Arterial Sist€mica

Classificacao Pressao sistolica (mmHg) Pressao diastélica (mmHg)
Otima <120 <80

Normal <130 <85

Limitrofe* 130 - 139 85 -89

Hipertensdo estagio 1 140 - 159 90 -99

Hipertensdo estagio 2 160 -179 100 - 109

Hipertensao estdgio 3 > 180 >110

Hipertensao sistdlica isolada > 140 <90

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia / Sociedade Brasileira de Hipertensao / Sociedade

Brasileira de Nefrologia, 2010b.

1.2 Regulacao da pressao arterial e fisiopatologia da hipertensao arterial sistémica

Os mecanismos fisiopatologicos da HAS s@o complexos e ainda ndo sdo totalmente
esclarecidos, pois, a cada década, novos elementos sdo acrescidos a esse cendrio
(CARRETERO; OPARIL, 2000; IRIGOYEN, et al., 2003).

Mecanismos neurais € hormonais operam na regulacdo a curto prazo da PA. Tais
ajustes ocorrem em segundos, minutos, ou horas, e tem a intencdo de corrigir os
desequilibrios temporarios que ocorrem durante a realizagdo das atividades didrias como os
exercicios fisicos e alteracOes na posicdo corporal. Esses mecanismos também sdo
responsaveis pela manutencdo da PA sob niveis de sobrevivéncia durante as situagdes de
ameaca a vida (GRIM; GRIM, 2004).

O controle neural da PA é mediado pelo sistema nervoso autonomo (SNA) através dos

mecanismos de controle que incluem os reflexos circulatdrios intrinsecos, reflexos extrinsecos
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e centros superiores de controle neural. Os reflexos intrinsecos, como o barorreflexo e o
reflexo mediado por quimiorreceptor, localizam-se no sistema circulatério e s@o essenciais a
regulacdo rdpida e de curto prazo da PA. Ja os reflexos extrinsecos sdo encontrados fora da
circulagdo. Abrangem as respostas a PA associadas a fatores como dor, frio e exercicio
isométrico de agarrar com a mdo. As vias neurais para essas reacdes sdo relativamente
desconhecidas, sendo suas respostas menos consistentes do que as dos reflexos intrinsecos
(GRIM; GRIM, 2004)

A ativacdo elétrica cronica do barorreflexo carotideo, conhecido como terapia de
ativacdo do barorreflexo (BAT), tem grande potencial de beneficiar pacientes com faléncia
cardiaca, por reduzir a elevacdo da PA na hipertensdo resistente (BAKRIS et al., 2012;
HOPPE et al., 2012), via inibi¢ao da hiperatividade adrenérgica (WUSTMANN et al., 2009).
Gronda et al. (2014) avaliou os efeitos da BAT na faléncia cardiaca clinica e concluiu que €
uma terapia segura € que proporcionou uma melhora cronica na atividade nervosa simpdtica
muscular e nas varidveis clinicas, concluindo que essa terapia pode melhorar o progndstico
em faléncia cardiaca , através da modulacao do balan¢o autondmico.

Existe uma tendéncia de a HAS ocorrer em familias, e se o SNA desempenha um
papel importante na génese da HAS, evidéncias de aumento da atividade simpdtica devem
estar presentes em filhos normotensos de pais hipertensos. Infere-se também que esses
mesmos filhos podem apresentar niveis de pressdo arterial e catecolaminas maiores que os
filhos de normotensos (CONSOLIM-COLOMBO; IRIGOYEN; KRIEGER, 2005).

Tem-se demonstrado repetitivamente, pelo menos em modelos animais, um excessivo
“drive” hipotalamico que favorece a origem ‘“‘central” da simpato excitacdo. Em humanos,
mais recentemente, foi descrita uma condi¢do patolégica — denominada compressiao
neurovascular (CNV) — na regido rostroventrolateral da medula (RVLM), que pode estar
associada a HAS. Ha relacdo entre a presenca de CNV (detectada por meio da ressonancia
nuclear magnética) na regiao RVLM e a maior atividade simpdtica periférica, avaliada por
meio da microneurografia. Outra situacdo relacionada a HAS e hiperatividade simpdtica € a
Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono (SAOS) (CONSOLIM-COLOMBO; IRIGOYEN;
KRIEGER, 2005). Souza (2011) encontrou que a presenca de disfuncdo diastélica, em
qualquer grau, estd associada a maior atividade nervosa simpdatica muscular e modulagdo
simpdtica periférica e a menor sensibilidade do barorreflexo, em pacientes hipertensos.

Em relacdo aos mecanismos humorais, muitos hormonios contribuem para regulacao
da PA, como o mecanismo do SRAA e a vasopressina. O SRAA envolve uma cascata de

eventos responsaveis pela regulacio PA. Quando os niveis pressdricos estdo abaixo do
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normal, a renina é liberada pelos rins e atua sobre o angiotensinogénio formando a
angiotensina I (ANG I), a qual € convertida em angiotensina II (ANG II) pela enzima
conversora de angiotensina (ECA). Ao se ligar a seus receptores, a ANG II leva a
vasoconstri¢do, elevando assim os niveis pressoricos (FYHRQUIST; SAIJIONMAA, 2008). A
renina € uma enzima sintetizada e estocada nas células justaglomerulares dos rins, de onde é
liberada, em resposta a diminui¢do da PA, estimulacdo simpatica ou concentragcdo extracelular
de sodio diminuida (GRIM; GRIM, 2004).

A angiotensina II € um vasoconstritor potente, particularmente nas arteriolas e, em
grau menor, has veias, que atua na regulacao a curto (eleva a resisténcia vascular periférica) e
a longo prazo (estimulagdo da secrecdo da aldosterona) da PA. A vasopressina ou hormonio
antidiurético € liberada da glandula pituitdria posterior em respostas a diminuicdes da PA.
Apresenta um efeito vasoconstritor direto sobre os vasos sanguineos (GRIM; GRIM, 2004).
Mecawi et al. (2013) concluiram que a angiotensina II também estd envolvida no aumento do
apetite por so6dio (um instinto primordial de ingerir substancias salgadas) apds a exposi¢do a
uma dieta de baixo teor sédico.

Um estudo realizado recentemente demonstrou que a elevacao da atividade do SRAA
observada na hipertensdo estimula a via TLR4 (Toll-like receptor 4), contribuindo para a
ocorréncia da HAS. Adicionalmente por induzir estresse oxidativo, TLR4 leva a disfun¢do
endotelial que € caracteristica desta patologia (DE BATISTA et al., 2014). TLRs pertencem a
uma grande familia de receptores de reconhecimento que desempenham papéis importantes
em sistemas de defesa contra micro-organismos invasores em mamiferos. TLR4 é uma
proteina expressa na superficie de vérios tipos de células, incluindo células do musculo liso
endotelial e vascular. Apds sua ativacdo, o TLR4 pode ativar a imunidade inata e adaptativa,
responsaveis por uma resposta inflamatéria e também levar a producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (DEVARAJ et al., 2008), o que contribui para o quadro inflamatério.

Harisson (2014) chama a atencdo para o papel das células do sistema imune na
fisiopatologia da hipertensdo arterial. Ele explica que as agdes centrais de estimulos
hipertensivos, como angiotensina II ou sal, elevam a atividade simpdtica, que resulta em
modificagcdes proteicas e oxidativas. Esses novos antigenos sdo apresentados e processados
por células dendriticas, levando a ativacdo de células T. As células T ativadas se infiltram nos
rins e na vasculatura produzindo citoquinas que promovem retencdo de dgua e sodio,
vasoconstri¢ao e remodelacdo. Juntas, essas altera¢des resultam em hipertensao manifesta.

Devemos considerar também o controle local do fluxo sanguineo, que é regulado

numa base minuto a minuto em relacdo as necessidades tissulares e sob uma base prolongada
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através do desenvolvimento de circulagcdo colateral. Os mecanismos neurais regulam o débito
cardiaco e PA necessdrios para apoiar esses mecanismos locais. O controle local do fluxo
sanguineo é governado em grande parte pelas necessidades nutricionais do tecido (GRIM;
GRIM, 2004).

As substancias vasodilatadoras, formadas nos tecidos em resposta a necessidade de
fluxo sanguineo aumentado, também ajudam o controle local do fluxo sanguineo. As mais
importantes sdo a histamina, a serotonina, 5- hidroxitriptanina, as cininas e as prostaglandinas.
A maioria dos vasos sanguineos contém histamina nos mastécitos e em estoques de células
que nao os mastdcitos, liberada quando esses tecidos s@o lesionados (GRIM; GRIM, 2004).

A serotonina € liberada das plaquetas que se agregam durante o processo de
coagulacdo; provoca vasoconstricdo e participa de modo importante no controle da
hemorragia. As cininas (calidinas e bradicininas) sdo liberadas das globulinas cininogénio,
presente nos liquidos corporais. Provocam relaxamento da musculatura lisa arteriolar,
aumentam a permeabilidade capilar e contraem as vénulas (GRIM; GRIM, 2004).

As prostaglandinas sdo sintetizadas de constituintes da membrana celular (o dcido
graxo de cadeia longa denominado 4cido araquidonico). A lesdo tissular incita a liberagao do
acido araquidonico da membrana celular, que inicia a sintese das prostaglandinas. Existem
varios tipos de prostaglandinas (E2, F2, D2 ...), subagrupadas de acordo com a sua
solubilidade: algumas produzem vasoconstricdo e outras vasodilatagcdo. Como regra prética
as do grupo E sdo vasodilatadoras e nas no grupo F vasoconstritoras (GRIM; GRIM, 2004).

O endotélio, por sua vez, situado entre o sangue e a musculatura lisa vascular, também
desempenha um papel ativo no controle da fun¢do vascular. Nos capilares que se compde de
uma Unica camada de células endoteliais é ativo o transporte dos nutrientes e excretas
celulares. Além disso, remove agentes vasoativos, como a norepinefrina do sangue e produz
enzimas que convertem moléculas precursoras de produtos ativos (por exemplo, angiotensina
I em angiotensina II nos vasos pulmonares) (GRIM; GRIM, 2004).

Uma das func¢des importantes do endotélio normal € sintetizar e liberar os fatores que
controlam a vasodilatacdo. Na modula¢do do tdnus vascular, o estudo sobre o papel do
endotélio teve inicio na década de 1980, quando Furchgott e Zawadski, observaram que o
relaxamento induzido pela acetilcolina, em anéis de aorta de coelho, era totalmente
dependente da presenca e integridade da célula endotelial. Neste estudo, observou-se a
existéncia de uma substdncia que ocasionava relaxamento vascular, que recebeu o nome
sugestivo de fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) (FURCHGOTT; ZAWADZKI,

1980). Segundo Wang (2009) o primeiro fator relaxante derivado do endotélio identificado foi



Introducdo | 24

o oxido nitrico (NO). Muitos outros tipos de células produzem o NO, onde tem outras
funcdes, inclusive a modulagdo da atividade nervosa no sistema nervoso (GRIM; GRIM,
2004).

O endotélio normal mantém uma liberagao continua de 6xido nitrico, formado a partir
da L-arginina através da acdo da enzima 6xido nitrico-sintase (NOS). A producdo do 6xido
nitrico pode ser estimulada por uma variedade de agonistas, como a acetilcolina, bradicinina,
histamina e trombina. A for¢a de cisalhamento sobre o endotélio, resultante de aumento no
fluxo sanguineo ou da PA também estimula sua produgdo e o relaxamento vascular. Também
inibe a agregacdo plaquetdria e a secrecdo do conteddo plaquetdrio, grande parte do qual
provoca vasoconstricdo (GRIM; GRIM, 2004).

Os andlogos da L-arginina, como o NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) ou NG-
nitro-L-arginina metil ester (L-NAME), promovem elevada e sustentada hipertensao arterial e
tém sido muito utilizados como modelo experimental de hipertensdo primdria. A hipertensao
ocorre porque esses andlogos competem com a L-arginina endotelial, impedindo a acdo do
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e resultando na diminui¢do substancial da producao
do 6xido nitrico (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1999).

Entretanto, o aumento na pressdo arterial ndo é somente consequéncia da retirada da
acdo vasodilatadora do NO, mas também derivada da retirada da sua influéncia sobre os sitios
do controle autondmico cardiovascular, promovendo o aumento da atividade simpdtica. Essa
afirmagdo € baseada em estudos com animais experimentais que mostraram O aumento na
atividade simpdtica apds o bloqueio da sintese do NO (SAKUMA et al., 1992; TOGASHI et
al., 1992).

Além do 6xido nitrico, o endotélio também produz outras substancias vasodilatadoras,
como a prostaglandina prostaciclina, que produz vasodilatacdo e inibe a agregacdo
plaquetaria. Além disso, produz substancias vasoconstritoras, como a angiotensina II,
prostaglandinas vasoconstritoras e endotelinas (PORTH, 2004).

Na maioria dos modelos experimentais de HAS a vasodilatagcdo dependente de
endotélio ¢é severamente reduzida (CARVALHO et al., 1987; VANHOUTTE;
BOULANGER, 1995). A disfunc¢do endotelial caracteriza-se pela sobreposi¢do dos fatores
constritores em detrimento dos dilatadores derivados do endotélio. A disfun¢do endotelial é
outro mecanismo associado a HAS. Além do seu aspecto fisiopatolégico quanto a ser uma
alterac@o primdria ou secunddria da doenca, a disfunc¢do endotelial € um fator importante para

acelerar a instalagdo das complica¢des cardiovasculares (acidente vascular cerebral, infarto do
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miocdardio, faléncia cardiaca e insuficiéncia vascular periférica) (LUSCHER; BARTON,
1997).

