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RESUMO 
 

MOSS, Monique Bandeira. Mecanismos Moleculares e Celulares Envolvidos na 
Modulação da Via L-arginina-Óxido Nítrico em Hipertensão e Insuficiência Renal 
Crônica. 2010. 129 f. Tese (Doutorado em Ciências - Fisiopatologia Clínica e 
Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 
 
  A insuficiência renal crônica (IRC) e a hipertensão arterial sistêmica (HAS) 
são patologias com alta morbidade e mortalidade, consumindo grandes verbas de 
saúde pública. A disfunção endotelial presente tanto na IRC, como na hipertensão, 
contribui para a manutenção de elevada resistência periférica, favorecendo 
complicações como a aterosclerose. Esta disfunção endotelial é parte de um estado 
pró-trombótico, levando à ocorrência de eventos cardiovasculares, principal causa 
de morte nestas patologias. O óxido nítrico (NO) tem um papel importante na 
modulação da atividade plaquetária. Anormalidades na síntese e/ou inativação do 
NO são descritas tanto na insuficiência renal crônica como na hipertensão. Estudos 
prévios demonstraram uma redução do influxo de L-arginina em eritrócitos e 
plaquetas de pacientes hipertensos e em um modelo animal de hipertensão. Além 
disso, em IRC, nosso grupo mostrou uma ativação da via L-arginina-NO em 
plaquetas. O objetivo dessa tese é avaliar a via L-arginina-NO na HAS e em 
diferentes estágios da IRC, bem como investigar o ciclo da uréia, e a presença de 
marcadores de estresse nesses pacientes. De acordo com o presente estudo pôde-
se verificar que não houve alteração na síntese de NO em eritrócitos na hipertensão, 
todavia ocorre uma ativação do ciclo da uréia, que pode ser dada pelo aumento do 
influxo de L-arginina eritrocitário previamente demonstrado. Não foi demonstrada 
diferença significativa na peroxidação lipídica sistêmica, em plaquetas ou eritrócitos 
na HAS. Em plaquetas, no entanto, houve uma redução da atividade da NO sintase 
(NOS), que não foi acompanhada por alteração da expressão das isoformas da 
NOS, da arginase, da fosfodiesterase 5 (PDE5) ou da guanilato ciclase (GC) solúvel. 
Essa redução na síntese de NO em plaquetas pode ser explicada por um menor 
influxo de L-arginina que está presente na hipertensão. Os eritrócitos de pacientes 
renais crônicos em hemodiálise mostraram um maior influxo de L-arginina associado 
a um aumento da expressão e da atividade da arginase, não havendo diferença na 
atividade da NOS. Além disso, apesar e não ter sido mostrado alteração nos 
marcadores de peroxidação lipídica em eritrócitos e plaquetas, foi detectado um 
aumento dos mesmos no soro de pacientes com IRC em hemodiálise. Por outro 
lado, as plaquetas dos mesmos pacientes apresentaram uma maior expressão da 
eNOS, da iNOS e da GC solúvel, acompanhada de uma redução da atividade da 
arginase, o que pode justificar a disfunção plaquetária que existe nesses pacientes.  
Plaquetas de pacientes portadores de IRC em tratamento conservador mostraram 
um aumento da atividade da NOS associado com maior expressão tanto da iNOS 
como da eNOS. Curiosamente foram detectados menores concentrações de 3’5’-
monofosfato de guanosina cíclica (GMPc), não havendo no entanto, diferença nos 
padrões de agregação plaquetária induzida por colágeno ou adenosina difosfato 
(ADP). As descobertas aqui apresentadas certamente contribuirão para uma melhor 
compreensão da fisiopatologia da HAS e da IRC.  

Palavras chave: Insuficiência Rrenal Crônica. Hipertensão Arterial Sistêmica. L-
arginina. Óxido Nítrico. Arginase. Plaquetas. Eritrócitos. 



 

ABSTRACT 

 

Chronic renal failure (CRF) and essential hypertension (EH) are diseases 
associated with high rates of morbidity and mortality, consuming huge amounts of 
money from the public health system. The endothelial dysfunction existent in both 
diseases, CRF and EH, contributes to the maintenance of the high peripheral 
resistance, and contribute to circulatory complications such as atherosclerosis. This 
endothelial dysfunction is part of a pro-thrombotic state, leading to cardiovascular 
events, which are the major cause of death in these disorders. Nitric oxide (NO) plays 
an important role in the modulation of platelet function. Abnormalities of NO synthesis 
or inactivation are described in CRF and EH. It was previously reported an inhibition 
of L-arginine transport in erythrocytes of hypertensive patients and in an animal 
model of hypertension. Moreover, we have also demonstrated an activation of L-
arginine-NO pathway in platelets taken from uraemic patients. The aim of the present 
thesis is to investigate L-arginine-NO pathway in arterial hypertension and in different 
stages of chronic renal failure. It will also be evaluated urea cycle and the presence 
of oxidative stress markers in these patients. According to the present study it was 
not detected any alteration in erythrocytres NO synthesis in hypertension, however, 
there was an activation of urea cycle, which could be explained by an increase in L-
arginine influx. The present study has not demonstrated significative difference in 
markers of lipid peroxidation in the serum, platelets or erythrocytes in hypertension. 
In platelets however, there was an inhibition of NO synthase (NOS) activity without 
any alterations of NOS isoforms, arginase, phosphodiesterase 5 (PDE5) or soluble 
guanylyl cyclase (sGC) expression. This reduction of NO synthesis may be explained 
by a lower influx of L-arginine that is present on hypertension.  Erythrocytes from 
chronic renal failure patients under haemodyalysis have shown an increased influx of 
L-arginine associated with a higher expression and activity of arginase with no 
difference in NOS activity. Therefore, although it was not shown abnormalities of lipid 
per oxidation markers in erythrocytes and platelets, it was detected increased levels 
of these markers in the serum of chronic renal failure patients under hemodyalysis. 
On the other hand, platelets from the same patients exhibited increased expression 
of eNOS, iNOS and soluble guanylyl cyclase associated with reduced arginase 
activity, which can explain the platelet dysfunction observed in these patients. 
Platelets taken from patients with chronic renal failure under conservative treatment 
have shown increased NOS activity associated with higher expression of both iNOS 
and eNOS. Curiously, it was been detected a lower concentration of cyclic guanosine 
monophosphate (cGMP), although there was no difference in the patterns of platelet 
aggregation induced by collagen or adenosine diphosphate (ADP). The findings 
reported in this study may contribute to a better understanding of EH and CRF 
physiopathology.  
 
Key words: Chronic Renal Failure. Essential Hypertension. Nitric Oxide. L-arginine. 
Arginase. Platelets. Erythrocytes. 
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INTRODUÇÃO 

 

A L-arginina, um aminoácido catiônico semi-essencial, é o precursor do óxido 

nítrico (NO), um gás inorgânico de meia vida curta envolvido em várias funções 

fisiológicas como neurotransmissão, atividade imune, vasodilatação, adesão e 

agregação plaquetárias (Moncada et al., 1991; Vallance, 2002; Huynh & Chin-

Dusting, 2006; Moncada & Higgs et al., 2006). Embora as concentrações 

intracelulares de L-arginina sejam mais do que suficientes para a produção de NO. A 

entrada da L-arginina extracelular em alguns tipos celulares e doenças parece ser 

fundamental para a produção de NO, fenômeno denominado “paradoxo da L-

arginina” (Mann et al., 2003; Verrey et al., 2004). Foram descritos em células de 

mamíferos quatro sistemas de transporte de aminoácidos catiônicos: y+, y+L, B0,+ e 

b0,+, cada um com características cinéticas específicas e expressas de forma distinta 

em diferentes tipos celulares (Mann et al., 2003; Verrey et al., 2004; Deves & Boyd, 

1998). 

Uma vez no interior da célula, a L-arginina é convertida em L-citrulina e NO 

pela ação da família de enzimas NO sintase (NOS). A nomenclatura das duas 

primeiras representa o tecido no qual a enzima foi primeiramente descrita e são 

constitutivas, enquanto que a última é geralmente induzida em doenças: NOS 

neuronal (nNOS),  NOS endotelial (eNOS) e NOS induzível (iNOS) (Mendes Ribeiro 

et al., 2001, Closs et al., 2004; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004; Moncada & Higgs et 

al., 2006). Já foi descrito um novo subtipo de NOS, a NOS mitocondrial, embora 

pouco ainda se saiba sobre ela (Elfering et al., 2002).  

Os efeitos do NO são mediados diretamente por segundos mensageiros, 

sendo que a via mais estudada é a da ativação da guanilato ciclase solúvel (sGC) 

que transforma guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclica 

(GMPc), resultando em vasodilatação e redução da agregação plaquetária 

(Radomski et al., 1987). 

A arginase também é uma enzima envolvida no metabolismo da L-arginina e 

foi primeiramente detectada no fígado, tendo um importante papel no ciclo da uréia 

(Morris, 1992). São descritas duas isoformas de arginases: arginase I, citosólica e 

arginase II, mitocondrial. Ambas são responsáveis pela conversão de L-arginina em 

L-ornitina e uréia (Morris, 1992). Sabe-se hoje que essas enzimas são expressas em 
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diversos outros tipos celulares como células endoteliais (Bachetti et al., 2004), no 

entanto, seus efeitos na biodisponibilidade de L-arginina e conseqüentemente na 

produção de NO permanecem incertos, embora alguns estudos relatem alterações 

na atividade da arginase em patologias como a hipertensão arterial sistêmica (HAS) 

(Rodriguez et al., 2000), asma (Ceylan et al., 2005) e insuficiência renal crônica 

(IRC) (Durak et al., 2001). 