Os mecanismos que levam a disfuncdo endotelial diferem entre os modelos de HAS,
mas existe uma linha de pensamento que coloca os fatores vasodilatadores, especialmente o
NO, como mecanismos tonicos que se opde ao tonus vasoconstritor mediado pela atividade
simpatica. De fato, considerando que o papel do endotélio como vasodilatador é basicamente
mediado pelo NO, vdérios estudos foram direcionados, tentando definir a participagdo desta
substancia na HAS (VANHOUTTE, 1989).

A disfuncdo endotelial estd presente em diversas doengas metabdlicas e/ou
cardiovasculares, como na obesidade, intolerincia a glicose, hiperglicemia (diabetes mellitus),
hipertensdo arterial e dislipidemia. Em todas essas condicdes ocorre resisténcia insulinica, a
qual se apresenta como um distirbio metabdlico que se manifesta por reducgao na utiliza¢ao da
glicose pelo musculo esquelético periférico (FERRANNINI et al.,1997), e tem sido
fortemente associada a disfuncdo endotelial, que tem ocorrido precocemente (HSUEH;
LYON; QUINONES, 2004).

Recentes estudos proporcionaram evidéncias para apoiar a premissa de que o dcido
sulfidrico (H2S), um outro gasotransmissor, seja um novo fator relaxante derivado do
endotélio (MUSTAFA et al., 2011; WANG, 2009). De maneira geral, pode-se afirmar que o
H>S seja uma substincia vasodilatadora (em curto prazo relaxa a musculatura lisa vascular)
sendo capaz de induzir um efeito anti-hipertensivo (LIU et al., 2012). Rong-Na et al. (2011)
investigaram a interagdo entre H»>S e NO na protecdo cardiaca em ratos portadores de
sindrome metabdlica e encontraram que ambas as substincias possuem um efeito mutuo de
protecdo ao miocdrdio desses animais. Alguns estudos sugerem que os efeitos de NO e H»S

sao mutuamente interdependentes (COLETTA et al, 2012; FILIPOVIC et al, 2012).

1.3 Oxido nitrico

O NO ¢ uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada no ar atmosférico em
pequenas quantidades, altamente téxica devido a presenca de radical livre (elétron extra) que
a torna um agente quimico altamente reativo. Quando diluido, o NO tem uma meia vida de
menos de 10 segundos devido a sua rpida oxidag¢do a nitrito e nitrato. O NO liga-se a
hemoglobina e outras proteinas que contém o nucleo heme levando ao término de sua

atividade biolégica (SNYDER; BREDT, 1992).
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A evidéncia inicial de 6xidos de nitrogénio no metabolismo vieram de experimentos que
demonstraram producdo de nitratos em camundongos germ-free no inicio da década de 80
(GREEN; TANNENBAUM; GOLDMANN, 1981). Em 1985 demonstrou-se que macréfagos
ativados por lipopossacarideos bacterianos eram capazes de levar a produgdo de nitritos e
nitratos (STUEHR; MARLETTA, 1985). Na sequéncia evidenciou-se que a L-arginina era o
substrato e a L-citrulina era formada como co-produto (HIBBS; TAINTOR; VAVRIN, 1987).
Em 1988, Marletta identificou o 6xido nitrico como o produto da reacdo de oxi-reducao da L-
arginina (MARLETTA et al., 1988).

Quase que simultaneamente, Furchgott investigava um fator relaxante derivado do
endotélio vascular (FURCHGOTT et al, 1984) e poucos anos mais tarde concluiu-se ser o NO
responsdvel pela atividade bioldgica do EDRF (IGNARRO et al., 1987). O NO ¢ sintetizado
em células endoteliais a partir da L-arginina, através de uma reagao catalisada pela enzima
NO sintase (NOS) (PALMER, ASHTON; MONCADA, 1988).

A primeira isoforma descoberta no endotélio vascular (eNOS ou NOS1) esta presente em
um grande nimero de células além das células endoteliais e é a forma mais importante na
participacdo do relaxamento vascular. As células endoteliais desempenham um papel
fundamental na regulacdo do tonus vascular através da sintese e liberacdo de fatores de
relaxamento e contragdo. Os fatores de vasodilatacdo mais importantes sdo NO,
prostaglandinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Dentre os mediadores
produzidos pelas células endoteliais, o NO ¢é considerado a molécula chave envolvida na
homeostase cardiovascular (PEREIRA et al., 2011).

Whiting et al. (2013), em pesquisa realizada com camundongos, demonstraram um papel
protetor do eNOS na doencga inflamatéria renal e na hipertensdo induzidas por elevacdes
cronicas de angiotensina II. Pesquisa sugere que o eNOS ¢ um dos mais potentes
determinantes metabdlicos da pressao arterial em humanos, restringindo-a tonicamente em
aproximadamente 30mmHg (GAMBOA et al., 2007). O NO antagoniza as contragdes da
musculatura lisa vascular e inibe a ativacdo plaquetdria. Atuando nas integrinas, o NO
modifica a adesividade leucocitaria e a diapedese dos neutréfilos (FURCHGOTT, 1984). Uma
outra pesquisa realizada recentemente com camundongos revela que a terapia com nitrito
pode ser uma opcao vidvel para aumento dos niveis de NO e pode ter uma utilizagdo pratica
no tratamento de insuficiéncia cardiaca (BHUSHAN et al., 2014).

O NO € um importante mensageiro intercelular nos mamiferos superiores. O mecanismo
de sinalizagao intercelular é, em geral, realizado através de receptores de membrana celular na

célula alvo; estes receptores sdo, habitualmente, transmembranosos tendo contato com
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citoplasma e desencadeando uma ‘“‘cascata” de sinais intracelulares que finalizardo em uma
mudanca na célula. Pelas suas caracteristicas quimicas de alta difusibilidade, a sinalizacao do
NO ¢ exercida diretamente em nivel intracelular, sem receptores transmembranosos. Devido a
sua penetracdo intracelular sem intermedidrios membranosos, o organismo utiliza o NO em
funcdes fisiolégicas em que € necessdria uma resposta rdpida (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).

O NO também faz parte do arsenal de primeira defesa do organismo com poder
microbicida. Assim, estd demonstrada sua acdo antibactericida, antiparasitica e antiviral
(DRAPIER; WEIZESBI; HIBBS, 1988). Nestes casos, 0 NO atua em concentragdes maiores
do que as de mensageiro, sendo téxico aos micro-organismos invasores. Existe um ténue
limite de concentracdo tissular entre a ndo-toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade
necessaria para acdo antimicrobicida. No caso de doencas autoimunes e situacdes de
sobrecarga exageradas do organismo, o NO encontra-se em concentracdes toxicas para as
células do organismo. Portanto, o NO atua como toxina conforme a concentragdo e o tecido
em questdo, devendo ainda ser considerada a capacidade de depuracdo tecidual. A
determinagdo destas concentracdes tissulares relativas permanece um segredo da natureza

(FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

1.4 Acido sulfidrico

O é4cido sulfidrico tem sido longamente conhecido como um gis téxico, € muitos
relatos de intoxicacgdo fatal por esse 4cido t€ém sido documentados, além de ser famoso por seu
cheiro de “ovo podre” (BURNETT et al.,, 1977; KABIL; BANERJEE, 2010; SMITH;
GOSSELIN, 1979; WANG, 2002). Humanos podem ser submetidos a menos de 0.1 ppm de
H>S no ar. Acima de 50 ppm irritam os olhos e trato respiratério e acima de 500 ppm, pode
causar inconsciéncia ¢ morte (BLACKSTONE; MORRISON; ROTH, 2005). Seu efeito
téxico se manifesta, principalmente, como intoxica¢do aguda e perda do comando respiratorio
central (WANG, 2002).

A sua importancia fisiolégica tornou-se conhecida quando Abe e Kimura relataram em
1996 que o H2S age como um neuromodulador (ABE; KIMURA, 1996). Agora é aceito como
um ‘“gasotransmissor”’ depois do 6xido nitrico e do monéxido de carbono (CO) (WANG,
2002). Seu perfil quimico € semelhante ao do NO. Ambas sdo moléculas pequenas de gais,
geradas nas células de mamiferos por catalisagdo enzimatica, e sdo livremente permedveis a

bicamada lipidica (WANG, 2002). Da mesma forma que o NO e CO, o HoS € gerado
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endogenamente por vdrias enzimas e tem sido demonstrada sua influéncia em uma série
ampla de processos patoldgicos e fisioldgicos, incluindo relaxamento de vasos sanguineos
(WEBB et al., 2008; YANG et al., 2008), contracdo arterial (ALI et al., 2006; KISS;
DEITCH; SZABO, 2008), neurotransmissio (ABE; KIMURA, 1996), regulacio da
inflamacao (HU, 2007; LI et al., 2008), cardioprotecdo (JOHANSEN, YTREHUS; BAXTER,
2006), neuroprotecdo e neurotoxicidade (KIDA et al., 2011) e liberacdo de insulina (ALI et
al., 2007). Kwiatkoski et al. (2013) encontraram fortes evidéncias de que a produgdo de HaS €
estimulada pela hipdxia, e este mensageiro gasoso exerce uma modulacdo inibitéria da
resposta ventilatoria hipoxica.

Em células de mamiferos, o H2S € produzido a partir da L-cisteina, catalisada por uma
de duas enzimas piridoxal fosfato-dependente, cistationina beta-sintase (CBS) e/ou
cistationina d-liase (CSE). Além disso, o catabolismo da L-cisteina também gera amonia e
piruvato. A expressao de CBS e CSE ¢ especifica por tipo de tecidos. Foi relatado que CBS ¢é
uma enzima geradora de H»S predominante nos sistemas nervoso e cerebral e CSE ¢é
predominante nas células § pancredticas, em tecidos vasculares e no coragdo (WANG, 2002).

Recentemente, outros meios enziméticos para produ¢do do H2S foram identificados. A
3-mercaptopiruvato sulfurtransferase (3MST) em conjunto com a aminotransferase cisteina
(CAT) pode produzir H>S a partir da cisteina na presenca de alfa-cetoglutarico. A 3MST foi
encontrada tanto em neuronios, como em células musculares lisas e endotélio vascular
(KIMURA, 2010b). Entretanto, o significado fisiolégico deste caminho ndo estd
completamente esclarecido (WANG, 2010).

Os mecanismos moleculares subjacentes as acdes bioldgicas do H»S permaneceram
uma incdgnita, mas um artigo recente publicado em Science Signaling mostrou que um dos
mecanismos chave pode ser que proteinas S-sulfidricas do H>S sdo produzidas através da
conversao de grupos de cisteina-SH em —SSH. Essa ‘“sulfidracdo” ocorre em proteinas
diferentes devido a a¢do da producdo enddgena do H»S, e isto resulta em modificagdes nas
acoes fisioldgicas das proteinas. Assim, a transformacdo, pelo HaS, tais como a “sulfidragcdo”,
pode ser um importante mecanismo de sinalizacao subjacente dos efeitos diversos no sistema
cardiovascular (MUSTAFA et al., 2009).

Bioquimicamente falando, o H>S € um gds incolor, inflamével e solivel em 4dgua, onde
se dissocia nas formas H+, HS- e S2-. A concentracdo de sulfuretos livres (H2S, HS-) na
maioria dos tecidos e sangue de mamiferos é muito pequena (menos que 100 nM), entretanto

refere-se ser maior na aorta (1uM) (LEVITT; ABDEL-REHIM; FURNE, 2011). A faixa
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z

fisiologica de HoS na circulacdo € de 10-100 mM em peixes, ratos € humanos. Niveis

endogenos de HoS no tecido cerebral é de aproximadamente 50 — 160 mM (WANG, 2009).

1.4.1 Regulacao da producio e catabolismo do H2S

Existem, no minimo, trés caminhos pelos quais a producdo endégena de HoS é
regulada (ETO et al., 2002). O primeiro € uma excitagdo neuronal, que € responsavel por uma
regulacdo rdpida de HzS. Esta regulagio rdapida é mediada via Ca?*/Calmodulina. Na presenca
de Ca®* e Calmodulina, as taxas de producdo de H»S por CBS é aumentada 3.5 vezes em
relacdo quando estd ausente. Além disso, a trifluoroperazina e W-13, dois inibidores da
calmodulina, resulta na supressao da produgao de H»S (ETO et al., 2002). Foi encontrado que
uma regulagcao mais lenta dos niveis de H>S enddgeno € controlada pela testosterona. A ideia
de que hormonios sexuais poderiam desempenhar um papel na producdo de H»S surgiu depois
dos achados de que niveis de H>S enddgeno em cérebros de ratos machos eram maiores
quando comparados com o de fémeas (ETO; KIMURA, 2002). Para testar a hipétese, Eto e
Kimura (2002), conduziu uma série de experimentos. Apds uma administracdo Unica de
testosterona, os niveis de HoS cerebral em ratos fémeas quase alcangaram os niveis de ratos
machos. O resultado se consolidou quando a castracdo de ratos machos resultou na
diminui¢do dos niveis de testosterona acompanhado por diminui¢cdo dos niveis de H>S
cerebral. Em ambos os experimentos, ndo houve mudangas significativas nos niveis de CBS
cerebral, sugerindo que a testosterona aumenta os niveis de HoS no cérebro, por aumentar
apenas a “atividade” da enzima CBS (ETO; KIMURA, 2002). Entretanto, observou-se que as
diferencas nos niveis de H>S cerebral ndo € tdo grande quanto as diferencas de niveis de
testosterona. Além disso, as mudancas relacionadas a idade, nos niveis de testosterona nao
correlaciona bem com os niveis de H»S. Isso sugere que essa via regulatéria é apenas um
controle adicional para os niveis basais de H>S (ETO; KIMURA, 2002).