A HAS e a IRC são patologias com alta morbidade e mortalidade cujos 

mecanismos fisiopatológicos não foram totalmente esclarecidos. Sabe-se, no 

entanto, que essas doenças cursam com disfunção endotelial e plaquetária, ativação 

inflamatória e elevados índices de estresse oxidativo (Descamps-Latscha et al., 

1995; Drexler & Horning, 1999; Annuk et al., 2003; Peters et al., 2001). Existe um 

importante papel da via L-arginina-NO-GMPc nos processos aterotrombóticos 

freqüentemente associados à HAS e à IRC (Staessen et al., 2005). 

O objetivo do presente estudo é investigar os efeitos da HAS e de diferentes 

estágios da IRC na via L-arginina-NO, no ciclo da uréia e do estresse oxidativo em 

plaquetas e eritrócitos humanos. 

 

1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 L-arginina 

 

A L-arginina é um aminoácido catiônico semi-essencial em seres humanos, 

pois mamíferos adultos são capazes de sintetizá-lo, no entanto, no período de 

crescimento e em condições catabólicas, torna-se um aminoácido condicionalmente 

essencial (Beaumier et al. 1996; Coman et al., 2008). É um produto da detoxificação 

da amônia, participa do ciclo da uréia, é precursor de proteínas e está envolvido na 

formação de várias enzimas. Além disso, uma de suas principais funções é ser o 

substrato para a produção de NO (Kopple, 2003).  

A L-arginina participa também de outras vias metabólicas, como as da síntese 

de agmatina, poliaminas e bases pirimidinas (Figura 1). A liberação de certos 

hormônios – catecolaminas, glucagon, insulina, corticosteróides, hormônio do 

crescimento, prolactina e somatostatina – também é modulada pela concentração de 

L-arginina (Barbul, 1985; Cylwik et al., 2005). 
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Figura 1: Principais vias metabólicas do aminoácido L-arginina (adaptado de 

Morris, 2004) 

 

As fontes de L-arginina utilizadas pelo organismo humano são tanto 

endógenas como exógenas (alimentação) (Cylwik et al., 2005). As principais fontes 

dietéticas de L-arginina são: soja, amêndoa, noz brasileira, castanha, pitu, carne e 

linguado (Lorgeril, 1997). 

A maior parte da síntese de L-arginina em seres humanos ocorre no fígado e 

rim a partir de L-citrulina liberada pelo intestino como produto do metabolismo 

nitrogenado da glutamina (Featherston et al., 1973; Morris, 2006). Entretanto, no 

fígado há um aumento da atividade da enzima arginase, enquanto nos rins 

predomina a arginina sintetase, enzima responsável pela síntese de L-arginina 

(Barbul, 1985; Morris, 2006). Assim, o fígado utiliza grande parte da L-arginina 

produzida por ele no ciclo da uréia, e o rim, junto com a ingestão dietética diária (1-3 

g/dia) é responsável por manter os níveis plasmáticos normais de L-arginina (80-100 

µM) (Reyes et al., 1994; Mendes Ribeiro et al., 2004) (Figura 2).  

 

L-ARGININA 

L-CITRULINA L-ORNITINA 

Arginase 
NOS 

Poliaminas 

Agmatina Creatina 

Uréia NO 



22 

 

 

 

Figura 2: A síntese da L-arginina em seres humanos (adaptado de Reyes 

et al. 1994) 

 

O metabolismo deste aminoácido é altamente complexo e rigorosamente 

regulado por diversos tipos de enzimas que são expressas em padrões diferentes 

em tipos celulares distintos (Wu et al., 1998).  Dentre todas essas vias 

metabólicas tem sido dado muito destaque para a via da arginase, enzima que 

converte L-arginina em uréia e L-ornitina, competindo, desta forma, pelo mesmo 

substrato que a NOS (Topal et al., 2006). 

São descritas duas isoformas de arginase, que são codificadas por genes 

diferentes (Dizikes et al., 1986), no entanto elas compartilham propriedades 

enzimáticas como a necessidade de manganês e diferem quanto sua localização 

subcelular e expressão em tecidos distintos (Wu et al., 1998). A arginase I é uma 

enzima preferencialmente citosólica e é expressa de forma induzível em diversos 

tipos celulares. No entanto, no fígado, ela está presente de forma constitutiva e é 

uma enzima chave do ciclo da uréia neste órgão (Lerzynski et al. 2005). Por outro 
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lado, a arginase II é uma proteína de localização mitocondrial e existe de forma 

constitutiva no rim, intestino delgado e cérebro.  

Diversos estudos mostram alterações da atividade e da expressão da 

arginase em patologias como asma, câncer, psoríase, pré-eclâmpsia, anemia 

falciforme, hipertensão arterial sistêmica e IRC (Ishikawa et al., 2007; Sabbatini et 

al., 2003; Demougeot et al., 2005; Raghavachari et al., 2007). Além disso, a 

arginase possui um importante papel na regulação da disponibilidade da L-

arginina para a síntese de NO, uma vez que, tanto a NOS como a arginase 

compartilham o mesmo substrato. Outro mecanismo importante de interseção 

dessas duas vias é o fato de a NOS produzir, durante a oxidação da L-arginina 

em L-citrulina e NO, um intermediário capaz de inibir a arginase denominado N-

hidroxi-L-arginina (Buga et al. 1996). Apesar da sua importância na regulação da 

via L-arginina-NO, existem poucos estudos sobre a presença e a atividade da 

arginase em plaquetas e em eritrócitos.  

 

 

1.2 Via L-arginina-óxido nítrico-GMPc 

 

 

Muito embora a nitroglicerina seja utilizada para tratamento da angina do peito 

desde o final século XIX, a descoberta de seu mecanismo de ação e das moléculas 

envolvidas nesse processo só ocorreu 80 anos depois (Marsh & Marsh, 2000). Nos 

anos 70, Ferid Murad e colaboradores demonstraram que a enzima guanilato ciclase 

de fígado de ratos e do músculo liso traqueal bovino era estimulada por compostos a 

base de nitrito, gerando aumento dos níveis de GMPc e levando a um relaxamento 

do músculo liso (Katsuki et al., 1977), ganhando com isso o Prêmio Nobel. 

Independentemente de Murad, Furchgott e Zawadzki notaram que, apesar de seu 

potente efeito vasodilatador in vivo, a acetilcolina nem sempre causava 

vasodilatação nos experimentos in vitro. Os pesquisadores investigaram esses 

efeitos discrepantes e descobriram que a perda do efeito vasodilatador da 

acetilcolina era conseqüente a remoção não-intencional da íntima durante o preparo 

do vaso, ressaltando a importância das células endoteliais no relaxamento do 

músculo liso vascular (Furchgott & Zawadzki, 1980). O grupo de Furchgott propôs 
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que o relaxamento provocado pela histamina, bradicinina, ADP e ATP ocorria pela 

liberação de uma substância instável a qual eles denominaram fator relaxante 

derivado do endotélio (EDRF) (Cherry et al., 1982). Após diversos experimentos, 

Ignarro e Moncada concluíram que o EDRF na verdade se tratava no NO (Ignarro et 

al., 1987; Palmer et al., 1987). 

Atualmente se sabe que o NO é um gás inorgânico lipofílico com uma meia 

vida de menos de 30 segundos em sistemas biológicos, e que é produzido por 

diferentes tipos celulares, nos quais pode controlar ou influenciar importantes 

processos fisiológicos, como neurotransmissão, atividade citotóxica do sistema 

imune, além dos efeitos já citados na adesão e agregação plaquetárias e na 

vasodilatação (Moncada et al., 1997, Huynh & Chin-Dusting, 2006). 

O NO é formado a partir do átomo de nitrogênio guanidino terminal da L-

arginina, pela ação da família de enzimas NOS (Figura 3). Essa reação requer 

oxigênio (O2) e nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato-reduzida (NADPH), 

ocorrendo uma hidroxilação inicial de L-arginina formando N-hidroxi-L-arginina 

(NOHA). Uma subseqüente oxidação leva a formação de NO e L-citrulina (Gross & 

Roye, 1997). A síntese de NO, em várias condições fisiológicas e patológicas e 

diferentes tipos celulares, depende de L-arginina extracelular. Como mencionado 

previamente, esta dependência, ocorre mesmo quando o nível intracelular de L-

arginina disponível está em excesso para o Km das NOS, fenômeno denominado "O 

paradoxo da L-arginina” (Deves & Boyd, 1998, Brunini et al., 2003). 
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Figura 3: A via L-arginina-óxido nítrico (adaptado de MacAllister and 

Vallance, 1998). NOS = óxido nítrico sintase; GC = guanilato ciclase; GTP = 

guanosina trifosfato; GMPc = guanosina monofosfato cíclica; L-ARG = L-arginina; L-

CIT = L-citrulina. 

 

Estudos mostram que os níveis intracelulares de L-arginina variam entre 0,1 e 

2 mM (Xu et al. 2004, McDonald et al. 1997, Bogle et al. 1996), portanto, 

extremamente superiores às constantes de afinidade (Km) das diferentes isoformas 

de NOS que variam entre 1 e 32 μM (Palmer et al. 1988, Bogle et al. 1996, 

Rodríguez-Crespo et al. 1996).  Várias teorias foram propostas para tentar explicar 

este paradoxo. Uma possibilidade seria que a atividade da NOS e a produção de NO 

estariam ligadas ao transporte de L-arginina e não às concentrações intracelulares 

deste aminoácido. Parece existir em certos tipos de células, a co-localização da 

eNOS e do transportador de L-arginina y+ em porções especificas da membrana 

denominadas cavéolos (Shaul et al. 2003, Mann et al. 2003, McDonald, 1997).  Para 

responder a este paradoxo, Closs e colaboradores, em 2000, propuseram que 

células endoteliais e macrófagos possuiriam dois reservatórios intracelulares de L-

arginina, sendo que um deles teria a capacidade de troca com o meio extracelular e 

o outro não. De acordo com o estudo, este segundo reservatório seria inacessível à 

NOS em macrófagos, sendo fundamental o transporte de L-arginina para a produção 
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de NO, o que seria uma das possíveis explicações para o paradoxo da via L-

arginina-NO (Closs et al., 2000).  Outro fator importante que deve ser considerado é 

a presença de outras vias metabólicas que utilizam a L-arginina como substrato, 

sendo a mais importante delas a hidrólise da arginina em L-ornitina e uréia por ação 

da arginase e que é capaz de reduzir a disponibilidade da L-arginina intracelular 

para a NOS, limitando a produção de NO (Chicoine et al. 2004).  

Apesar das diversas teorias propostas, não existe um consenso sobre o exato 

mecanismo envolvido no paradoxo da L-arginina, no entanto, ele corrobora a 

importância dos carreadores de aminoácidos catiônicos na produção de NO. 

 Quatro sistemas de transporte têm sido descritos como responsáveis pelo 

transporte de aminoácidos catiônicos (L-arginina, L-lisina e L-ornitina) em 

mamíferos: y+, y+L, b0,+ e B0,+  (Ignarro, 2002, Mann et al., 2003).   

O sistema y+ foi descoberto por um estudo pioneiro iniciado no laboratório de 

Halvor Christensen, sendo caracterizado como Na+ independente e seletivo para 

aminoácidos catiônicos (Christensen & Cullen, 1973). Os demais sistemas, y+L, b0,+ 

e B0,+, transportam tanto aminoácidos catiônicos quanto neutros, mas diferem na 

dependência ou não de Na+ (Ignarro, 2002, Mann et al., 2003). Características 

adicionais do sistema y+ são: a insensibilidade ao pH, e potente ativação induzida 

pela hiperpolarização e pela trans-estimulação. O sistema y+L, inicialmente 

identificado em eritrócitos por Deves e colaboradores em 1998, transporta 

aminoácidos catiônicos na ausência de Na+ e aminoácidos neutros somente na 

presença de Na+. Van Winkle e colaboradores, em 1990, distinguiram dois sistemas 

de transporte de aminoácidos catiônicos: b0,+ e B0,+ (Van Winkle et al., 1990).  

Ambos os sistemas transportam aminoácidos neutros e catiônicos, sendo o sistema 

B0,+ Na+-dependente e o b0,+ Na+-independente (Stein, 1996; Brunini et al., 2005). 

O transporte de L-arginina nas hemácias e nas células mononucleares 

sanguíneas periféricas (PBMCs) é mediado pelos sistemas y+ e y+L, enquanto nas 

plaquetas o fluxo desse aminoácido é mediado somente pelo sistema y+L (Ignarro, 

2002, Mann et al., 2003). Por meio de estudos cinéticos, nosso grupo demonstrou 

previamente a primeira evidência de que o transporte de L-arginina em plaquetas 

humanas é mediado via sistema y+L e não pelo sistema de transporte de 

aminoácidos catiônicos clássico, sistema y+. O sistema y+L foi identificado como um 

sistema de transporte de alta afinidade e baixa capacidade de transporte (Km 10M) 
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para aminoácidos catiônicos, que também transporta aminoácidos neutros com 

elevada afinidade na presença de Na+ (Mendes Ribeiro et al., 1999).  

A atividade do sistema y+L ocorre em resposta à expressão de no mínimo 

dois transportadores heterodiméricos: glicoproteína 4F2 (cadeia pesada) associada 

a um carreador de aminoácidos (cadeia leve), y+LAT1 ou y+LAT2 (Figura 4). A 

cadeia pesada (glicoproteína 4F2) é codificada pela família SLC3, enquanto as 

cadeias leves (y+LAT1 ou y+LAT2) pertencem à família SLC7 (Stein, 1996, Deves e 

Boyd, 1998).  Recentemente, nosso grupo confirmou em plaquetas, que o sistema 

y+L pode ser afetado pela trans estimulação, pelo potencial de superfície e pela 

concentração intracelular de sódio (Alves de Sá Siqueira et al., 2007), no entanto 

existem poucos estudos sobre o comportamento desse sistema de transporte de 

aminoácidos. 

 

 

 

Figura 4: Modelo molecular esquemático do sistema y+L (Adaptado de Devés 

e Boyd, 1998). 
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Apesar da atividade do transporte da L-arginina ter sido estudada em 

diferentes tipos de células, a expressão dos sistemas de transporte permanece 

pouco conhecida devido à ausência de anticorpos específicos (Stein, 1996).  

As três isoformas das NOS: nNOS (neuronal) ou NOS I; iNOS (induzível) ou 

NOS II; e eNOS (endotelial) ou NOS III (Dudzinski et al., 2006) que são produtos de 

genes distintos, no entanto apresentam semelhanças em suas propriedades 

químicas e enzimáticas (tabela 1). O resíduo N terminal liga a tetrahidrobiopterina 

(BH4) e o heme cuja ligação parece ser fundamental para a atividade da enzima. A 

L-arginina liga-se ao sítio ativo da enzima em uma porção próxima ao heme. O 

domínio C terminal liga os cofatores NADPH, FAD (dinucleotídeo adenina-flavina) e 

FMN (mononucleotídeo flavina). Os domínios N e C são unidos por uma pequena 

seqüência que liga a calmodulina, um co-fator essencial para a atividade da NOS 

(Steuhr, 1997; Michel & Vanhoutte, 2009). 
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Tabela 1: Características principais das três isoformas das NOS (adaptado de 

Lincoln et al., 1997). 

 

  

nNOS ou tipo I 

 

iNOS ou tipo II 

 

eNOS ou tipo III 

 

Primeira 

identificação 

Neurônios Macrófagos Endotélio 

Peso 

Molecular           

(kDa) 

 

160 130 133 

Localização 

cromossomial 

 

12p24.2 17cen-q12 7q35-36 

Função 

principal 

Neurotransmissão 

 

Imunocitotoxicidade Relaxamento do 

músculo liso 

vascular 

Níveis de 

produção de 

NO 

 

pmoles nmoles pmoles 

Regulação da 

expressão 

 

 

 

Constitutiva 

 

Estimulada por 

hormônios sexuais, 

lesão do tecido 

nervoso e hipóxia 

 

Inibida por citocinas e 

endotoxina 

Preferencialmente 

induzível 

 

Expressão induzida 

por citocinas e 

endotoxina 

Constitutiva 

 

Estimulada por 

hormônios sexuais 

e stress de 

cisalhamento 

 

Inibida por 

citocinas e 

endotoxina e 

hipóxia 
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A eNOS  pode se tornar desacoplada pela ausência de seu substrato ou dos 

cofatores. Neste estado desacoplado, os elétrons que normalmente seguiriam do 

domínio redutase de uma subunidade para o domínio oxidase da outra subunidade 

são desviados para o oxigênio molecular, ao invés de irem para a L-arginina, 

resultando na produção de superóxido (Vergnani et al., 2000; Chen et al., 2008).  

A nNOS é expressa  de forma constitutiva difusamente no sistema nervoso 

central e periférico, mas também pode ser encontrada no músculo esquelético. A 

eNOS, que também é uma enzima constitutiva, está presente no endotélio vascular, 

em cardiomiócitos e em plaquetas. A iNOS foi primeiramente descrita em 

macrófagos, monócitos, neutrófilos e músculo liso vascular ativados por citocinas 

(Dudzinski et al., 2006). No entanto foi demonstrado em 1996 a presença dessa 

isoforma da enzima NOS em plaquetas humanas não estimuladas (Chen et al., 

1996), embora a existência dessa proteína em plaquetas humanas seja ainda 

controversa. 

Apesar de compartilharem uma série de características cinéticas, a ligação 

com seus cofatores parece ser fundamental para a atividade máxima dessas 

enzimas, sendo que destes, a calmodulina parece ser um fator chave na regulação 

da enzima através dos níveis de cálcio. Sabe-se que a iNOS não está sujeita à 

regulação pelo cálcio intracelular pois ela se liga completamente à calmodulina (Cho 

et al., 1992). No entanto, eNOS e nNOS possuem uma alça que desestabiliza a 

ligação com a calmodulina em níveis baixos de cálcio, reduzindo a atividade da 

enzima. Desta forma, pode-se afirmar que para que haja atividade máxima tanto da 

eNOS como da nNOS é necessária uma concentração mínima de cálcio no interior 

da célula (Fleming et al., 1999).  

Apesar de ser bem estabelecido o papel das três isoformas da enzima NOS, 

evidências têm demonstrado a produção de NO na membrana mitocondrial de 

diversos tipos celulares como fígado e coração (Ghafourifar et al., 1997; Kanai et al., 

2001). A esta enzima tem sido dado o nome de NOS mitocondrial (mtNOS). Embora 

ainda não se saiba ao certo se a mtNOS é uma nova isoforma ou se é uma variante 

da nNOS, foi demonstrado que a mtNOS é uma proteína constitutiva expressa na 

membrana interna da mitocôndria e que produz  NO de forma dependente de cálcio 

(Tatoyan et al., 1998; Elfering et al., 2002, Valdez et al., 2006; Lacza et al., 2009). 
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Uma vez liberado, o NO se difunde externamente através da dupla camada 

lipídica e forma um complexo com a GC solúvel, ativando-a. A GC solúvel é membro 

de uma família de enzimas relacionadas que compartilham domínios catalíticos 

semelhantes, mas que são ativadas por vias diferentes. É uma proteína 

heterodimérica que consiste de uma subunidade alfa e uma subunidade beta. Cada 

subunidade consiste de um domínio N-terminal H-NOX, um domínio central de 

função desconhecida e um domínio C-terminal nucleotídeo ciclase (Derbyshire et al., 

2008) A isoforma da sGC melhor caracterizada é a forma 1/1, que responde a 

concentrações nanomolares de NO e catalisa a conversão de GTP em GMPc e 

pirofosfato (Derbyshire et al., 2008). Os efeitos celulares do GMPc são mediados por 

diferentes proteínas efetoras do GMPc como as proteínas quinases dependentes de 

GMPc (Hofmann et al., 2000), fosfodiesterases reguladas por GMPc (Juilfs et al., 

1999) e canais iônicos ligados ao GMPc (Biel et al., 1999; Cary et al., 2006). A 

elevação na concentração de GMPc induzida pelo NO é contrabalançada pela 

ativação de fosfodiesterases, que são responsáveis pela degradação do GMPc 

(Francis et al., 2001). 