O Ho>S ndo fica acumulado no organismo e € rapidamente metabolizado. O sulfato é o
maior produto final e é excretado na urina. O tiossulfato, outro produto resultante do
metabolismo de H,S, também é excretado na urina, e, embora apresente uma baixa
concentracdo, serve como marcador biolégico do seu metabolismo (BELARDINELLI et al.,

2001).
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1.4.2 Efeitos do acido sulfidrico no sistema cardiovascular

O H,S induz relaxamento de diferentes tecidos vasculares (por exemplo, artérias
mesentéricas e aorta de ratos) e protege o coracdo contra danos de isquemia/reperfusdo. O
H>S pode induzir ao vasorrelaxamento por agir diretamente na abertura de canais Katp nas
células musculares lisas vasculares (BANNENBERG; VIEIRA, 2009; CALVERT;
COETZEE; LEFER, 2010). Um bloqueador dos canais de Katp, glibenclamida, inibe a
dilatac@o induzida por H>S na aorta (ZHAO et al., 2001), artéria mesentérica (CHENG et al.,
2004) ou microcirculacido hepatica (FIORUCCI et al., 2005), anula a diminuicdo da PA in
vivo, induzida pelo HoS (ZHAO et al, 2001) e também anula a ativagdo do barorreflexo no
seio carotideo, induzida pelo H»>S (XIAO et al., 2006).

E interessante que, o efeito hipotensor do alho e de outras substincias naturais que
contém enxofre, como a cebola e o cogumelo pode ser mediado via H>S (JACOB; ANWAR;
BURKHOUZ, 2008). Também foi relatado que o H>S possui efeitos cardioprotetores (BIAN
et al.,, 2006; CALVERT; COETZEE; LEFER, 2010; JOHANSEN; YTREHUS; BAXTER,
2006). Pré-condicionamento isquémico do coracdo (submetendo o tecido a multiplos
periodos breves de isquemia) protege contra danos miocdrdicos causados pela isquemia atual.
Foi observado que este efeito protetor foi abolido por tratamento com inibidores de CSE DL-
propargilglicina ou PB-ciano-L-alanina. A prote¢do € restaurada quando o hidrossulfeto de
sodio (NaHS), doador de H»S, € co administrado. Assim, parece que H2S € responsével pela
protecdo alcangada pelo pré-condicionamento isquémico. Isso foi fundamentado pelo fato da
isquemia causar um declinio significante nos niveis de HoS em cultura de midcitos cardiacos,
um efeito que € atenuado pelo pré-condicionamento isquémico e pré-tratamento com NaHS
(BIAN et al., 2006). Além disso, o NaHS mostrou oferecer protecdo contra infarto do
miocardio em experimentos com animais. Recentemente, foi demonstrado que o efeito
protetor do H»S contra injurias por isquemia/reperfusio regional, ¢ devido aos efeitos anti-

inflamatorios e anti-apoptitico deste gas (SIVARAJAH et al., 2009).

1.4.3 Efeitos do acido sulfidrico na pressao sanguinea de animais normotensos e

hipertensos

O bloqueio da produgdo endégena do HoS pela cloridrato de hidroxilamina (HA 0,5,
mg/kg i.p.), um inibidor ndo especifico de ambos CSE e CBS, cuja falha com duracdo de

menos de quatro semanas, influencia nas taxas de pressdo sanguinea sistémica em ratos (LU
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et al., 2010). Em contraste, Yan, Du e Tang (2004) encontraram que a administragdao de PAG
(propargilglicina) (37.5 mg/kg), um inibidor de CSE, elevava a pressdo arterial
significativamente em ratos em cinco semanas e aumentou a drea de seccdo da parede da aorta
tordcica, indicando significativo remodelamento estrutural aértico (YAN; DU; TANG, 2004).
A discrepancia pode surgir das diferentes drogas usadas nos dois estudos, bem como
diferentes dosagens e duracdo do tratamento. Deve-se notar que inibidores das enzimas
produtoras de HoS t€m especificidade e potencial baixo para a utilizacdo pretendida e,
portanto, os dados obtidos devem ser interpretados com cautela (LIU et al., 2012).

Virios grupos investigaram os efeitos do H2S na hipertensdo. O tratamento com HS
pode abaixar significativamente a pressdo sanguinea em animais hipertensos (LIU et al.,
2012). A administracdo exégena de NaHS em ratos com hipertensdo primaria poderia aliviar a
hipertensdo e ajudar a recuperar a supressao dos niveis plasmaticos de H»S e da atividade de
CSE (YAN; DU; TANG, 2004). O efeito do HzS na resisténcia vascular nao esta limitado a
sua propriedade vasodilatadora. O H>S também previne o desenvolvimento da hipertensao por
suprimir a proliferacdo de células musculares lisas do sistema vascular e por acelerar sua
apoptose via proteino-quinases ativadas por mitégenos (DU et al, 2004; YANG; SUN;
WANG, 2004). Esses achados sugerem que o HoS pode ser um mediador da regulacido da

pressdo sanguinea.

1.4.5 Acido sulfidrico em ratos com hipertensao primaria

Yan, Du e Tang (2004) encontraram que as concentracdes plasmdticos de H>S em
ratos com hipertensdo primdria eram significativamente menor que aqueles do grupo controle.
Também foi encontrado que a expressao do CSE mRNA era menor que no grupo controle.
Esses achados sugerem que a hipertensao em ratos com hipertensdo primdria envolve a
redu¢do na producido e funcdo do HoS (YAN; DU; TANG, 2004). Isso € fundamentado pela
observacdo de que a administracdo didria cronica de NaHS (56 pmol/kg/dia, i.p) durante
cinco semanas reduziu significativamente a pressao arterial sanguinea em 25mmHg e inibiu o
remodelamento estrutural da aorta em ratos com hipertenso primaria (YAN; DU; TANG,

2004).

1.4.6 Mecanismos subjacentes aos efeitos anti-hipertensivos do acido sulfidrico
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A. Inibicao do Sistema renina-angiotensina-aldosterona

O SRAA desempenha um importante papel na regulacdo do volume sanguineo e da
resisténcia vascular sist€mica, os quais influenciam a PA (LIU et al., 2012). Lu et al. (2010)
encontraram que H>S diminui a atividade da renina plasmatica (ARP) em ratos renina-
dependente 2K1C, mas ndo tem efeito significativo na ARP de ratos normotensos ou nao
renina-dependente 2K1C.

Zhao et al. (2008) também observou que o H>S pode diminuir a afinidade de ligacdo
dos receptores do tipo 1 da angiotensina II (ATI1) e assim atenuar a ativagdo da ATI.
Coletivamente, esses achados indicam que a inibi¢do de vérios componentes do SRAA inicia

um papel substancial nos efeitos anti-hipertensivos induzidos pelo H>S (LIU et al., 2012).

B. Inibicdo do remodelamento vascular

O remodelamento na estrutura vascular € um importante fator no desenvolvimento da
hipertensdo. Além disso, a prépria pressao arterial elevada promove remodelamento dos vasos
sanguineos. Portanto remodelamento estrutural de arteriolas menores € um alvo do tratamento
da hipertensao (SCHIFFRIN et al., 2000).

O HzS também reverte os elevados niveis de hidroxiprolina e coldgeno tipo I (ZHAO

et al., 2008).

1.5 Tratamento medicamentoso da hipertensao arterial

No que se refere ao tratamento da HAS o objetivo primordial € a reducdo da morbidade e
da mortalidade cardiovasculares (HEYDE; HEYDE, 2004; KANNEL, 1996; PADWAL;
STRAUS; MCALISTER, 2001). Assim, os anti-hipertensivos devem ndo sé reduzir a pressao
arterial, mas também os eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais, e, se possivel, a taxa de
mortalidade. As evidéncias provenientes de estudos de desfechos clinicamente relevantes,
com duracdo relativamente curta, de trés a quatro anos, demonstram reduc¢ido de morbidade e
mortalidade em estudos com diuréticos (PSATY, et al.; 1977, THE ALLHAT, 2002;
WRIGHT; LEE; CHAMBER, 1999), com betabloqueadores (PSATY et al., 1977; WRIGHT;
LEE; CHAMBER, 1999), inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA)
(HANSSON et al, 1999a; NEAL; MACMAHON; CHAPMAN, 2000; PROGRESS
COLLABORATIVE GROUP, 2001; THE ALLHAT, 2002;), bloqueadores do receptor AT1
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da angiotensina II (DAHLOF et al., 2002; LINDHOLM et al., 2002; OGIHARA et al., 2009)
e com antagonistas dos canais de cdlcio (ACC) (DAHLOF et al, 2005; NEAL;
MACMAHON; CHAPMAN, 2000; PAHOR et al., 2000) embora a maioria dos estudos
utilize, no final, associacdo de anti-hipertensivos. Esse beneficio é observado com a redugdo
da PA per se e, com base nos estudos disponiveis até o momento, parece ndo depender da
classe de medicamentos utilizados (LAW; MORRIS; WALD, 2009). Metanalises recentes
indicam que esse beneficio € de menor monta com betabloqueadores, em especial com
atenolol, quando comparado aos demais anti-hipertensivos (CALBERG; SAMUELSSON;
LINDHOLM, 2004; BRADLEY et al., 2006).

Ensaios clinicos controlados tém demonstrado que o tratamento medicamentoso da HAS
reduz, substancialmente, o risco de desfechos cardiovasculares. A despeito da disponibilidade
de tratamento efetivo, o controle da HAS em escala populacional encontra-se distante do
considerado ideal, sendo que a falta de adesdo ao tratamento medicamentoso € a maior razao
para a baixa efetividade do tratamento da HAS (COELHO; NOBRE, 2000).

Em um relatério completo sobre a ndo-adesao as terapias de longo prazo, a Organizacao
Mundial da Sadde declarou que o tratamento da hipertensao pode reduzir o risco de acidente
vascular cerebral em 30% - 43% e infarto do miocardio em 15%, além de reduzir o risco de
um nimero de outras condi¢des cronicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). Da
mesma forma, em uma meta-analise de 147 estudos randomizados, os autores descobriram
que em pacientes que receberam o tratamento com medicamentos anti-hipertensivos houve
uma reducdo de 22% em doengas cardiacas corondrias e uma reducdo de 41% em AVC
(LAW; MORRIS; WALD, 2009).

Os IECAs agem fundamentalmente pela inibicdo da enzima conversora da angiotensina,
bloqueando a transformagao da angiotensina I em II no sangue e nos tecidos, embora outros
fatores possam estar envolvidos nesse mecanismo de agdo. S@o eficazes no tratamento da
HAS, reduzindo a morbidade e a mortalidade cardiovasculares nos hipertensos (HANSSON et
al., 1999a; HANSSON et al., 1999b; WHITE, 2007), pacientes com insuficiéncia cardiaca
(GARG; YUSSUF, 1995; PFEFFER, 1993; FLATCHER et al., 2000), com infarto agudo do
miocdardio, em especial quando apresentam baixa fra¢do de ejecao (FLATCHER et al., 2000;
PALARDY; DUCHARME; O’MEARA, 2007), de alto risco para doenga aterosclerética
(THE HEART OUTCOMES PREVENTION EVALUATION STUDY INVESTIGATORS,
2000), sendo também tteis na prevencdo secunddria do acidente vascular encefdlico

(PROGRESS COLLABORATIVE GROUP, 2001). Quando administrados a longo prazo, os
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IECAs retardam o declinio da funcdo renal em pacientes com nefropatia diabética ou de
outras etiologias (GIATRA; LAU; LEVEY, 1997).

Em relacao aos ACC a acdo anti-hipertensiva decorre da reducdo da resisténcia vascular
periférica por diminui¢do da concentracdo de cdlcio nas células musculares lisas vasculares.
Apesar do mecanismo final comum, esse grupo € dividido em trés subgrupos, com
caracteristicas quimicas e farmacoldgicas diferentes: fenilalquilaminas, benzotiazepinas e
diidropiridinas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2010c). Sdo anti-
hipertensivos eficazes e reduzem a morbidade e mortalidade cardiovasculares (HANSSON et
al., 2009a; HANSSON et al., 2000; NEAL; MACMAHON; CHAPMAN, 2000; PAHOR et al,
2000). Deve-se dar preferéncia aos antagonistas dos canais de cdlcio de longa duracdo, de
acdo intrinseca ou por formulagdo galénica que permita uma libera¢do controlada. Estudo de
desfecho reafirmou a eficdcia, tolerabilidade e seguranca do uso dessa classe de

medicamentos no tratamento da hipertensdo arterial de pacientes com doenca coronariana

(LUBSEN et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito do uso de anti-hipertensivos pertencentes as classes medicamentosas
antagonistas de canais de cdlcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina nas
concentracdes plasmaticas de acido sulfidrico e 6xido nitrico em portadores de hipertensao

arterial sistémica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local onde o estudo foi desenvolvido

Estudo transversal, com abordagem quantitativa, realizado no Centro de Satde,
situado na cidade de Novo Horizonte, interior do estado de Sdo Paulo. O municipio possui
4rea territorial de 931,668 Km? e uma populacio de 36.593 habitantes (IBGE, 2010). A
Prefeitura Municipal de Novo Horizonte constitui-se de Pessoa Juridica de Direito Publico
interno e tem vdérios prédios espalhados em diversas regides da cidade.