O NO é um radical livre, que pode participar de diversos tipos de reações 

redox (Allen et al., 2009). Algumas dessas reações são responsáveis por seus 

efeitos biológicos e outras limitam sua atividade. A inativação do NO ocorre em 

grande parte pela reação com espécies reativas de oxigênio, incluindo o ânion 

superóxido e o peróxido de hidrogênio (Kelm et al., 1999). Essas espécies são 

encontradas em quantidades aumentadas em diversas disfunções vasculares, 

incluindo a HAS, hipercolesterolemia, diabetes mellitus (DM) e IRC (Zalba et al., 

2000) 

 

1.3 A via L-arginina-NO ciclo da uréia e estresse oxidativo em elementos 

figurados do sangue 

 

1.3.1 Plaquetas 

 

As plaquetas são fragmentos celulares anucleados derivados dos 

megacariócitos localizados na medula óssea. Elas possuem um papel fundamental 



32 

 

 

na hemostasia e na trombose.  Para que haja a formação do tampão plaquetário, é 

necessária a ocorrência de três fases distintas nas plaquetas: adesão, ativação e 

agregação plaquetária. Nos vasos sanguíneos normais não-traumatizados, as 

plaquetas mostram pouca tendência de se aderirem ao endotélio, em parte devido à 

prostaciclina, produzida pelas células endoteliais, que induz a síntese de adenosina 

3’-5’-monofosfato cíclico (AMPc) em plaquetas e inibe a adesão plaquetária 

(Löwemberg et al., 2010). O óxido nítrico, também normalmente secretado pelas 

células endoteliais e pelas próprias plaquetas, é um inibidor natural da adesão, da 

ativação e da agregação plaquetária. A lesão da camada íntima, mesmo que a 

parede do vaso permaneça intacta leva, todavia, à exposição de proteínas da matriz 

extracelular subendotelial, como o colágeno, a fibronectina o fator de von Willebrand 

(FvW), a trombospondina e a laminina (Löwemberg et al., 2010) . 

A presença dessas proteínas, particularmente do FvW faz com que as plaquetas 

deixem o fluxo laminar do sangue e adiram à área lesada. As plaquetas possuem 

uma elevada densidade de receptores de superfície que respondem a essas 

proteínas e elas sofrem uma migração extremamente rápida para o local da lesão, 

iniciando a formação de um trombo. Estão envolvidos na adesão dois receptores 

principais: a glicoproteínas (GP) Ia/IIa heterodimérica, a qual se liga diretamente, 

mas de forma fraca, ao colágeno, e o heterotrímero GP Ib/IX/V, que se liga com alta 

força de cisalhamento ao FvW do tecido conjuntivo associado ao colágeno de 

superfície (Löwemberg et al., 2010). A ativação das plaquetas é um passo crucial na 

formação do trombo propriamente dito. A ativação pode ocorrer a partir da ação de 

diversos agonistas, alguns dos quais são fracos e outros fortes. São exemplos de 

agonistas a trombina, a adenosina difosfato (ADP), o tromboxano A2 (TxA2), a 5-

hidroxitriptamina (serotonina), a epinefrina, a vasopressina, o fibrinogênio. A maior 

parte dos agonistas derivados do plasma exerce suas ações através de diversos 

receptores de membrana acoplados à proteína G. Quando um desses receptores se 

liga ao seu agonista específico, se inicia uma cascata protéica intraplaquetária que 

por fim promove uma ativação dos transportadores de Ca++ e mobilização de Ca++ 

das resevas no sistema tubular denso para a matriz intracelular geral da plaqueta. O 

aumento nas concentrações intracelulares de Ca++ atua nas vesículas 

citoplasmáticas conhecidas como grânulos α ou nos grânulos densos (ou δ), fazendo 

com que eles migrem para a superfície das células e degranulem (Packham et al., 

2005). Os grânulos densos liberam ADP, ATP, serotonina e Ca++. Os grânulos α 
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contêm diversas proteínas envolvidas na coagulação. A liberação de ADP pelos 

grânulos densos no meio extracelular possui um efeito auto-catalítico na plaqueta 

pela qual ele foi liberado, além de estimular as plaquetas ao redor.  Na medida em 

que as plaquetas ativadas interagem umas com as outras elas começam a agregar. 

A agregação é iniciada pela ativação conformacional da GP IIb/IIIa, uma proteína 

transmembrana heterodimérica, mediada pelo Ca++. Nas plaquetas circulantes, o 

receptor GP IIb/IIIa em repouso tem pouca atividade sob seus ligantes 

(primariamente o fibrinogênio), de forma que a formação do trombo é minimizada. 

Todavia, quando ocorre a ativação, a GP sofre uma mudança conformacional que 

garante a ela uma alta afinidade por seus ligantes.  

Embora as plaquetas de mamíferos sejam células anucleadas, diversos 

estudos demonstraram que elas contêm RNA mensageiro (RNAm) oriundo dos 

megacariócitos, durante a trombopoiese (Harrison & Goodall, 2008). Originalmente 

acreditava-se que esse RNAm fosse instável e que tivesse uma meia vida curta. 

Todavia, evidências sugerem que as plaquetas são capazes de sintetizar proteínas e 

que as reservas de RNAm nas plaquetas são muito mais ricas e diversificadas do 

que se acreditava previamente (Harrison & Goodall, 2008; Schubert & Devine, 

2010). 

Inicialmente, acreditava-se que apenas o NO produzido pelo endotélio 

modulava a função das plaquetas. No entanto, Freedman e colaboradores 

demonstraram que o NO produzido pela própria plaqueta era capaz de modular sua 

função e inibia de forma marcante o recrutamento de plaquetas na formação do 

trombo. Esses achados foram confirmados em um modelo animal que utilizava 

animais deficientes em eNOS, cujas plaquetas produziam quantidades indetectáveis 

de NO e que apresentavam menor tempo de sangramento (Freedman et al., 1999), 

confirmando que o NO produzido pela própria plaqueta era fundamental para a 

modulação de sua atividade e que elas possuíam uma via de produção de NO. 

Por meio de estudos cinéticos, nosso grupo demonstrou previamente a 

primeira evidência de que o transporte de L-arginina em plaquetas humanas é 

mediado via sistema y+L e não pelo clássico sistema de transporte de aminoácidos 

catiônicos, sistema y+. Além disso, Estudos prévios realizados em nosso laboratório 

demonstraram que o transporte de L-arginina pelo sistema y+L é limitante para a 

produção de NO em plaquetas, independente das concentrações intracelulares deste 

aminoácido (Brunini et al, 2003).  
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As plaquetas expressam ambas as isoformas de NOS, endotelial e induzível 

(Lincoln et al, 1997; Marjanovic et al., 2008). A via L-arginina-NO foi demonstrada 

em plaquetas pela primeira vez por Radomski e colaboradores, envolvendo a 

isoforma da NOS cálcio-dependente, eNOS (Radomski et al, 1990). Posteriormente, 

Chen e Metha foram capazes de demonstrar a presença da isoforma oxido nítrico 

sintase induzível através da incubação das plaquetas com citoquinas. Na ausência 

de cálcio, a L-arginina foi convertida a citrulina e óxido nítrico, indicando a presença 

da iNOS, isoforma da NOS cálcio-independente (Mehta et al, 1995). Todavia, os 

dados a respeito da expressão, função e regulação das NOS em plaquetas, 

permanecem controversos. 

Em plaquetas, o NO causa uma ativação da GC com aumento da produção 

de GMPc e uma consequente ativação da proteína quinase dependente de GMPc 

(PKG). A PKG inibe o influxo de íons cálcio para o retículo endoplasmático da 

plaqueta (Gkaliagkousi et al., 2007). Além disso, ela também fosforila o receptor do 

TxA2, inibindo sua função. Além dos efeitos mediados pelo GMPc foi demonstrado 

que o NO age por vias independentes do GMPc. Diversos doadores de NO parecem 

inibir a função plaquetária sem que esse efeito seja revertido pelo uso de inibidores 

da GC, mas ainda não há um consenso sobre os mesmos (Gkaliagkousi et al., 

2007).  

Outras enzimas importantes na via efetora do NO são as fosfodiesterases. 

Foram isolados em extratos de plaquetas humanas três isoformas distintas de 

fosfodiesterases (PDE): PDE2, PDE 3 e PDE5. Nas plaquetas humanas, a PDE5 e a 

PDE3 são as principais isoformas que hidrolisam GMPc e AMPc, respectivamente 

(Ito et al., 1996; Wilson et al., 2008). Tem sido descrito na literatura um efeito 

antiagregante plaquetário dos inibidores da PDE5, sugerindo-se que esses 

compostos possam ser utilizados como agentes antitrombóticos (Lewis et al., 2006). 

Nas plaquetas humanas, o NO gera um pico de GMPc que cai quase que 

imediatamente (3 a 5 segundos), retornando aos níveis basais em menos de um 

minuto (Mullershausen et al., 2004). Essa rápida redução nas concentrações de 

GMPc seria devida à estimulação direta da PDE5 pelo próprio GMPc ou pela 

fosforilação pela proteína quinase G (PKG) (Mullershausen et al., 2004). 
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Figura 5: Via L-arginina – NO e ações do NO em plaquetas. L-ARG = L-

arginina; L-ORN = L-ornitina; L-CIT = L-citrulina; GC = guanilato ciclase solúvel; NO 

= óxido nítrico; PDE5 = fosfodiesterase 5 (adaptado de Gkaliagkousi, 2007) . 

 

Além de gerar NO, a L-arginina pode também seguir a via do ciclo da uréia, e 

já foi comprovado que essas duas vias interagem e são capazes de modular suas 

atividades. O primeiro relato da existência da arginase em plaquetas humanas foi 

feito por Villanueva e Giret em 1980 e, além disso, foi evidenciada a atividade desta 

enzima em plaquetas tanto de ratos como de coelhos (Mendez et al. 1997 e de La 

Pena et al., 2000). Recentemente, um estudo realizado em plaquetas de pacientes 

portadores de anemia falciforme, demontrou presença de RNAm da arginase II em 

plaquetas humanas (Raghavachari et al., 2007) e noss grupo demonstrou uma 

expressão aumentada da isoforma II da arginase em plaquetas de pacientes com 

anorexia nervosa (Rodrgues Pereira et al., 2010). No entanto, ainda existem poucos 

dados disponíveis sobre o comportamento dessa enzima nessas células, o que 

demonstra a necessidade de mais estudos sobre essa via em plaquetas humanas. 
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Merece destaque também o efeito das espécies reativas de oxigênio (ROS) 

nas plaquetas. Embora o termo ROS se refira a diversos compostos distintos, o 

ânion superóxido talvez seja uma das ROS de maior relevância, pois reage com o 

NO para formar peroxinitrito, bem como é convertido em peróxido de hidrogênio pela 

enzima superoxido dismutase (SOD). Estudos mostram que existe uma produção 

fisiólogica de ROS em plaquetas durante a sua ativação. De forma semelhante ao 

endotélio, as ROS produzidas pela plaqueta são geradas por diferentes fontes 

enzimáticas - NADPH-oxidase, NOS e ciclo-oxigenase (COX) - sendo que o uso de 

inibidores da NADPH oxidase é capaz de inibir a agregação plaquetária (Krötz et al., 

2004). Além da produção endógena de ROS, foi demonstrado in vitro que a 

administração de superóxido exógeno torna as plaquetas mais sensíveis à ação de 

seus agonistas como o colágeno e a trombina e esse efeito é explicado, em parte, 

pela redução da biodisponibilidade do NO com uma consequente formação de 

peroxinitrito (Krötz et al., 2004). 

 

 

1.3.2 Hemácias 

 

 

Os eritrócitos, também conhecidos como hemácias ou células vermelhas 

(RBC), são células bicôncavas anucleadas produzidas na medula óssea e são 

responsáveis pelo transporte de oxigênio e dióxido de carbono entre os tecidos 

corporais e os pulmões. Originalmente acreditava-se que, nessas células, o NO 

reagisse com a hemoglobina, sendo retirado da circulação (Gladwin et al., 2003). 

Embora relatos iniciais tenham sugerido a existência de uma via L-arginina – NO em 

RBC (Chen et al., 1996), estudos subseqüentes não comprovaram a atividade da 

NOS nessas células (Kang et al., 2000). Além disso, acreditava-se que mesmo que 

os eritrócitos contivessem uma NOS ativa, a produção de NO seria apenas uma 

função vestigial e que ele seria imediatamente inativado pela hemoglobina. Mais 

recentemente, em uma elegante série de experimentos, Kleinbongard e 

colaboradores demonstraram por microscopia confocal por imunofluorescência que 

os eritrócitos expressam uma eNOS funcional (Kleinbongard et al., 2006). A 



37 

 

 

regulação da NOS em eritrócitos parece ser diferente da regulação em outros tipos 

celulares devido à ausência de determinadas organelas e de maquinaria de 

produção de proteínas (Bratosin et al, 2001). Os primeiros experimentos 

demonstraram que um dos mais importantes fatores que regula as propriedades da 

NOS em eritrócitos e a disponibilidade de L-arginina (Kleinbongard et al., 2007). 

Nesse sentido, em eritrócitos, o ciclo da uréia tem fundamental importância. RBCs 

expressam a enzima arginase I, a qual hidrolisa a conversão de L-arginina em 

ornitina e uréia e existem relatos da alteração da atividade dessa enzima em 

patologias como a diabetes e na anemia falciforme (Özüyaman et al., 2008). 

O transporte da L-arginina em eritrócitos é mediado por dois sistemas de 

transporte: o sistema y+ e o sistema y+L. Está presente uma alteração da atividade 

desses transportadores em eritrócitos em diversas doenças, como insuficiência renal 

crônica, hipertensão arterial sistêmica, pré-eclâmpsia  e insuficiência cardíaca 

(Mendes Ribeiro et al., 1997; Moss et al., 2004; da Costa et al., 2004), sendo que 

essas células são um bom modelo para o estudo da cinética dos transportadores de 

aminoácidos catiônicos e de seu comportamento em estados patológicos.  

Além disso, foi levantada a hipótese de que o NO produzido pelas hemácias 

pudesse alterar as características funcionais de sua membrana plasmática. Foi 

previamente demonstrado que doadores de NO são capazes de alterar a fluidez da 

membrana e a deformabilidade dos eritrócitos (Tsuda et al., 2000; Bor-Kucukatay et 

al., 2003), e que a incubação de eritrócitos com inibidores da NOS também diminui a 

deformabilidade dessas células (Kleinbongard et al., 2006; Ozuyaman et al., 2008, 

Suhr et al., 2009), mostrando que o NO produzido pelas próprias hemácias tem um 

papel importante em sua função. Cada vez mais tem se dado importância ao NO 

gerado pela hemácia. Acredita-se que o NO exógeno atravesse a membrana da 

hemácia e se ligue à hemoglobina, formando S-nitroso hemoglobina como uma 

forma de armazenamento de NO. Atualmente existe uma teoria de que as hemácias 

são uma fonte importante de NO na circulação e esse NO estaria envolvido na 

regulação da função plaquetária (Pawloski et al., 1998) e do fluxo sanguíneo (Jia et 

al., 1996) 

A existência de uma via L-arginina-NO bem estabelecida em eritrócitos e as 

evidências de que o NO produzido pela própria célula é importante em suas funções, 

corroboram a importância da avaliação dessa via em diversas patologias. 
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1.4  Hipertensão arterial sistêmica 

 

1.4.1  Definição e epidemiologia 

 

A HAS é uma patologia com imensas repercussões sociais devido a sua alta 

morbidade e mortalidade. De acordo com o VII Joint National Comittee (VII JNC) são 

considerados hipertensos pacientes com pressão arterial sistólica maior ou igual a 

140 mmHg ou pressão diastólica maior ou igual a 90 mmHg (Quadro 1). Neste 

mesmo estudo, foi introduzida uma nova classificação, com o termo pré-hipertensão, 

aplicado aos indivíduos cujos níveis tensionais sistólicos variam entre 129-139 

mmHg e diastólicos entre 80-89 mmHg. Todavia, segundo as VI Diretrizes 

Brasileiras de Hipertensão arterial retornam com a classificação em três diferentes 

estágios de hipertensão (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensão, 2010). Nesse 

estudo optou-se por utilizar a classificação do VII Joint National Comittee (VII JNC). 

 

 

Quadro 1: Classificação da pressão arterial sistêmica para adultos (Adaptado 

VII JNC, 2003) 

 

Classificação Pressão Arterial 

Sistólica (mmHg) 

Pressão Arterial 

Diastólica (mmHg) 

Normal < 120 e < 80 

Pré-hipertensão 120-139 ou 80-89 

Hipertensão Estágio 1 140-159 ou 90-99 

Hipertensão Estágio 2 > 160 ou > 100 

 

 

Independente da gravidade da hipertensão arterial sistêmica essencial sabe-

se que os mecanismos fisiopatológicos propostos para explicar esta síndrome são 

uma combinação de fatores moleculares, genéticos, cardíacos, renais, hormonais, 

vasculares e neurais. Se aceita que todos estes mecanismos inter-relacionem-se em 
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um modelo de mosaico que origine e perpetue a hipertensão arterial (Ribeiro et al., 

1997, Passos et al., 2006). 

Os dados sobre a prevalência da HAS no Brasil são escassos e, muitas 

vezes, limitados a determinadas regiões geográficas, principalmente nas regiões sul 

e sudeste do país (Lessa et al. 2001; Passos et al., 2006). No entanto, de acordo 

com as V Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial a hipertensão arterial 

sistêmica, apresenta uma alta prevalência na população adulta que varia de 22 a 

40% no Brasil (V Diretrizes Brasileiras de Hipertensão, 2007). Estima-se que, no 

mundo, cerca de um bilhão de pessoas apresentem hipertensão essencial e que 

aproximadamente 7,1 milhões de mortes sejam atribuídas a esta doença (VII JNC, 

2003). Dados de estudos observacionais realizados nos anos 90 demonstram que, 

tanto hipertensão arterial sistólica como diastólica estão associadas com aumento 

do risco de desenvolvimento de doença cardiovascular e acidentes vasculares 

encefálicos (Lewington et al., 2002; Passos et al., 2006), sendo que a redução dos 

níveis tensionais reduz o risco dessas complicações em 20% para doenças 

cardíacas isquêmicas e em até 40% para acidentes vasculares cerebrais (Turnbull, 

2003; VII JNC).  