O municipio oferece aos usudrios atendimento de satide em pontos estratégicos sendo:
um Centro de Fisioterapia; um Centro Odontolégico; um Centro de Atendimento Psicossocial
(CAPS); um Hospital Filantrépico Santa Casa; um Ambulatério de Saide da Mulher; um
Centro de Saude, com atendimento multidisciplinar; um Laboratério de Andlises Clinicas;
quatro Unidades Bésicas de Saudde, localizadas respectivamente no Jardim Sao Vicente, Santa
Clara, Sao Benedito e Alvorada, além de um posto de atendimento no Distrito do Vale
Formoso.

A dire¢do do Centro de Sadde é realizada pela Diretora Municipal de Sadde, que tem
formagdo académica em enfermagem e odontologia. Sua atribuicdo € planejar, coordenar,

executar e controlar todas as atividades do departamento de saude.

3.2 Consentimento livre e esclarecido

O presente estudo foi submetido 2 andlise pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), que
aprovou seu desenvolvimento, garantindo o cumprimento a Resolu¢do 196/96 do Conselho
Nacional de Saude.

Individuos adultos que aceitaram participar voluntariamente do trabalho, apds
conhecer e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), foram

agendados para o preenchimento do cadastro e coleta de sangue.

3.3 Populacao

Neste estudo foram incluidos pacientes cadastrados no Centro de Sadde com o

diagnodstico médico de hipertensdo arterial sist€émica (HAS), em uso de medicacdes anti-
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hipertensivas pertencentes as classes medicamentosas antagonistas de canais de célcio ou
inibidores da enzima conversora de angiotensina. O nome destes pacientes foi identificado por
meio de relatério levantado em um programa informatizado da farmacia do Centro de Saude,
que gerou a relagdo dos pacientes em uso dos farmacos acima citados.

Ao comparecerem a Unidade de Saude para consulta clinica, os pacientes foram
convidados a participar como sujeitos da pesquisa, momento em que receberam orientacdo
detalhada sobre os objetivos e procedimentos a serem realizados.

Os critérios adotados para exclusdo foram idade abaixo de 18 anos, pacientes com
doenca em estdgio terminal, como neoplasias ou AIDS e pacientes que estiverem recebendo
outros anti-hipertensivos nao pertencentes as classes medicamentosas antagonistas de canais
de célcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina.

Inicialmente o paciente compareceu a uma consulta de enfermagem, onde foi
preenchido seu cadastro. Neste momento, coletaram-se dados de identificacdo e o nome das
medicacdes em uso, para confirmacgdo dos critérios de inclusao.

Os participantes da pesquisa foram orientados a comparecer na unidade de saide em
dia e hora marcados, ap6s jejum de 12 horas, para coleta de amostra de sangue, realizada pela
propria pesquisadora, para dosagem de H>S e nitrato plasmaticos. A andlise laboratorial
dessas amostras dividiu-se em duas etapas, sendo a primeira de centrifugacdo realizada pelo
laboratério credenciado pela Secretaria Municipal de Satde — Sistema Unico de Satde (SUS)
e a segunda realizada no Laboratério de Fisiologia da Escola Enfermagem de Ribeirdo Preto

(USP).

3.4 Procedimento de coleta de sangue venoso

A venopun¢do ¢ um procedimento complexo, que exige conhecimento e habilidade.
As recomendacgdes adotadas no presente trabalho se basearam nas normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e estdo descritas abaixo. O CLSI é uma organizagdo
internacional, interdisciplinar, sem fins lucrativos, reconhecida mundialmente por promover o
desenvolvimento e a utilizagdo de normas e diretrizes voluntarias no ambito dos cuidados de

saude (Sociedade Brasileira de Patologia, 2010).
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Generalidades sobre a venopuncio

¢ O profissional deve apresentar-se ao paciente, estabelecendo comunicacio e ganhando sua
confianca;

e explicar ao paciente o procedimento ao qual o paciente serd submetido, seguindo a
politica institucional com habilidade, para a obtencdo de consentimento para o
procedimento;

e fazer a assepsia das maos entre o atendimento dos pacientes, conforme recomendacao do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) no documento sobre “Diretriz para
Higiene de Maos” ;

e realizar a identificacdo de pacientes;

e verificar se as condi¢des de preparo e o jejum do paciente estdo adequados e indagar sobre
eventual alergia ao latex (para o uso de luvas e do torniquete adequados para essa

situacdo).

Locais de escolha para venopuncio

O local de preferéncia para as venopungdes € a fossa antecubital, na drea anterior do
braco em frente e abaixo do cotovelo, onde estd localizado um grande nimero de veias,
relativamente proximas a superficie da pele.

As veias desta localizagdo variam de pessoa para pessoa, entretanto, ha dois tipos
comuns de regimes de distribui¢do venosa: um com formato de H e outro se assemelhando a
um M. O padrdo H foi assim denominado devido as veias que o compdem (cefélica, cubital
mediana e basilica) distribuirem-se como se fosse um H, ele representa cerca de 70% dos
casos. No padrao M, a distribui¢do das veias mais proeminentes (cefdlica, cefdlica mediana,
basilica mediana e basilica) assemelha-se a letra M.

Quando as veias desta regido nao estdo disponiveis ou sdo inacessiveis, a veias do

dorso da mao também podem ser utilizadas para a venopungao.

Areas a serem evitadas para a venopuncio

e Preferencialmente amostras de sangue nao devem ser coletadas nos membros onde

estiverem instaladas terapias intravenosas.
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Evitar locais que contenham extensas dreas cicatriciais de queimadura.

Um médico deve ser consultado antes da coleta de sangue ao lado da regido onde
ocorreu a mastectomia, em funcdo das potenciais complicacdes decorrentes da
linfostase.

Areas com hematomas podem gerar resultados errados de exames, qualquer que seja o
tamanho do hematoma. Se outra veia, em outro local, ndo estiver disponivel, a amostra
deve ser colhida distalmente ao hematoma.

Evite puncionar veias trombosadas. Essas veias sdo pouco eldsticas, assemelham-se a

um corddo e tém paredes endurecidas.

Técnicas para evidenciacio da veia

e Observagao de veias calibrosas.

e Movimentacao: pedir para o paciente abaixar o braco e fazer movimentos de abrir e fechar

a mao. Os movimentos de abertura das mados reduzem a pressdo venosa, com O

relaxamento muscular.

e Massagens: massagear suavemente o braco do paciente (do punho para o cotovelo).

e Palpacdo: realizada com o dedo indicador do flebotomista. Nao utilizar o dedo polegar

devido a baixa sensibilidade da percep¢do da pulsacdo. Esse procedimento auxilia na

distin¢@o entre veias e artérias pela presenca de pulsacdo, devido a maior elasticidade e a

maior espessura das paredes dos vasos arteriais.

¢ Fixacdo das veias com os dedos, nos casos de flacidez.

Uso adequado do torniquete

E muito importante fazer uso adequado do torniquete que é empregado para aumentar
a pressdo intravascular, o que facilita a palpacio da veia e o preenchimento dos tubos
de coleta ou da seringa.

Quando a sua aplicagdo excede um minuto, pode ocorrer estase localizada,
hemoconcentragao e infiltracdo de sangue para os tecidos, gerando valores falsamente
elevados para todos os analitos baseados em medidas de proteinas, alteracio do

volume celular e de outros elementos celulares.
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Procedimentos

e Posicionar o braco do paciente, inclinando-o para baixo, a partir da altura do ombro.

e Posicionar o torniquete com o lago para cima, a fim de evitar a contaminagdo da area
de puncdo.

e Nao aplicar, no momento de selecdo venosa, o procedimento de “bater na veia com
dois dedos”. Esse tipo de procedimento provoca hemolise capilar e, portanto, altera o
resultado de certos analitos.

e Se o torniquete for usado para selecdo preliminar da veia, fazé-lo apenas por um breve
momento, pedindo ao paciente para fechar a mao. Localizar a veia e, em seguida,
afrouxar o torniquete. Esperar 2 minutos para usa-lo novamente.

e Aplicar o torniquete de 7,5 a 10,0 cm acima do local da puncdo, para evitar a
contaminacdo do local.

e Nao usar o torniquete continuamente por mais de 1 minuto.

® Ao garrotear, pedir ao paciente que feche a mao para evidenciar a veia.

e Nao apertar intensamente o torniquete, pois o fluxo arterial nao deve ser interrompido.
O pulso deve permanecer palpavel.

e Trocar o torniquete sempre que houver suspeita de contaminacao.

Posicdo do paciente

® A posicdo do paciente também pode acarretar erros em resultados.
e O desconforto do paciente, agregado a ansiedade do mesmo, pode levar a liberagcdo

indevida de alguns analitos na corrente sanguinea.

Procedimentos em paciente sentado

e Pedir ao paciente que se sente confortavelmente em uma cadeira prépria para coleta de
sangue. Recomenda-se que a cadeira tenha apoio para os bracos e previna quedas, caso
o paciente venha a perder a consciéncia. Cadeiras sem bracos ndo fornecem o apoio

adequado para o brago, nem protegem pacientes em casos de desfalecimento.
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e Recomenda-se que, no descanso da cadeira, a posi¢do do brago do paciente seja
inclinada levemente para baixo e estendida, formando uma linha direta do ombro para
o pulso. O bracgo deve estar apoiado firmemente pelo descanso e o cotovelo ndo deve

estar dobrado. Uma leve curva pode ser importante para evitar hiperextensao do brago.

Colocando as luvas

As luvas descartdveis sdo barreiras de protecdo, e podem ser confeccionadas em latex,
vinil, polietileno ou nitrila. Devem ser calgadas, com cuidado, para que nio rasguem. Devem
ficar bem aderidas a pele, para que o flebotomista ndo perca a sensibilidade no momento da

puncgio.

Procedimentos para antissepsia e higienizacdo em coleta de sangue venoso

e Recomenda-se usar uma gaze umedecida com solucdo de dlcool isopropilico ou etilico
70%, comercialmente preparado.

¢ Limpar o local com um movimento circular do centro para fora.

e Permitir a secagem da drea por 30 segundos para prevenir hemolise da amostra e reduzir a
sensacao de ardéncia na venopuncao.

e Naio assoprar, ndo abanar e ndo colocar nada no local.

e Naio tocar novamente na regido apds a antissepsia.

e Se a venopuncdo for dificil de ser obtida e a veia precisar ser palpada novamente para

efetuar a coleta, o local escolhido deve ser limpo novamente.

3.5 Dosagem de acido sulfidrico e nitrato plasmaticos

Coleta de sangue

A coleta de uma amostra de sangue para realizacdo dos ensaios laboratoriais foi
realizada apds consentimento e agendamento com os pacientes. Para cada individuo foi
coletado 10ml de sangue em tubo contendo 0,5ml de heparina para determinacdo de 4cido

sulfidrico e nitrato plasmaéticos.
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Preparacio do plasma

Primeira etapa — Laboratério credenciado pela Secretaria Municipal de Saide — Sistema
Unico de Satide (SUS)

As amostras foram centrifugadas no Laboratério credenciado pela Secretaria
Municipal de Satide — Sistema Unico de Satde (SUS), pertencente 2 Prefeitura Municipal de
Novo Horizonte, a 3000 rpm por 20 minutos, imediatamente apds a coleta ter sido feita, para
separacdo do plasma, que foi armazenado a -70°C. Segundo a Sociedade Brasileira de
Patologia (2010) o tempo entre a coleta e centrifugacdo do sangue ndo deve exceder uma
hora.

Essas amostras foram transportadas em caixas térmicas com gelo para o Laboratério
de Fisiologia da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto (USP), em um periodo de uma hora
e meia, onde foi realizada a préxima etapa de dosagem do dcido sulfidrico e nitrato

plasmaéticos.

e Segunda etapa — Laboratério de Fisiologia da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto

(USP)

Dosagem de H,S

A biossintese de H>S foi determinada conforme descrita por Siegel (1965). A cada
amostra de 200uL de plasma foi adicionado 20uL de L-cisteina 10mM, 20uL de piridoxal 5 —
fosfatase e 30uLL de PBS, sendo incubado por duas horas a 37°C. Acetato de zinco (1% 100
uL) foi entdo adicionado seguido da adi¢cao de 4cido tricloracético (10% (w/v)/ 100 uL) para
precipitar a proteina e dessa forma parar a reacdo. Apds nova centrifugacdo foi adicionado 50
puL de N-sulfato de dimetil-p-phenilenediamina 20mM seguido por 50 uL FeCI3 30mM. Uma
amostra do sobrenadante (50 uL) foi medida por espectofotometria com comprimento de onda
de 670 nm. A concentracdo de Hos de cada amostra foi calculada a partir de uma curva de
calibracao de 100-0.1 pg/ml NaHS. Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

Determinacio indireta de NO plasmatico através de dosagem de nitrato
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Para a medida do NO plasmatico, foi utilizada a técnica de quimioluminescéncia
NO/ozdbnio [132]. A concentracdo de nitrato no plasma foi medida utilizando Syl da amostra
que foi injetado num vaso de reacdo contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanddio
em 1N de HCI a 95°C) que converte o nitrato em NO, em quantidades equimolares. O NO ¢é
dragado, usando gés hélio, para a camara de quimioluminescéncia do Sievers NOAnalizer

(Sievers® Nitric Oxide Analyzer 280 (GE Analytical Instruments, Boulder, CO. USA).