Tanto a hipertensão, como outros fatores de risco convencionais para doença 

cardiovascular, como hipercolesterolemia, diabetes mellitus e tabagismo estão 

fortemente associados à disfunção endotelial (Brunner et al., 2005). A presença da 

disfunção endotelial em pacientes hipertensos é considerada um marcador de 

eventos cardiovasculares futuros (Panza et al., 1990; Perticone et al., 2001; Münzel 

et al., 2008). Além da disfunção endotelial, ocorre na hipertensão arterial sistêmica 

um quadro de hiperagregabilidade plaquetária (Konstantinova et al., 2006) e, 

segundo Gabbasov, o aumento da agregação plaquetária encontrada em pacientes 

hipertensos estaria relacionado ao grau de hipertrofia ventricular esquerda e à 

doença arterial coronariana (Gabbasov et al., 1998) 

Neste contexto de disfunção plaquetária e endotelial, o NO teria um papel 

importante na regulação destes dois mecanismos e, alterações na via L-arginina-NO 

presentes em pacientes hipertensos poderiam contribuir para os eventos 

aterotrombóticos tão freqüentes nestes indivíduos (Remková & Remko; 2009). 
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1.4.2  A via L-arginina-NO, ciclo da uréia e estresse oxidativo em hipertensão arterial 

sistêmica 

 

 

Apesar de existirem vários estudos na literatura que abordam o papel do NO 

em hipertensão essencial, os dados ainda são controversos, entretanto a maior 

parte dos trabalhos indica que há uma diminuição na produção ou ação de NO na 

vasculatura e em células sanguíneas (Cockroft et al., 1994; Taddei et al., 1996; 

Cardillo e Panza, 1998; Holm et al., 2002; Brunini et al., 2005; de Meirelles et al., 

2009). Em contraste, outros estudos demonstraram níveis plasmáticos de nitritos e 

nitratos aumentados tanto em modelos animais como em pacientes hipertensos 

(Dubei et al., 1996; Campase et al., 1996; Vaziri et al., 1998, Goch et al., 2009). 

Além disso, foram constatadas elevações nos níveis plasmáticos de dimetil-L-

arginina-assimétrica (ADMA) em hipertensão que poderiam contribuir para a 

disfunção endotelial e plaquetária observada nestes pacientes (Boger et al., 2005; 

Perticone et al., 2009). De forma interessante, um estudo desenvolvido em nosso 

laboratório demonstrou que tanto o ADMA como o N-monometil-L-arginina (L-

NMMA) inibe dramaticamente o transporte de L-arginina e NOS em plaquetas 

humanas, sendo que esse efeito é mais pronunciado em pacientes hipertensos 

(Brunini et al., 2004, de Meirelles, 2007). 

Assim, embora não haja consenso, as evidências apontam para uma inibição 

da via L-arginina-NO em hipertensão (Cardillo & Panza, 1998; Holm et al., 2002; 

Brunini et al., 2005). Dessa forma, a baixa disponibilidade de NO pode ser 

provocada por alterações em diversas etapas da via L-arginina-NO, podendo haver 

uma baixa produção de NO, elevada degradação por stress oxidativo ou reduzida 

sensibilidade ao NO (Hermann et al., 2006; Rajapakse et al., 2009; Schulz et al., 

2008). 

A inflamação crônica tem sido identificada como um fator importante na 

gênese da doença vascular (Croce & Libby, 2007). Ao mesmo tempo, diversos 

estudos têm mostrado a elevação de marcadores inflamatórios como a proteína C 

reativa e o fibrinogênio em pacientes com hipertensão (Cottone et al., 2006; de 

Meirelles et al., 2009; Vyssoulis et al., 2007). Esse estado inflamatório presente nos 

pacientes hipertensos pode estar envolvido nas disfunções endotelial e plaquetária 
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bem como alterar a biodisponibilidade do NO em HAS (Boos & Lip, 2006).  Além 

disso, estudos realizados in vitro mostram que citocinas são capazes de induzir a 

expressão e a atividade da arginase em células endoteliais (Nelin et al. 2005; 

Chicoine et al., 2004). Uma vez que a arginase é uma enzima que compete pela L-

arginina com a NOS, alterações na atividade dessa enzima poderiam interferir na L-

arginina-NO, contribuindo para o prejuízo na síntese de NO observado em 

hipertensão. 

Nosso grupo recentemente demonstrou que há uma redução do transporte de 

L-arginina via sistema y+L em eritrócitos de ratos espontaneamente hipertensos e de 

pacientes com HAS (Moss et al., 2004). De forma adicional, Schlaich e 

colaboradores mostraram uma redução do influxo de L-arginina em células 

mononucleares de pacientes com HAS (Schlaich et al., 2004). Foi observado por 

nosso grupo também, pela primeira vez, que em hipertensão arterial essencial 

ocorre uma redução do influxo de L-arginina via sistema y+L em plaquetas humanas 

(Moss et al., 2004). É possível que a diminuição da atividade de transporte de L-

arginina em plaquetas através do sistema y+L seja responsável pela redução da 

concentração da L-arginina intracelular limitando a produção de NO em hipertensão. 

Associado à redução do influxo da L-arginina em plaquetas, foi demonstrado 

também uma redução da atividade da NOS, medida através da conversão da L-[3H]-

arginina em L-[3H]-citrulina, em plaquetas de pacientes hipertensos quando 

comparadas com controles saudáveis, confirmando os dados da literatura que 

mostram uma redução na produção de NO em hipertensão arterial, associada com 

uma hiperagregabilidade plaquetária (Holm et al., 2002; Brunini et al., 2005; de 

Meirelles et al., 2009). Além disso, evidências do desacoplamento da eNOS e maior 

atividade da NADPH oxidase, com aumento da produção de superóxido foram 

descritas em hipertensão arterial, o que levaria a uma redução da biodisponibilidade 

do NO (Schulz et al., 2008) 

 

 

1.5  Insuficiência renal crônica 
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1.5.1  Definição e epidemiologia 

 

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Nefrologia a doença renal 

crônica consiste em lesão renal e perda progressiva e irreversível da função do rim 

(glomerular, tubular e endócrina). Estudos no Brasil mostram que a prevalência da 

disfunção renal é de 0.5 % na população adulta podendo atingir 5% na população 

idosa (Oliveira et al., 2005). Os pacientes hipertensos diabéticos ou com história de 

doença renal crônica apresentam uma maior probabilidade de desenvolverem a 

doença (Romão Júnior, 2004), sendo a hipertensão arterial uma das principais 

causas de falência renal. 

A insuficiência renal pode ser classificada de acordo com a taxa de filtração 

glomerular (GFR) conforme descrito no quadro 2 (Romão Júnior, 2004). 

 

 

Quadro 2: Classificação da gravidade da falência renal 

 

Estágio GFR 

(ml/min/1.73m2) 

leve 60-89 

moderada 30-59 

grave 15-29 

terminal < 15 

 

 

A medida mais freqüentemente utilizada para avaliação da atividade renal é a 

taxa de filtração glomerular, que é calculada a partir da mensuração dos níveis 

séricos de creatinina após ajustes para raça, sexo e idade (Snyder & Pendergraph, 

2005). Atualmente, a fórmula Cockcroft-Gault é a mais utilizada para estimar a 

filtração glomerular (Romão Júnior, 2004): 

 

CCr = (140 – idade) x  peso  x 0.85 (caso seja mulher), onde: 

                  72 x SCr 

CCr = depuração de creatinina; 
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SCr = concentração sérica de creatinina (em mg/dL); 

Idade em anos e peso em Kg 

 

Com a progressão da doença, os rins perdem a capacidade de controlar o 

meio interno tornando-se necessários métodos de depuração artificial de sangue 

(hemodiálise e diálise peritoneal) ou transplante renal. No entanto, o transplante 

renal não é uma opção viável para a maioria dos pacientes, sendo que 50% dos 

pacientes em hemodiálise irão a óbito antes de 4 anos de tratamento (Perosa & 

Genzini, 1999;  El Nahas & Bello, 2005; Oliveira et al., 2005).   

A síndrome urêmica, que surge ao longo do curso da IRC gera uma 

constelação de sinais clínicos e sintomas (El Nahas & Bello, 2005; Zandi-Nejad & 

Brenner, 2005). Esta síndrome surge como conseqüência do acúmulo de 

metabólitos (toxinas) combinado com a falha das funções endócrinas e 

homeostáticas do rim (El Nahas & Winearls, 1996; El Nahas & Bello, 2005, Zandi-

Nejad & Brenner, 2005). Ela é caracterizada clinicamente por mal-estar, fraqueza, 

náusea e vômito, cãibra muscular, prurido, alterações de paladar, e freqüentemente 

dano neurológico, decorrente de um nível inaceitável de resíduos nitrogenados 

(Wilkens, 1998; Yavuz et al., 2005). 

As principais causas de co-morbidade e mortalidade nos pacientes com 

insuficiência renal crônica são as complicações cardiovasculares (Moe & Chen, 

2004; Campean et al., 2005; Guérin et al., 2006). No entanto, tem sido demonstrado 

que os fatores de risco cardiovascular tradicionais explicam apenas parcialmente a 

elevada incidência da doença cardiovascular nesses pacientes (Fort, 2005; Brunini 

et al., 2006). Por outro lado, alguns fatores de risco tradicionais como a 

hipercolesterolemia e a obesidade, estão associados com um melhor prognóstico 

nos pacientes com IRC. A explicação para esse fenômeno denominado de 

“epidemiologia reversa ou paradoxal” permanece incerta (Nurmohamed & Nubé, 

2005). Nesse contexto, torna-se crescente a busca de fatores de risco não-

tradicionais para os eventos cardiovasculares nos pacientes com IRC, incluindo a 

desnutrição, estresse oxidativo e a inflamação (Fort, 2005; Brunini et al., 2006). 

Os estudos mostram que as doenças cardiovasculares são a principal causa 

de morte entre os indivíduos portadores de doença renal crônica em tratamento de 

substituição renal (Guzon et al., 2006). Além disso, um recente estudo realizado por 
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Van Biesen e colaboradores mostrou que, mesmo os pacientes com insuficiência 

renal crônica moderada, apresentam um risco maior de morte por doença 

cardiovascular (Van Biesen et al., 2007).  

 

 

1.5.2  A via L-arginina-óxido nítrico na insuficiência renal crônica 

 

 

Apesar da alta incidência de eventos trombóticos existentes na IRC, 

freqüentemente os pacientes urêmicos apresentam tempo de sangramento 

prolongado (Noris & Remuzzi, 1999; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004). Um 

mecanismo proposto para explicar essa alteração na hemostasia observada nos 

urêmicos poderia ser a produção aumentada de NO, tanto endotelial como 

plaquetária. Estudos prévios comprovam que plaquetas humanas de pacientes 

renais em hemodiálise têm uma ativação do transporte de L-arginina para o interior 

da célula via sistema y+L, e sintetizam mais NO que controles (Noris & Remuzzi, 

1999; Brunini et al., 2003), associado a uma redução da função plaquetária (Kaw & 

Malhotra, 2006, da Silva, 2005). Estas alterações no influxo da L-arginina não se 

restringem às plaquetas. Além disso, estudos realizados em nosso laboratório 

mostraram um aumento do transporte pelo sistema y+ em eritrócitos de pacientes 

renais crônicos em hemodiálise e em tratamento conservador, tendo sido 

evidenciado resultado semelhante em linfócitos (Brunini et al., 2005; Brunini et al., 

2006; Reis et al., 2006). 

A ativação inflamatória existente na insuficiência renal e sua relação com a 

mortalidade e morbidade têm sido estudada por vários grupos de pesquisa. Diversos 

trabalhos demonstram uma elevação de marcadores inflamatórios sistêmicos como 

a proteína C reativa e citocinas como o TNF- e a IL-6 no plasma de pacientes 

desde as fases iniciais da IRC e estes últimos parecem ter um papel na patogênese 

desta síndrome (Psychari et al., 2005; Brunini et al., 2005, Wong et al., 2007). Os 

mecanismos exatos que levam a um aumento na produção de citocinas ainda são 

desconhecidos. Estudos mostram que as citocinas são capazes de regular a via L-

arginina-NO através de indução da iNOS e de transportadores de L-arginina na 
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vasculatura e miocárdio, aumentando dessa forma a produção de NO. De maneira 

oposta, certas citocinas podem diminuir a produção de NO agindo diretamente sobre 

eNOS ou aumentando a atividade da enzima arginase (Mendes Ribeiro et al., 2004; 

Durante et al., 2007). 
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2  OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 

O presente estudo visa investigar em detalhe a modulação da via L-arginina-

NO-GMPc e do ciclo da uréia em hipertensão e em diferentes estágios da IRC, bem 

como avaliar marcadores de estresse oxidativo em células sanguíneas e 

sistemicamente desses pacientes.  

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 

Avaliar a atividade da NOS em eritrócitos de pacientes hipertensos. 

Detectar a presença das isoformas da arginase em eritrócitos, bem como 

dosar sua atividade nessas células na HAS. 

Investigar os efeitos da HAS na fragilidade osmótica eritrocitária. 

Dosar através das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico os níveis de 

peroxidação lipídica em eritrócitos, plaquetas e no plasma de pacientes hipertensos. 

Avaliar a expressão das isoformas da NOS, da GC e da PDE5 em plaquetas 

de pacientes hipertensos e em controles. 

Investigar o ciclo da uréia em plaquetas através da expressão das isoformas 

da arginase, bem como de sua atividade em plaquetas. 

Avaliar a atividade e a expressão da NOS em plaquetas de pacientes 

portadores de IRC em tratamento conservador. 

Comparar os valores da agregação plaquetária induzida por concentrações 

crescentes de colágeno e de ADP obtidos no plasma rico em plaquetas de pacientes 

portadores de IRC em tratamento conservador e de controles. 

Dosar o conteúdo de GMPc intraplaquetário em pacientes com IRC em 

tratamento conservador e de controles. 

Investigar o transporte de L-arginina, e a atividade da NOS em eritrócitos de 

pacientes com IRC em hemodiálise. 
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Avaliar a atividade e a expressão da arginase em eritrócitos de pacientes com 

IRC em hemodiálise. 

Quantificar a fragilidade osmótica eritrocitária de pacientes com IRC em 

hemodiálise. 

Dosar através das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico os níveis de 

peroxidação lipídica em eritrócitos, plaquetas e no plasma de pacientes com IRC em 

hemodiálise. 

Avaliar a expressão das isoformas da NOS, da GC e da PDE5 em plaquetas 

de pacientes com IRC em hemodiálise e em controles. 

Avaliar a atividade e a expressão da arginase em plaquetas de pacientes com 

IRC em hemodiálise. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 Seleção de Controles e Pacientes 

 

 

Participaram do estudo, 18 pacientes classificados com hipertensão estágio 1, 

(tabela 1) como pressão arterial sistólica entre 140 e 159 mmHg ou diastólica entre 

90 e 99 mmHg (JNC VII, 2003) (48 ± 4 anos) do ambulatório de Medicina Interna do 

Hospital Universitário Pedro Ernesto e 20 controles (51 ± 3 anos). Critérios de 

exclusão foram: cardiopatia isquêmica, insuficiência cardíaca, transfusão recente, 

infecção e uso de medicamentos anti-plaquetários (tabela 2). 

 

Tabela 2: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes hipertensos e 

controles. 

 

Dados Controles Pacientes HAS 

Número de pacientes 20 18 

Idade (anos) 51 ± 3 48 ± 4 

Sexo, M/F 9/11 3/8 

IMC  23 ± 0,5 25 ± 3 

Glicose 93 ± 3 100 ± 3 

Uréia 32 ± 7 39 ± 5 

Creatinina 1,0 ± 0,03 1,0 ± 0,09 

Colesterol total (mg/dL) 180 ± 19 175 ± 8 

LDL colesterol 109 ± 11 105 ± 13 

HDL colesterol 43 ± 4 37 ± 4 

Triglicerídeos 139 ± 8 140 ± 11 

 

 

Para o estudo da IRC, foram selecionados 24 pacientes com insuficiência 

renal crônica moderada (tabela 3) sem a necessidade de realização de hemodiálise 

ou diálise peritoneal (taxa de filtração glomerular entre 30-59 ml/min/1,73m2) 
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oriundos do Hospital Universitário Antônio Pedro e 21 controles pareados por idade 

e sexo. Para o estudo com pacientes portadores de IRC em estágio terminal, foram 

selecionados 22 pacientes em hemodiálise há pelo menos 6 meses e 20 indivíduos 

saudáveis (tabela 4) pareados por idade provenientes da Clinica de hemodiálise 

DERT (Depuração Extra Renal e Transplante), tendo sido utilizados os mesmos 

critérios de exclusão adotados nos pacientes com hipertensão. O presente estudo 

teve a aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto (processo 450 e 451-CEP/HUPE) (Anexos 1 e 2), e foi obtido o 

consentimento livre e esclarecido dos pacientes (Anexo 3). 

 

Tabela 3: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes portadores de 

insuficiência renal crônica em tratamento conservador e controles 

 

Dados Controles 
Pacientes 

IRC 

Número de pacientes 21 24 

Idade (anos) 54 ± 7 55 ± 3,7 

Sexo (masculino/feminino) 11/10 11/13 

Índice de massa corporal (Kg/m2) 22 ± 0,6 24 ± 1,3 

Uréia (mmol/L) 23 ± 1 80 ± 7* 

Clearance (ml/min/1.73m2 ) 93 ± 1 27 ± 3* 

K+ (mmol/L) 4,2 ± 0,1 4,7 ± 0,1* 

Colesterol total (mg/dL) 168 ± 12 172 ± 9 

Glicose (mmol/L) 78 ± 5 97 ± 6* 

Hemoglobina (g/dL) 13 ± 0,4 11 ± 0,6* 

Plaquetas (x 109 / L) 241 ± 31 215 ± 16 

Hipertensão ... 22 

   *p<0,05 vs. controle 

 

Tabela 4: Características clínicas e laboratoriais dos pacientes portadores de 

insuficiência renal em hemodiálise e controles 
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Dados Controles Pacientes IRC 

Número de pacientes 20 22 

Idade (anos) 51 ± 3 52 ± 1,9 

Sexo, M/F 9/11 10/12 

Meses em diálise - 71 ± 8 

Sessão de diálise, min - 240 

Kt/ V uréia - 1,39 ± 0,03 

Hipertensão - 18 

IMC 23 ± 0,5 20 ± 0,5* 

Albumina (g/dL) 4,4 ± 0,6 3,8 ± 0,2 

Dose EPO, 

unids/semana 

- 4000 

Hemoglobina (g/dL) 14 ± 0,9 10,9 ± 0,3* 

Colesterol total (mg/dL) 180 ± 19 172 ± 4,9 

* p<0,05 vs. controle 

 

 

3.2 Análise clínica e laboratorial dos pacientes 

 

 

Os dados clínicos referentes aos pacientes, necessários ao estudo, foram 

coletados utilizando-se o Protocolo do Laboratório de Transporte de Membrana 

elaborado previamente (Anexos 4 e 5). As avaliações bioquímica, hematológica e 

imunológica foram feitas no laboratório Central do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto ou na clínica DERT (Depuração Extra Renal e Transplante). 

 

 

3.3 Transporte de L-arginina em eritrócitos  

 

 

Nos experimentos de transporte de L-arginina em eritrócitos, o sangue é 

coletado em tubos contendo heparina. Após centrifugação (7000 rpm, durante 5 
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minutos), o plasma é isolado e os eritrócitos são lavados com solução salina. A 

seguir, as hemácias são incubadas por três horas a 37°C para eliminar a trans-

estimulação. Subsequentemente, os eritrócitos são novamente lavados com solução 

salina por três vezes. A suspensão de eritrócitos é dividida em duas partes, 

adicionando-se em uma delas 0,2 mM de N-etil-maleimida (NEM), um inibidor 

irreversível do sistema y+. Incubam-se ambas as suspensões por 20 min a 37°C, 

seguidas de lavagem com solução salina. As células são resuspensas em solução 

salina. A seguir, L-arginina tritiada (5-500 µM) é adicionada às alíquotas de 

suspensão, incubadas então por 5 minutos a 370C. O transporte de L-arginina é 

interrompido através do resfriamento rápido e a seguir as células são lavadas com 

uma solução de MgCl2 seguido de centrifugação. Finalmente, os eritrócitos são 

lisados com Triton X-100 (0,1 %) e as proteínas precipitadas com ácido 

tricloroacético. Após centrifugação, o sobrenadante é transferido para tubos de 

cintilação e a radioatividade contada através de um aparelho de contagem de 

cintilação. 