3.6 Tratamento estatistico

Os dados foram analisados utilizando-se a variancia (ANOVA) para medidas repetidas
e teste Tukey para comparacdes multiplas das médias. Utilizamos o teste de correlacdo de
Pearson para testar a correlacdo entre as concentracdes plasmdticas de nitrato e H>S em
individuos tratados com antagonistas dos canais de célcio e inibidores da enzima conversora
da angiotensina. Os resultados foram expressos como médias e erros padrdes das médias

(EPM). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para p<0.05.
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4. RESULTADOS

Participaram do estudo 36 sujeitos com hipertensao arterial sistémica, em uso de anti-
hipertensivos, sendo que 16 (44.47%) faziam uso apenas de anti-hipertensivos da classe dos
antagonistas dos canais de célcio e 20 (55.53%) faziam uso apenas de anti-hipertensivos da
classe de inibidores da enzima conversora de angiotensina, todos submetidos a coleta de
amostra de sangue venoso para andlise plasmadtica das concentracdes de nitrato e HoS
plasmaéticos.

Os dados foram coletados no periodo de janeiro a agosto de 2013 e serdo apresentados
conforme a seguinte ordem: Caracteriza¢do dos pacientes incluidos na pesquisa segundo as
varidveis demogrificas; Quantificacio de nitrato plasmdtico; Quantificacio do Acido
Sulfidrico (H>S) plasmatico; Andlise de correlacdo entre as concentracdes de nitrato
plasmético e H2S nos individuos hipertensos sob terapia medicamentosa com antagonistas dos

canais de cdlcio e inibidores da enzima conversora da angiotensina.

4.1 Caracterizacido dos pacientes segundo as variaveis demograficas

Neste item, serdo apresentados dados referentes as caracteristicas gerais do grupo
estudado, tais como idade, sexo e etnia que se encontram na Tabela 2. Podemos observar que
69,4% dos pacientes eram maiores de 60 anos, 61,1% do sexo feminino e 94,5% se

declararam branco.
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Tabela 2- Distribui¢do dos hipertensos segundo as varidveis demograficas.
Variaveis demograficas Quantidade
Idade
30-40 anos 0 (0%)
41-50 anos 2 (5.5%)
51-60 anos 9 (25.0%)
Maior 60 anos 25 (69.4%)
Sexo
Feminino 22 (61.1%)
Masculino 14 (38.8%)
Etnia
Branco 34(94.5%)
Nao branco 2 (5.5%)

4.2 Quantificacao das concentracgoes de nitrato plasmatico

A figura 1 mostra a quantificacdo das concentragdes de nitrato plasmdtico em
pacientes hipertensos em uso de antagonistas dos canais de célcio e em hipertensos em uso de
inibidores da enzima conversora de angiotensina. A concentragdo de nitrato plasmatico foi
significativamente maior em hipertensos que estavam em uso de inibidores da enzima

conversora de angiotensina (p < 0.03) quando comparada a concentracdo de nitrato

plasmatico em hipertensos em uso de antagonistas dos canais de célcio.
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Figura 1- Concentragdes de nitrato plasmético em pacientes hipertensos em uso de antagonistas
dos canais de cdlcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina.

4.3 Quantificaciio das concentracdes de Acido Sulfidrico plasmatico

A figura 2 mostra a quantificagdo das concentracdes de H>S em pacientes hipertensos
em uso de antagonistas dos canais de célcio e em hipertensos em uso de inibidores da enzima
conversora de angiotensina. A concentracdo de H2S plasmadtico foi significativamente maior
em hipertensos que estavam em uso de antagonistas dos canais de cdlcio (p < 0.002) quando
comparada a concentracdo de H>S em hipertensos em uso de inibidores da enzima conversora

de angiotensina.
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Figura 2- Concentragdes de HoS plasmdtico em pacientes hipertensos em uso de antagonistas dos

canais de célcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina.

4.4 Andlise de correlacdo entre as concentracoes de nitrato e H:S plasmaticos nos
individuos hipertensos sob terapia medicamentosa com antagonistas dos canais de calcio

e inibidores da enzima conversora da angiotensina.

Nas figuras 3 e 4 observamos que nao houve uma relacdo de correlacdo significativa
das concentracdes plasmaticas de nitrato e H>S nos individuos hipertensos tratados com
antagonistas dos canais de cdlcio (p = 0,09). Também ndo observamos significancia no estudo
de correlagdo dos individuos hipertensos tratados com inibidores da enzima conversora de

angiotensina (p = 0,32).
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Figura 3- Correlagdo entre as concentragdes de nitrato e HoS plasmético em pacientes hipertensos
com terapia medicamentosa com antagonistas dos canais de célcio (p<0,09).
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Figura 4- Correlacdo entre as concentracdes de nitrato e H.S plasmédtico em pacientes

hipertensos com terapia medicamentosa com inibidores da enzima conversora da
angiotensina (p<0,32).
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5. DISCUSSAO

Um grande ndmero de evidéncias indicam que pacientes com hipertensdo arterial
essencial possuem uma disfuncdo endotelial, com alteragdes detectadas por parametros da
micro e macro circulacio, incluindo resisténcia vascular periférica e corondria (VIRDIS et al.,
2008). Revisdo bibliografica realizada na Itélia, recentemente, assinalou que vdrias terapias
nao farmacoldgicas, incluindo exercicios fisicos e intervencoes alimentares podem melhorar a
funcdo endotelial em pacientes hipertensos. Além disso, algumas drogas anti-hipertensivas
podem melhorar a disfuncdo endotelial, particularmente, antagonistas de canais de cdlcio na
microcirculagdo, inibidores da enzima conversora de angiotensina,e antagonistas de
receptores AT-1, principalmente em vasos arteriais (GHIADONI; TADDEI; VIRDIS, 2012).

Em relacdo as terapias ndo medicamentosas, a influéncia da dieta na funcdo endotelial
foi reforcada por um estudo que avaliou o efeito do 6leo de peixe e soja sobre o 6xido nitrico
e na pressdo arterial em pacientes com sindrome metabodlica. Os niveis séricos de metabdlitos
de NO foram significativamente superiores ap6s 90 dias de interven¢do com soja ou 6leo de
peixe. Somente o grupo que recebeu o 6leo de peixe apresentou reducao na pressdo sistolica
ap6s 45 dias. J4 a soja reduziu a pressdo diast6lica em 45 a 90 dias (SIMAO et al., 2010).

A disfun¢do endotelial refere-se a perda da fun¢do moduladora do endotélio com um
desequilibrio entre vasodilatacdo e vasoconstricdo, resultando em uma propensdo para a
vasoconstricdo. E uma condigio patoldgica caracterizada principalmente por um desequilibrio
entre as substancias vasodilatadoras, anti-mitogénicas e as propriedades anti-trombogénicas
(fatores relaxantes derivados do endotélio) (FLAMMER; LUSCHER, 2010) e substancias
vasoconstritoras, pro-trombdticas e com caracteristicas proliferativas (fatores constritores
derivados do endotélio) (VIRDIS; GHIADONI; TADDEI, 2010).

O comprometimento da vasodilatacdo dependente do endotélio estd bem documentado
no Diabetes Mellitus tipo II (DMII), que € causado principalmente pela reducdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico. Fatores adicionais que contribuem podem incluir: uma
diminui¢do da producdo de outros fatores relaxantes, um aumento da produgdo de agentes
vasoconstritores ou uma sensibilidade reduzida do musculo liso vascular para fatores
relaxantes (BALASUBRAMANYAM et al., 2001; LEVY; GAVIN; SOWERS, 1994; OKON
et al., 2003). As alteragdes especificas devido a DMII sdo muitas vezes confundidas com
outros fatores de risco cardiovasculares, como hipertensao e dislipidemia. Este € o caso da
sindrome metabdlica (SM), a qual é definida pela ocorréncia simultinea de pelo menos trés

das seguintes caracteristicas: obesidade abdominal, a dislipidemia, a hipertensdo, resisténcia a
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insulina * intolerancia a glicose e estados pré-inflamatério e pré-trombdticos (GRUNDY et
al., 2004).

Nas artérias corondrias, a insuficiéncia da fun¢do endotelial ocorre precocemente no
curso da aterosclerose, em relagao aos fatores de risco sist€émicos e tensdes hemodinamicas
anormais (McLENACHAN et al., 1990). Existe uma extensa literatura documentando que a
disfuncdo endotelial estd associada a quase todas as condi¢des de predisposi¢do para
aterosclerose e doenca cardiovascular (BRUNNER et al., 2005). H4 muitos estudos
correlacionando disfunc@o endotelial com risco cardiovascular. Por exemplo, disfungao
endotelial tem sido observada em pacientes com hipertenso arterial (LINDER et al., 1990;
PANZA et al., 1990; TREASURE et al.,, 1992), em sujeitos normotensos com histérico
familiar de hipertensdo (TADDEI et al., 1996), em fumantes (CELERMAIJER et al., 1993;
ZEIHER; SCHACHINGER; MINNERS, 1995), bem como em fumantes passivos
(CELERMAIJER et al., 1996; HEISS et al., 2008), na dislipidemia (CASINO et al., 1993;
SPIEKER et al., 2002), em idosos (LINDER et al., 1990), no diabetes mellitus (CALVER;
COLLIER; VALLANCE, 1992; COSENTINO et al., 2003; MAKIMATTILA et al., 1996;
SMITS et al., 1993; STEINBERG et al., 1996), na obesidade (STEINBERG et al., 1996), na
hiper-homocisteinemia (TAWAKOL et al., 2002; VIRDIS et al., 2001), em humanos com
baixos niveis séricos de magnésio (SHECHTER et al., 2000) e em pacientes com doencgas
inflamatérias e infecciosas (FLAMMER et al., 2009; HURLIMANN et al., 2002). Mais
importante, os efeitos de risco cardiovascular no endotélio pode ser visto em criangas tao
novas quanto 8 anos de idade (SORENSEN et al., 1994; CHARAKIDA et al., 2005).

O fato da disfun¢do endotelial ser uma condicdo sist€émica pode explicar porque a
funcdo endotelial periférica (micro e macrovascular) se correlaciona com a fun¢@o endotelial
das artérias coronarias (ANDERSON; GERHARD et al., 1995; BONETTI et al., 2004).
Tomados em conjunto, ha boas evidéncias de que a disfuncao endotelial € significativamente
associada com a carga de risco cardiovascular e pode ser considerada como um bardémetro da
carga total de risco (o risco dos fatores de risco) (FLAMMER et al., 2012). No entanto, o
comprometimento da func¢do endotelial transitéria, por exemplo, em doencas agudas
intercorrentes (CHARAKIDA et al., 2005; CHARAKIDA et al., 2010; CLAPP et al., 2005),
apos exercicios extenuantes (DAWSON et al., 2008) ou por certos alimentos (PLOTNICK;
CORRETTI; VOGEL, 1997), tem que ser levado em conta, o que representa uma limitacdao
potencial de interpretagao.

Consiste em um mediador importante da progressao da doenca vascular (DE VRIESE

et al, 2000). Consequentemente, sua prevencao e tratamento sdo indispensdveis na redugdo de
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complicacOes cardiovasculares. Os IECAs reduzem de forma eficiente as complicagdes
cardiovasculares, porque melhoram a funcdo endotelial, reduzem o remodelamento
cardiovascular e possuem efeitos anti-aterosclerdticos e anti-oxidativos (FIORDALISO et al.,
2006; KEIDAR et al., 2000; BUIKEMA et al., 2000). De acordo com Nevelsteen et al.
(2013), a terapia com IECA e dieta hipocalérica melhoram a resposta vasorrelaxante a

acetilcolina.

5.1 Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina

A maioria dos estudos de intervencdo farmacolégica com efeito sobre fatores de risco
cardiovascular melhoram a fun¢do endotelial. Por exemplo, terapia anti-hipertensiva em geral
(LUSCHER; VANHOUTTE; RAL, 1987; TADDEI et al., 2002), tais como inibidores da
enzima conversora de angiotensina (CREAGER et al., 1992; TADDEI et al., 1998),
bloqueadores de receptores de angiotensina (FLAMMER et al., 2007), antagonistas de canais
de cdlcio (TADDEI et al., 1997), e certos beta bloqueadores como o Nebivolol (PRISANT,
2008), podem reverter a disfuncdo endotelial, entretanto, os IECAs parecem ser
particularmente importantes (CHEN et al., 2002; MANCINI et al., 1996; TADDEI et al.,
2002).

Os inibidores da ECA parecem melhorar a funcio endotelial no subcutaneo, epicérdio,
regido braquial e na circulag@o renal, ao passo que eles sdo ineficazes na potencializacdo da
resposta embotada da acetilcolina no antebrago de pacientes com hipertensdo essencial. O
tratamento com um antagonista do receptor de AT-1 também pode melhorar a libertagdo basal
de NO e diminuir o efeito vasoconstritor da endotelina-1 endégena (VIRDIS; GHIADONI;
TADDEI, 2011).

Em nossa pesquisa, pacientes hipertensos que estavam em uso de inibidores da enzima
conversora de angiotensina apresentaram niveis de nitrato plasmdtico maiores quando
comparados com pacientes hipertensos em uso de antagonistas de canais de cédlcio. Higashi et
al. (2000) fez um comparativo entre inibidores da enzima conversora de angiotensina,
antagonistas de canais de célcio, betabloqueadores e diuréticos na hiperemia reativa em
pacientes com hipertensdo essencial e encontrou que a hiperemia reativa foi
significativamente maior no grupo tratado com IECA, podendo ser devido a elevacdo de NO.

Viérias medicagdes anti-hipertensivas contribuem para a elevacdo dos niveis
plasméticos de NO, como os inibidores da enzima conversora de angiotensina

(ENSELEIT; HURLIMANN; LUSCHER, 2001; HIGASHI et al., 2000), o Enalapril e o
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Captopril (KIM et al., 2013), o zofenopril (NAPOLI et al., 2008), a nisoldipina (antagonista
de canais de cdlcio) e a olmersartana (bloqueador de receptor AT-1) (WEI; HE; LV, 2012).

O o6xido nitrico, o mondxido de carbono e 4cido sulfidrico pertencem aos
transmissores gasosos que podem ser utilizados terapeuticamente (OSTROWSKI; PUCKO,
2013). A descoberta de 6xido nitrico como uma molécula derivada do endotélio fundamental
para o relaxamento vascular e o reconhecimento do endotélio como mais do que uma
interface passiva entre sangue e da parede do vaso, levou a um progresso substancial no
campo da investigagcao vascular (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

O NO € um radical livre produzido pela oxida¢do da L-arginina resultando em NO e
L-citrulina e catalisado pela enzima 6xido nitrico sintase (MONCADA; HIGGS, 1993). O NO
¢ uma substancia fundamental em muitos 6rgaos e seus efeitos podem ser observados nos
vasos sanguineos, coracdo, pulmio, rim, encéfalo, pancreas, intestino e sistema imune
(MURAD, 1998). Diferente de outras moléculas sinalizadoras, o NO parece ndo ter um
receptor em seu sentido tradicional. Por ser lipofilico pode atravessar passivamente as
membranas celulares. Sua disponibilidade biolégica €, portanto, baseada na difusdo
transcelular para atingir alvos intracelulares, ndo sendo restrita a estruturas anatdmicas ou ao
transito circulatério. Além disso, possui uma meia vida curta, ndo maior que seis segundos
(MURAD, 1998). Além de responder a estimulos farmacoldgicos, o NO mostrou-se ser
liberado constantemente (BOYDEN, 1976).

Geralmente, a diminuicdo da biodisponibilidade de NO indica um fenétipo
amplamente disfuncional em muitas propriedades do endotélio. Assim, a avaliacdo de suas
propriedades vasodilatadoras, devido ao NO e outras moléculas, podem fornecer informagoes
sobre a integridade e fun¢do do endotélio. Curiosamente a maioria, se nao todos, os fatores de
risco cardiovasculares estdo associadas com a disfun¢@o endotelial (BONETTI; LERMAN;
LERMAN, 2003) e a modificacdo dos fatores de risco leva a melhora na fungdo vascular. A
disfun¢do endotelial foi detectada tanto em corondrias quanto em artérias periféricas, de modo
que pode ser considerada como uma condi¢do sist€émica (ANDERSON; UEHATA et al.,
1995). O processo de aterosclerose comega cedo na vida, e a disfun¢do endotelial contribui
para aterogénese e precede o desenvolvimento de mudangas morfolégicas vasculares
(JUONALA et al., 2004).

Uma das primeiras doencas associadas a reducdo da biodisponibilidade de fatores
relaxantes derivados do endotélio e alteracdo da fun¢@o vascular foi a hipertensdo arterial. A
importancia da producdo endégena de NO derivado do eNOS na regulagao da fungdo vascular

sofreu crescente investigacdo com a aplicagdo de inibidores de NOS. Vdrios estudos relatam
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elevacdo de PA apds administracdo intravenosa de inibidores de NOS em coelhos (REES;
PALMER; MONCADA, 1989), porcos da india (AISAKA et al., 1989), cachorros (CHU et
al.; 1991), macacos (WELDON; WINQUIST; MADWED, 1995) e ratos (VARGAS;
IGNARRO; CHAUDHURI, 1990). O complexo mecanismo de elevacio da PA na
hipertensdo pela deficiéncia de NO envolve acentuacdo do tonus do sistema simpdtico, do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e do estresse oxidativo (DILLENBURG et al., 2013;
PECHANOVA et al., 1997; NAKMAREONG et al., 2012).

Em mamiferos o NO € produzido por uma das trés isoenzimas 6xido nitrico sintase,
nNOS/NOS I (NOS neuronal), iNOS/NOS II (NOS induzivel) e eNOS/NOS III (NOS
endotelial). Estdo envolvidos na modulacdo de varios estados fisiopatologicos ou doengas. O
NOS endotelial é a forma mais expressa no endotélio. Estd localizada na membrana
plasmética celular e na membrana do Complexo de Golgi (ZHANG et al.,, 2006).
Resumidamente, a regulacdo da producido de NO no endotélio depende da disponibilidade de
varios co-fatores, da fosforilacdo do eNOS em sitios especificos, da modificacdo lipidica pds
translacdo e de regulacdo por feedback negativo (FORSTERMANN; SESSA, 2012;
KOPINCOVA; PUZSEROVA; BERNATOVA, 2008; KOPINCOVA; PUZSEROVA;
BERNATOVA, 2012; RAFIKOV et al., 2011).

O NO pode difundir-se a partir das células endoteliais para células musculares lisas
vasculares e a guanilato ciclase (GC) tem sido identificada como um receptor intracelular do
NO. Sua ativagdo leva a liberacdo do segundo mensageiro monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP) e ativacdo da proteina quinase (PK) G-dependente resultando na diminuicdo da
concentracdo de cdlcio intracelular, seguida por vasorrelaxamento. Além disso, hd muitas
outras fun¢des do NO participando na regulagcdo de transcri¢do de genes, traducio de mRNA
e modificacdo proteica de vérias enzimas envolvidas na respiracdo mitocondrial, mitogénese e
crescimento (BERNATOVA; PECHANOVA; KRISTEK, 1999; FORSTERMANN; SESSA,
2012; GARG; HASSID, 1993).

O NO esta entre as moléculas vasodilatadoras mais importantes, principalmente em
artérias musculares. Ela inibe eventos-chave no desenvolvimento da aterosclerose, tais como a
adesdo e agregacao plaquetdria, migracao e adesdao de leucdcitos, bem como a proliferacao de
células do musculo liso. Particularmente na microcirculagcdo, a prostaciclina e derivados de
fatores endoteliais hiperpolariantes (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010) também
desempenham um papel importante.

Virios outros beneficios do NO tem sido estudados como a cicatrizacdo de tlcera

(BRZOZOWSKI et al., 1999), pré-condicionamento gastrico por meio de oclusdo da artéria
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celiaca por 5 minutos (BRZOZOWSKI et al., 2002) e pré-condicionamento cardiaco
(WEERATEERANGKUL; CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2011). O 6xido nitrico
inalatério tem sido uma questdo de investigagdo em cardiologia de adultos e criangas
(ZURYNSKA, 2008). Pacientes com doengas da valvula mitral e hipertensao pulmonar que
receberam inalacdo de NO (30 ppm) por 15 minutos antes de procedimentos cirdrgicos
cardiacos demonstraram reacdo circulatoria aguda favoravel, especialmente a reducdo da
resisténcia pulmonar (KNAPIK et al., 2001). Pereira, Batalhdo e Carnio (2014) encontraram
que a sintese de Oxido nitrico estd aumentada em pacientes com choque séptico, e se
correlaciona inversamente com os valores de temperatura do corpo concluindo que a medi¢ao
da temperatura corporal e da observacdo das condi¢des de hipotermia em pacientes sépticos
pode ser importante para orientar a enfermagem em relacdo a evolug¢do de individuos com
sepse.

O sistema de sinalizacdo Oxido nitrico (NO)-monofosfato de guanosina ciclico
(cGMP) (NO-cGMP) é um modulador bem caracterizado da fun¢do cardiovascular, em geral,
e da pressao arterial, em particular (AROOR et al., 2013). O SRAA também € um importante
regulador da pressdo arterial e da homeostase sédio-dgua. A enzima conversora de
angiotensina (um dos membros do SRAA) cataliza a clivagem de angiotensina I (Ang I) em
angiotensina II (PFEFFER et al., 1992) e participa no metabolismo de outros peptideos como
bradicinina (CORVOL et al., 1995).

Estudos prévios tem demonstrado que a angiotensina II eleva a producao de espécies
de oxigé€nio reativas vascular e assim reduz a biodisponibilidade do NO e a dilatacdo
dependente do endotélio (GARRIDO; GRIENDLING, 2009; JUNG et al., 2003;
RAJAGOPALAN et al., 1996; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000). O relaxamento dependente do
endotélio debilitado resulta da diminuicdo da biodisponibilidade de NO, em grande parte
devido ao aumento do O;". A ligacdo entre angiotensina II, ROS e disfuncido endotelial tem
sido demonstrada em animais hipertensos. Infusido de angiotensina Il resulta em relaxamento
pela acetilcolina, ion6foros de célcio e nitroglicerina prejudicados (RAJAGOPALAN et al.,
1996). Além disso, a angiotensina II, através da ativagao da proteina Kinase C, induz a uma
regulagdo positiva do eNOS elevando, assim, a producdo de O>". Esses efeitos sdo
acompanhados pela diminuicdo da guanilato ciclase e ativacdo diminuida da proteina quinase
G (MOLLNAU et al., 2002).

Muiltiplos mecanismos sinalizadores regulam a pressao arterial. Tanto a sinalizacdo e
atividade do NO-cGMP quanto o SRAA desempenham um papel central no controle
homeostitico da pressdao arterial sist€émica (RUILOPE, 2011; KOBORI et al., 2007).
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Evidéncias sugerem que NO-cGMP regula a atividade de SRAA e vice e versa (HOFMANN
et al., 2006). Estudo sugere que NO-cGMP inibe a secrecdo de renina em ratos (SHESELY et
al., 1996). O NO também inibe a sintese de enzima conversora de angiotensina no endotélio
(TAKEMOTO et al., 1997), bem como a expressao do receptor tipo 1 de angiotensina Il em
células musculares lisas vasculares atenuando a producio de Ang II e sua acdo (ICHIKI et al.,
1998; USUI et al., 1998).

A ACE € um dos principais alvos para o tratamento de doencas comuns e os inibidores
da ACE representam uma das drogas mais comumente usadas. Isto € corroborado pelo fato de
que havia 162,8 milhdes de receitas de inibidores da ECA em 2009 nos Estados Unidos da
América (BIAN et al., 2010) e que provavelmente aumentard nos proximos anos. Sua eficicia
€ comprovada por varios grandes ensaios clinicos: inibidores da ECA reduzem o risco de
morte cardiovascular, infarto do miocdrdio ndo fatal ou parada cardiaca na doenca
coronariana estavel (FOX, 2003), melhora o progndstico (GRUPPO ITALIANO PER LO
STUDIO DELLA SOPRAVVIVENZA NELLINFARTO MIOCARDIC, 1996) e reduz
mortalidade em cinco semanas apds um infarto do miocardio (GROUP I-4 C, 1995), reduz
mortalidade por faléncia cardiaca (COHN et al., 1991), inibe remodelamento ventricular
esquerdo (GREENBERG et al., 1995), adia a manifestacdo da hipertensdo (LUDERS et al,
2008) e reduz a massa ventricular esquerda devido a hipertrofia de ventriculo esquerdo
(CUSPIDI et al., 2002), a incidéncia de microalbumintria e o risco de nefropatia diabética no
diabetes tipo 2 (RUGGENENTTI et al., 2004).

Os IECAs bloqueiam o metabolismo de varios peptideos, notavelmente a conversao da
angiotensina I em Ang II (SKEGGS; KAHN; SHUMWAY, 1956) e a inativacdo da
bradicinina (BK) (ERDOS; YANG, 1967; YANG; ERDOS; LEVIN, 1971; YANG; ERDOS,
1967). A ECA nao s6 leva a hipertensdo pela Ang II como também inativa a hipotensao
mediada pela bradicinina. Grande parte do efeito terapéutico dos IECAs € devido ao bloqueio
da formagdo de Ang II (LIU et al.,, 1997) ou ao prolongamento da meia vida curta da
bradicinina e seu congénere Lys-BK (Calidina) esta sendo debatido (YANG; ERDOS;
LEVIN, 1971). Isto é ainda mais complicado pela existéncia de dois tipos de receptores de
cininas. O primeiro caracterizado, embora nomeado incongruentemente, ¢ o receptor B2
(B2R), ativado pela bradicinina ou pela calidina (BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY, 1992).
O segundo, chamado receptor B1 (BIR), ndo se liga as cininas, seus ligantes sdo os
metabolitos da bradicinina e da calidina (REGOLI; BARABE, 1980). Considerando que o
B2R é amplamente expresso constitutivamente, a expressdo BIR € normalmente induzida

apos estimulos nocivos ou por citocinas inflamatérias (BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY,
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1992; IGNJATOVIC et al., 2002; IGNJATOVIC et al., 2004; REGOLI; BARABE, 1980;
STANISAVLIEVIC et al., 2006). Inibidores da enzima conversora de angiotensina podem
realcar ambos B2R e B1R. Bloqueando a inativagdo das cininas pela ECA aumenta a
concentracdo de agonistas de B2R intacta (ERDOS; TAN; SKIDGEL, 2010).

Os inibidores da ECA afetam os receptores de cininas de formas diferentes
(IGNJATOVIC et al., 2002; IGNJATOVIC et al., 2004; STANISAVLIJEVIC et al., 2006). O
B1R humano € diretamente ativado por IECA (IGNJATOVIC et al., 2002; IGNJATOVIC et
al., 2004; STANISAVLIJEVIC et al., 2006). Os IECAs ativam BIR por liberar NO mais
consistentemente em células endoteliais humanas cultivadas via iNOS (IGNJATOVIC et al.,
2004; IGNJATOVIC et al., 2002; STANISAVLIEVIC et al., 2006), o que pode explicar o
fato de hipertensos em uso dessas drogas terem niveis plasmaticos de NO mais elevados. A
ativacdo do BI1R pode aumentar a inflamacdo, dor e fibrose na cardiomiopatia diabética
(BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY, 1992; REGOLI; BARABE, 1980; WESTERMANN et
al., 2009) mas € também benéfica apds infarto do miocardio em ratos ou camundongos (XU et
al., 2009; XU et al.,, 2005). A sintese de NO elevada, devido a ativacio de BIR
(IGNJATOVIC et al., 2004), podem também contribuir com os efeitos terapéuticos dos
inibidores de ECA ap6és um infarto do miocdrdio e protecio aos cardiomidcitos
(McMURRAY, 2004). A liberacao de NO, ap6s ativacdo de BIR por IECA, inibe a proteina
quinase C (PKC) (STANISAVLIJEVIC et al., 2006) que pode beneficiar a faléncia cardiaca
(INAGAKIT et al., 2008).

Outras classes medicamentosas influenciam a fung¢do endotelial por elevar os niveis de
NO, como € o caso da Atorvastatina (estatina). Essa acdo ficou evidente em uma pesquisa que
avaliou seus efeitos nas concentragdes de nitrito vascular e na disfun¢@o endotelial em ratos
hipertensos. Esse farmaco significativamente baixou a pressdo arterial sanguinea em
aproximadamente 40 mmHG e aumentou os niveis de nitrito vascular em 70%
(GUIMARAES et al., 2013). O tratamento com estatinas tem efeito benéfico sobre a fungio
endotelial corondria e periférica (RERIANI et al., 2011), provavelmente devido as suas
propriedades anti-inflamatérias e anti-oxidantes, bem como, devido ao restabelecimento da
biodisponibilidade do NO vascular (BONETTI et al., 2003). O tratamento combinado com
fluvastatina (estatina) e diltiazem (antagonista de canais de célcio) é mais eficaz sobre a
funcdo endotelial e da tolerancia ao exercicio do que o tratamento individual em pacientes
com sindrome cardiaca X. Os beneficios desses medicamentos podem estar relacionados com

a elevacdo do 6xido nitrico e redugdo da endotelina-1 (ZHANG et al., 2014).
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5.2 Antagonistas de Canais de Calcio

Nosso estudo foi o primeiro a avaliar as concentragdes plasmadticas de HoS em
pacientes hipertensos € mostrou que os niveis plasmaticos desse gasotransmissor estavam
mais elevados nos sujeitos em uso de antagonistas de canais de célcio quando relacionados
com o grupo de pacientes hipertensos em uso de inibidores da enzima conversora de
angiotensina.

Antagonistas de canais de calcio reduzem a entrada de cdlcio nos canais do tipo L
dependentes de voltagem das células musculares vasculares dilatando artérias corondrias e
outras. Além disso, alguns ACC ativam o NO sintase endotelial ou tem propriedades
antioxidantes, aumentando assim a biodisponibilidade de NO. Particularmente, as di-
hidropiridinas, podem reverter a vasodilatacdo endotélio-dependente prejudicada em
diferentes sitios vasculares, incluindo subcutineo, epicédrdico, da circulagdo renal e do
antebraco. Na circulagdo do antebrago, a nifedipina e a lacidipina podem melhorar a disfun¢do
endotelial, restaurando a disponibilidade de NO através de um mecanismo provavelmente
relacionado a um efeito antioxidante (TANG; VANHOUTTE, 2010).

No campo dos estudos de HoS, Wilinski e colegas da Universidade Jagiellonian da
Pol6nia tém demonstrado o imenso impacto de uma variedade de agentes farmacolégicos
sobre a producdo de H>S enddgeno e postulou o papel farmacomodulatério de HoS neste
cenario (WILINSKI et al., 2010).

Antagonistas de canais de célcio influenciam os niveis séricos de H»>S. Foi
administrado anlodipino em ratos por via intraperitoneal na dose de 3 mg / kg de peso
corporal por dia ou 10 mg / kg de peso corporal por dia. O grupo controle recebeu soro
fisiolégico. As medi¢des das concentragdes livres de H»S nos tecidos foram realizadas. Houve
uma queda significativa do nivel de H>S no cérebro e no figado, em ambos os grupos. A dose
mais baixa de anlodipino aumentou a concentracdo de H2S no coracdo e rins, enquanto que a
mais elevada levou a uma diminui¢do da acumulacdo de HoS nesses 6rgdos. Este estudo
mostrou que o anlodipino interfere na biologia do H»S e afeta suas concentracdes teciduais em
diferentes tecidos de ratos (WILINSKI et al., 2011a).

Estudos realizados com o IECA Ramipril encontraram que esse farmaco eleva a
geracdo de acido sulfidrico em figado e rins (WILINSKI et al., 2010) coracdo e cérebro
(WILINSKI et al., 2008) de ratos. O mesmo foi encontrado por Bucci et al. (2014) que
pesquisaram os efeitos sobre a fungdo vascular do IECA Zofenopril e descobriram uma

melhora na funcdo vascular devido elevacdo dos niveis de H>S em ratos com hipertensao



Discussdo | 62

primdria que receberam essa medicacdo. O Zofenopril também exerce um efeito protetor
sobre o dano endotelial induzido pela Doxorrubicina, sem afetar a sua eficdcia antitumoral.
Esse efeito protetor pode ser atribuido a disponibilidade da cistationina-gama-liase
dependente de H»S a partir do Zofenopril (MONTI et al., 2013).

Um outro estudo de Wilinski e seus colaboradores avaliou a influéncia da
atorvastatina nas concentracdes endogenas de H»S em tecidos cerebral, renal, cardiaco e
hepatico de ratos. O estudo consistiu em inje¢des retroperitoneais do medicamento 0.1 mg (5
mg/kg de peso corporal por dia — grupo D1, n = 8) ou 0.4 mg (20 mg/kg de peso corporal por
dia — grupo D2, n = 8) por cinco dias consecutivos. Houve um aumento significativo nas
concentracdes de HaS nos tecidos renais, cerebral e cardiaco no grupo D1. Ambas as doses de
atorvastatina diminuiram os niveis de H>S no tecido hepdtico. Este estudo mostrou que a agcao
bioldgica da atorvastatina interfere nos niveis de H>S em ratos (WILINSKI et al., 2011b).

Também foi demonstrado que o paracetamol (WILINSKI et al., 2011e), o carvedilol
(WILINSKI et al., 2011c¢), a vitamina D3 (WILINSKI et al., 2012) , a digoxina (WILINSKI et
al., 2011d) e a metformina (WILINSKI et al., 2013) interferem nos niveis de H2S de ratos.

Além do NO, o H>S também foi identificado recentemente como um gasotransmissor.
Por acdo direta nos canais de Kartp de células musculares lisas, possui propriedades
vasorrelaxantes. Tem o potencial de reagir com {fons metdlicos (Cu, Fe, Zn) em
metaloproteinas. A enzima conversora de angiotensina, responsavel por vasoconstri¢do, ¢ uma
enzima que contém zinco. O H»S exibe uma ac¢ao inibitéria na atividade da ECA em células
endoteliais humanas de superficie, por interferir com o zinco no centro ativo desta enzima.
Assim, ao lado da influéncia conhecida de H2S nos canais Katp de células musculares lisas, o
efeito inibitério direto sobre a ECA pode contribuir para o efeito vasorrelaxante de H>S na
vasculatura, reduzindo a produgdo de angiotensina II e inibindo a degradacdo de bradicinina
(LAGGNER et al., 2007b). A diminui¢do do H>S sob condic@o hiperglicémica leva a um
desequilibrio entre as espécies oxidativas e redutivas. O aumento das espécies oxidativas
resulta na ativacdo do sistema renina angiotensina, o qual, por sua vez, contribui para a
patogénese de disfuncdo renal (XUE et al., 2013).

O HaS ¢ produzido pela CSE, CBE (STIPANUK, BECK, 1982) e por uma enzima
identificada recentemente mercaptopiruvato sulfurtransferase (SHIBUYA et al., 2009). A
expressdo dessas enzimas tem sido identificada em muitas células humanas e de outros
mamiferos, incluindo hepéticas, renais, cerebrais e em linfécitos (WANG, 2002). O H»S tem
um importante papel em processos fisiologicos e patoldgicos tais como cardioprotegdo,

neurotransmissao, processos inflamatorios, etc. (BIAN et al., 2006; HU et al., 2009; PAN et
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al., 2006; WANG, 2002). Em vasos sanguineos, o H>S é um vasodilatador fisiolégico (LEE
et al., 2007; LIM et al., 2008; ZHAO, WANG, 2002). Recentemente foi relatado que
inibidores da producdo de HoS end6geno pelo nocaute da CSE pode causar hipertensdao em
camundongos (YANG et al., 2008).

A PA € controlada pelo SRAA. A atividade excessiva do SRAA pode resultar em
hipertensdo e desordens na homeostasia hidroeletrolitica. O nocaute farmacolégico do SRAA
tem sido avaliado por quase 25 anos. A renina é predominantemente regulada pelo
monofosfato ciclico de adenosina (cAMP) intracelular nas células justaglomerulares. O H>S
pode diminuir a producdo de cAMP via inibi¢do da atividade da adenilil ciclase no coragdo e
em células musculares lisas vasculares (LIM et al., 2008; YONG et al., 2008).

Lu et al. (2010) encontraram que o H>S inibe a atividade da renina plasmatica e
diminui a produ¢do de Ang II no plasma produzindo, assim, efeitos preventivos e terapéuticos
na hipertensao renovascular em ratos. Estes dados sugerem que o H>S exerce um papel anti-
hipertensivo por suprimir a atividade do SRAA. Essas descobertas podem fornecer um
potencial terapéutico para o tratamento de hipertensdao renovascular, suprimindo a atividade
excessiva do SRAA (LU et al., 2010).

Estudos tem revelado um papel bioldgico significativo do H»S, que € lipofilico e
permeia livremente as membranas plasmdticas. Esta acdo engloba vdarios mecanismos
intracelulares, incluindo a estimulag¢do do trifosfato de adenosina (ATP)-canais de potdssio
sensiveis (Katp), a manutengdo de grupos de proteinas tiol em seu estado reduzido, a reacao
com espécies de nitrogénio (RNS) e oxigénio reativos (ROS) protecao de proteinas e lipidios
contra danos mediados por ROS / RNS, a estimulacdo de adenilato ciclase, transporte de
cisteina para as células e a reducdo da sintese de glutationa, a influéncia sobre proteinas
quinases reguladas por sinal extracelular, a inibicdo de canais de cdlcio tipo L e a reducao da
ativacdo do complexo proteico fator nuclear kappa (JEONG et al., 2006; KIMURA;
KIMURA, 2004; LI; MOORE, 2007; LOWICKA; BETOWSKI, 2007; PATACCHINI et al.,
2005; SUN et al., 2008; WHITEMAN et al., 2005).

O Ho»S participa no relaxamento de vasos através da abertura dos canais de potdssio
sensiveis a0 ATP e a inibi¢do metabdlica de células musculares lisas vasculares. Ele inibe a
proliferacdao dessas células via proteina quinase ativada por mitdgenos e as induzem a
apoptose (CHEN, XIN; ZHU, 2007; DU et al., 2004; GENG et al., 2004; KISS; DEITCH;
SZABO, 2008; XIAO et al., 2007; YANG; SUN; WANG, 2004; YANG; WU; WANG, 2006;
ZHAO, 2001).
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Possui um papel favordvel no envelhecimento e nas doengas associadas a idade
(ZHANG et al.,, 2013). O envelhecimento é considerado o principal fator de risco na
progressdo da hipertensio (FUKUTOMI; KARIO, 2010). Por ser o H>S o principal fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e um determinante primario do
vasorrelaxamento em intimeros leitos vasculares (YANG et al., 2008), drogas que alteram a
atividade do CSE ou a sulfidracdo de canais mediada pelo H>S podem ser agentes terapéuticos
e efetivos no tratamento da hipertensao (ZHANG et al., 2013). Além disso, o H>S tem um
papel antiaterogénico por suprimir a formagdo de células de espuma de macréfagos em
humanos, importantes para o desenvolvimento da aterosclerose (LAGGNER et al., 2007a;
ZHAO et al,, 2011), atenua doencas cardiacas corondrias (JIANG et al., 2005) e ajuda na
reparagdo cardiaca apds infarto agudo do miocardio (XIE et al., 2012).

Além de seu papel benéfico nas doencas cardiovasculares, o H>S também previne e
atenua doengas do sistema nervoso central, como doenca de Parkinson (ZHANG; JIANG;
LIU, 2009) e Alzheimer (LIU; BIAN, 2010; KIMURA, 2010b), ajuda no controle do Diabetes
(SZABO, 2012) e tem uma atividade potencial anticrescimento contra vdérias células

cancerosas humanas (CHATTOPADHYAY et al., 2012).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostra, pela primeira vez, que individuos hipertensos tratados com
antagonistas de canais de cdlcio apresentam concentragdes de H»S plasmatico maiores que
aqueles tratados com inibidores da enzima conversora da angiotensina. Além disso, conforme
ja descrito na literatura, demonstramos que pacientes hipertensos em uso de inibidores da
enzima conversora de angiotensina possuem niveis plasmaticos de nitrato significativamente
maiores quando relacionados com pacientes hipertensos em uso de antagonistas de canais de
célcio.

Os tratamentos medicamentosos com antagonistas de canais de célcio e inibidores da
enzima conversora da angiotensina podem favorecer a fun¢do vasodilatadora derivada do
endotélio, entretanto mediando a sintese de mediadores gasosos diferentes, sem, entretanto
apresentarem correlacdo na elevacdo dos mesmos.

Esses achados sugerem que essas medicagdes possuem como mecanismo de acio
adicional a melhora da disfuncdo endotelial por elevar os niveis plasmaticos de substancias
vasodilatadoras, o que colabora com seus efeitos anti-hipertensivos. Entretanto, sao
necessarios ensaios clinicos em grande escala que possam demonstrar que esses tratamentos
da disfuncdo endotelial possam melhorar o progndstico do paciente com hipertensdo

essencial.
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5 CONCLUSAO

Fizeram parte do estudo 36 sujeitos com hipertensdo arterial sistémica sendo que 16
faziam uso de anti-hipertensivos da classe dos antagonistas de canais de cdlcio e 20 faziam
uso de anti-hipertensivos da classe de inibidores da enzima conversora de angiotensina, todos
submetidos a coleta de amostra de sangue venoso para anélise plasmdtica quanto aos niveis de
nitrato e HoS.

A andlise da quantificacdo de nitrato plasmdatico mostrou-se significativamente maior
em hipertensos em uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina. Ja a andlise da
quantificacdo de H>S plasmatico mostrou-se significantemente maior em hipertensos em uso

de antagonistas de canais de célcio.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Estamos realizando um estudo com objetivo de avaliar as concentracoes
de oOxido nitrico e acido sulfidrico (H2S) no sangue, correlacionando-as as
medicacdes utilizadas para o tratamento de hipertensao arterial pertencentes
as classes medicamentosas antagonistas de canais de caélcio e inibidores da
enzima conversora de angiotensina, em pacientes com hipertensao arterial, e
pedimos a vocé que colabore com a nossa pesquisa. Apds ser esclarecido (a)
sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é
do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado de
forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar as pessoas
responsaveis por este trabalho (Enfermeira Leticia ou Professora Evelin), pelo
telefone 17 996041904 ou 17 35424254.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo do Projeto: Farmacoterapia e andlise de mediadores gasosos em
pacientes hipertensos.

Pesquisadores Responsaveis : Enfermeira Leticia Palota Eid
Profa. Dra. Evelin Capellari Carnio

O objetivo deste estudo sera avaliar as concentragbes plasmaticas de
oxido nitrico e acido sulfidrico, correlacionando-as as medicacgdes utilizadas
para o tratamento de hipertensdo arterial pertencentes as classes
medicamentosas antagonistas de canais de célcio e inibidores da enzima

conversora de angiotensina, em pacientes com hipertensao arterial.

Sendo assim, solicitamos que vocé assine este termo autorizando a
utilizacdo dos dados. Durante a realizacdo do estudo, sera coletado sangue
(aproximadamente 10 mL) em uma Unica coleta de sangue, que sera realizada
pela enfermeira que esta realizando a pesquisa, com técnica correta, toda a
seguranca e cuidados necessarios para diminuir a dor e evitar qualquer dano.



Apéndice A 196

A dosagem de Oxido nitrico e acido sulfidrico sera feita no Laboratério de
Fisiologia aplicada a Enfermagem da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&do Paulo.

Garantimos o sigilo (segredo) dos dados do paciente e esclarecemos
que vocé podera, a qualquer momento, retirar o consentimento caso se
arrependa de participar da pesquisa. Qualquer decisdo tomada por vocé nao

trara nenhum prejuizo.

Informamos que a sua participacdo nao envolve nenhum tipo de
despesa, e vocé nao recebera pagamento ou gratificacdo por sua participagao.
Os resultados deste estudo serao explicitados em revistas cientificas.

Eu,

, RG/CPF , abaixo assinado, autorizo a

utilizacdo dos meus dados na pesquisa “Farmacoterapia e analise de
mediadores gasosos em pacientes hipertensos.”. Fui devidamente informado e
esclarecido pela pesquisadora Leticia Palota Eid sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
ou interrupgao do acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do responsavel legal:

Nome e assinatura do paciente:

Nome e Assinatura dos pesquisadores

Leticia Palota Eid Profa. Dra. Evelin Capellari Carnio
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APENDICE B - Instrumento de coleta de dados

Nome:

Data de nascimento:
Cor declarada:
Endereco:

Telefone:
Medicagdes em uso:

Tempo de uso de cada medicacao:
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APENDICE C - Resultados individuais da quantificacdo de nitrato plasmaético e hs em
hipertensos sob terapia medicamentosa de antagonistas de canais de célcio e inibidores

da enzima conversora de angiotensina.

Tabela 3 - Concentragdo de nitrato no plasma humano, segundo a classe
medicamentosa em uso ACC (antagonista de canais de cdlcio) e IECA

(inibidores da enzima conversora da angiotensina).

Paciente Concentracao de nitrato em Classe Medicamentosa
M

1 8,30 ACC
2 7,03 ACC
3 12,86 ACC
4 23,63 ACC
5 9,53 ACC
6 14,12 ACC
7 11,51 ACC
8 22,22 ACC
9 1333 ACC
10 453 ACC
11 27,98 ACC
12 10,48 ACC
13 5.77 ACC
14 10,45 ACC
15 15,45 ACC
16 13,01 ACC
17 20.22 IECA
18 17,77 IECA
19 21.60 IECA
20 19.05 IECA
21 21,04 IECA
22 38.90 IECA
23 1321 IECA
24 15.86 IECA
25 IECA

21,04
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Paciente Concentracao de nitrato em Classe Medicamentosa
uM
26 22.45 IECA
27 12,01 IECA
28 21,92 IECA
29 11,77 IECA
30 27.60 IECA
31 8.06 IECA
32 13.18 IECA
33 18.60 IECA
34 15.27 IECA
35 16.60 IECA
36 7.53 IECA
Tabela 4 - Concentracdo de Acido Sulfidrico (H2S) no plasma humano, segundo a

classe medicamentosa em uso ACC (antagonista de canais de célcio) e

IECA (inibidores da enzima conversora da angiotensina).

Paciente Concentracao de H:S em Classe Medicamentosa
uM
! 8,628 ACC
2 1,176 ACC
3 7.44 ACC
4 3.473 ACC
5 6.396 ACC
6 6.605 ACC
7 4,099 ACC
8 9,319 ACC
? 2,429 ACC
10 6.187 ACC
11 112 ACC
12 ACC

0,341
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Paciente Concentracao de H;S em Classe Medicamentosa
uM
13 4,099 ACC
14 3.056 ACC
15 3,056 ACC
16 6,187 ACC
17 1,594 IECA
18 4,099 IECA
19 7,022 IECA
20 1,348 IECA
21 0,968 IECA
22 4,099 IECA
23 0,498 IECA
24 1,594 IECA
25 1,773 IECA
26 1,385 IECA
27 2,107 IECA
28 1,348 IECA
29 3,474 IECA
30 1,385 IECA
31 0,923 IECA
32 0,759 IECA
33 0.4 IECA
34 4,104 IECA

35 1,176 IECA
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Tabela 5— Distribui¢ao dos hipertensos de acordo com a média da concentracdo de
Acido Sulfidrico (H2S) no plasma humano segundo a classe

medicamentosa em uso.

Antagonistas de Canais de Calcio Inibidores da ECA
8,628 6,187
1,176 1,594
7,44 4,099
3,473 7,022
6,396 1,348
6,605 0,968
4,099 4,099
9,319 0,498
2,429 1,594
6,187 1,773
11,2 1,385
0,341 2,1073
4,099 1,348
3,056 3,474
3,056 1,385

0,923

0,759
0,4002
4,1039

1,176

5.167 + 0.8052 N=15 2.312 + 0.4214 N=20
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ANEXO A

FACULDADE DE MEDICINA DE
SAO JOSE DO RIO PRETO-
FAMERP - SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da correlagédo entre medicagdes anti-hipertensivas e dosagem de &cido
sulfidrico plasmatico em pacientes com hipertenséo arterial.

Pesquisador: Leticia Palota Eid

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 07105612.3.0000.5415

Instituigdo Proponente: Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto - USP

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 189.871
Data da Relatoria: 11/12/2012

Apresentagdo do Projeto:

A hipertens&o arterial sistémica (HAS) & uma doenga cardiovascular comum e o fator de risco principal para
acidente vascular encefalico (AVC) ou

doengas cardiacas. Nos Estados Unidos, por exemplo, ha uma taxa de prevaléncia de aproximadamente
40% em adultos acima de 20 anos, sendo

praticamente igual entre homens e mulheres. Vérios grupos investigaram os efeitos do H2S na hipertensao.
O tratamento com H2S pode abaixar

significativamente a presséo sanguinea em animais hipertensos. O objetivo deste estudo & avaliar
concentragdes plasmaticas de acido sulfidrico em

portadores de HAS em uso de anti-hipertensivos pertencentes as classes medicamentosas bloqueadores de
canais de cdlcio e inibidores da enzima

conversora de angiotensina. O desenho de pesquisa é observacional. A pesquisa sera realizada em um
municipio do interior de S&o Paulo, em um

Centro de Saude, com 40 portadores de hipertenséo arterial que fazem uso de anti hipertensivos das

Enderego: BRIGADEIRO FARIA LIMA, 5416

Bairro: VILA SAQ JOAO CEP: 15.090-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO

Telefone: (17)3201-5813 Fax: (17)3201-5813 E-mail: cepfamerp@famerp.br



Anexo | 104

FACULDADE DE MEDICINA DE
SAO JOSE DO RIO PRETO-
FAMERP - SP

classes medicamentosas bloqueadores de

canais de célcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina. Sera realizada a coleta de uma amostra
de sangue (10ml)apos jejum de 12

horas e apds 0 sangue sera centrifugado no Laboratorio de Analises Clinicas do Anexo |, pertencente a
Prefeitura Municipal de Novo Horizonte, a

2500 rpm por 15 minutos, para separagao do plasma, que sera armazenado a -70°C. A biossintese de H2S8
sera determinada conforme descrita por

Siegel (1965). O sangue sera coletado e apos centrifugagao por 20minutos a 3000 rpm, o plasma sera
coletado para posterior determinagdo das

concentragdes de H2S. A cada amostra de 200 ¢L de plasma sera adicionado 20 4L de L-cisteina 10 mM,
20 ;L de piridoxal 5¢-fosfatase e 30 ;L de

PBS e sera incubado por 2 horas a 37°C. Acetato de zinco (1% 100 ;L) sera entéo adicionado seguido da
adigdo de &cido tricloroacetico (10% (wiv);

100 ¢ L) para precipitar a proteina e dessa forma parar a reagdo. Apos nova centrifugagéo sera adicionado
50 ¢L de N,N-sulfato de dimetil-pphenilenediamina

20 mM seguido por 50 4L FeCI3 30 mM. Uma amostra do sobrenadante (50 ¢L) sera medido por
espectofotometria com

comprimento de onda de 670 nm. A concentragdo de H2S de cada amostra sera calculada a partir de uma
curva de calibragéo de 100-0.1 ;g/mL

NaHS. Todos os reagentes utilizados deverdo ser adquiridos da Sigma.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar concentragdes plasmaticas de acido sulfidrico em portadores de HAS em uso de anti-hipertensivos
pertencentes as classes

medicamentosas bloqueadores de canais de calcio e inibidores da enzima conversora de angiotensina.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Recomendavel citar, especificamente, quais serdo os "acessos venosos".

Enderego: BRIGADEIRO FARIA LIMA, 5416

Bairro: VILA SAO JOAO CEP: 15.090-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DO RIO PRETO

Telefone: (17)3201-5813 Fax: (17)3201-5813 E-mail: cepfamerp@famerp.br
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