A cinética de um transporte mediado por um carregador é a expressão da 

equação de Michaelis-Menten.      

         [S]. Vmax 

V= 

         Km + [S] 

Na qual:  

V= velocidade do fluxo 

Vmax= velocidade máxima do fluxo 

[S] = concentração do substrato 

Km = concentração do substrato que corresponde à metade do Vmax 

 

Para o cálculo da equação de Michaelis-Menten e para determinar o Vmáx, Km, 

foi utilizado o programa comercial GraphPad Prism 5.0. 
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Figura 6: Exemplo ilustrativo das curvas de saturação dos sistemas de 

transporte de L-arginina. 

 

 

3.4 Análise da atividade da NOS em eritrócitos  

 

 

A atividade de NOS é acessada pela conversão de L-[3H]-arginina em L-[3H]-

citrulina em um protocolo adaptado dos experimentos em plaquetas. A suspensão 

de eritrócitos será incubada na presença de L-[3H]-arginina. A reação é interrompida 

por rápida centrifugação seguida por lavagem com solução de MgCl2. As células são 

lisadas com Tryton e as proteínas precipitadas com ácido tricloroacético. As 

amostras são então centrifugadas e o sobrenadante é transferido para uma coluna 

contendo a resina Dowex. L-[3H]-citrulina é removida para tubos de cintilação, o 

liquido cintilante adicionado e a radioatividade contada. Primeiramente foram 

realizados experimentos em eritrócitos de pacientes saudáveis (n=3) para a 

determinação da concentração de L-arginina a ser utilizada e o tempo de incubação. 

Foram então testadas diferentes concentrações de L-arginina (5, 20, 50, 100, 300 e 

500 μM) incubando-se as amostras durante 30, 60 e 120 minutos. Posteriormente, 
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para os experimentos com pacientes foi padronizada a dose de 100 μM de L-

arginina com incubação de 120 minutos. 
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 Figura 7: produção de L-citrulina em eritrócitos de pacientes saudáveis. 

Foram testadas diferentes concentrações de L-arginina e diferentes tempos de 

incubação. 

 

 

 

3.5  Análise da fragilidade osmótica 

 

 

Para os experimentos de fragilidade osmótica o sangue foi coletado em tubos 

contendo heparina e as hemácias foram isoladas por centrifugação. As células foram 

então lavadas duas vezes com solução salina e uma alíquota de 12,5 μl de papa de 

hemácias foi adicionada a tubos de ensaio contendo uma solução com diferentes 

concentrações de NaCl (0 a 0,9%) (figura 8).  
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Figura 8: Registro da hemólise provocada por diferentes concentrações de 

NaCl.  

 

Os tubos foram então gentilmente homogeneizados e as amostras incubadas 

durante 30 minutos à temperatura ambiente. Após esse período os tubos foram 

então centrifugados por 5 minutos à 1500 rpm. Os supernadantes foram então 

isolados e transferidos para uma placa de 96 poços e foi realizada a leitura das 

densidades óticas (DO) em um leitor de microplacas a 540 nm.  A DO do tubo 

contendo apenas água foi considerada como 100% de hemólise e a partir daí foram 

calculadas as porcentagens de hemólise das demais concentrações de NaCl. Após 

o cálculo das porcentagens de hemólise, foram plotadas curvas de fragiilidade com 

os valores de hemólise e sua concentração de NaCl correspondente (figura 9) . Foi 

utilizado o software GraphPad Prism 5.0 para o cálculo da concentração de NaCl 

responsável por 50% de hemólise  (IC50) utilizando uma função do tipo 4-

parâmetros. 
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Figura 9: Exemplo ilustrativo de uma curva de fragilidade osmótica de um 

paciente saudável. 

 

 

3.6 Análise da atividade da NOS plaquetária 

 

 

A atividade basal de NOS foi avaliada pela conversão de L-[3H]-arginina em L-

[3H]-citrulina.  

L-[3H]-arginina (1 µM) é adicionada à suspensão de plaquetas, que é 

incubada a 37oC por 45 minutos. A reação é interrompida por rápida centrifugação, 

14000 rpm por 15 segundos, seguida por duas lavagens com solução de Krebs 

(descrever Krebs). As plaquetas são lisadas com Tryton (0,1%) e transferidas para 

uma coluna contendo a resina Dowex. L-[3H]-citrulina é removida para tubos de 

cintilação, o liquido cintilante adicionado e a radioatividade medida em um aparelho 

de cintilação. 
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3.7 Atividade da arginase em plaquetas e eritrócitos 

 

 

A atividade da arginase foi avaliada em lisado de plaquetas e eritrócitos de 

pacientes e controles. As plaquetas e os eritrócitos foram isolados por centrifugação 

e submetidos a um tampão de lise contendo inibidores de proteases, seguido por um 

processo de ruptura das células por ultrassom. As amostras foram centrifugadas por 

14000 rpm a 4oC por 15 minutos para a retirada de debris celulares e o 

sobrenadante foi armazenado para dosagem de proteína. 

Uma alíquota do lisado de plaquetas foi incubada com uma solução de co-

fatores da arginase (Tris-HCl 9 mM, MnCl2 1 mM) e [C14]-L-arginina 100μM por 2 

horas a 37oC. A reação foi interrompida pela adição de solução de uréia 100 mM e 

acetato de sódio 250 mM a 4oC. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma 

coluna contendo resina Dowex 50W-X8 para remover a não metabolizada e a [C14]-

uréia foi quantificada pela leitura em um contador de cintilação. 

 

 

3.8 Extração de proteínas e western blotting 

 

 

Foi avaliada a expressão das isoformas endotelial e induzível da NOS, 

arginase I e II, fosfodiesterase 5 e subunidade β1 da guanilato ciclase solúvel em 

plaquetas e arginase I e II em eritrócitos através de Western Blotting. As proteínas 

foram extraídas a partir do isolamento de plaquetas e eritrócitos de pacientes e 

controles por centrifugação. A dissolução dos pellets de plaquetas e eritrócitos foi 

realizada em tampão de extração de proteínas (Quadro 3) contendo inibidores de 

proteases (Protease inhibitor Cocktail – Sigma EUA), seguida por rápido 

congelamento e descongelamento com nitrogênio líquido. Então as amostras foram 

submetidas a um banho de ultrassom (MaxiClean 1400) por 15 minutos e 

centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5417 C) a 2000g por 15 minutos a 4oC para a 

remoção de debris celulares. O sobrenadante foi armazenado a -80oC até a sua 

utilização.  

Os ensaios de Western Blotting foram realizados com 20 μg de proteína dos 

lisados de plaquetas e 40 μg do lisado de hemácias suspensos em tampão de 
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amostra (Quadro 4) após desnaturação das proteínas por incubação a 90oC por 10 

minutos. 

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida NuPAGE® Novex Bis-

Tris 10% (Invitrogen - CA), e as proteínas separadas por eletroforese a 200V por 60 

minutos, utilizando-se tampão de corrida (Quadro 5. A transferência para as 

membranas de PVDF (Invitrogen - CA) foi feita em tampão de transferência (Quadro 

6) com voltagem de 15V por 45 minutos. 

Foram utilizados anticorpos primários monoclonais para eNOS e iNOS (BD 

Biosciences – UK), arginase I e II, fosfodiesterase 5 e subunidade β1 da guanilato 

ciclase solúvel (Santa Cruz) na concentração de 1:1000 O procedimento empregado 

para detecção, por sua vez, foi o sistema baseado em quimioluminescência 

Westenbreeze (Invitrogen - CA). Foram utilizados como padrão de peso molecular o 

Full-Range RainbowTM Molecular Weight Marker (GE Healthcare – EUA) e como 

controles positivos lisados de macrófagos e células endoteliais, rim e fígado (BD 

Biosciences Pharmingen). As bandas foram quantificadas por densitometria, 

utilizando-se o programa Adobe Photoshop 7.0. 

 

Quadro 3: Composição do tampão de extração de proteínas pH =7,5 

 

Reagente Concentração 

NP-40 1% 

Tris-HCl 20 mM 

NaCl 400 mM 

EDTA 1 mM 
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Quadro 4: Composição do tampão de amostra pH= 6,8 

 

Reagente Concentração 

Tris 200 mM 

SDS 8% 

Glicerol 40% 

Β-mercaptoetanol 8% 

Azul de bromofenol 0,4% 

 

 

Quadro 5: Composição do tampão de corrida 

 

Reagente Concentração 

Tris 250 mM 

Glicina 1,92 M 

SDS 1% 

 

Quadro 6: Composição do tampão de transferência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9 Determinação da peroxidação lipídica (TBARS) 

 

A peroxidação lipídica foi avaliada em soro, plaquetas e eritrócitos de 

pacientes e controles através da formação de substâncias que reagem ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). As amostras são misturadas com ácido tricloroacético a 

Reagente Concentração 

Glicina 0,2 M 

Tris 25 mM 

SDS 0,10% 

Etanol 18% 
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10%, centrifugadas e o sobrenadante é incubado com ácido tiobarbitúrico a 0,67% 

por 30 minutos a 100oC. As TBARS são determinadas na absorbância de 532 nM e 

são expressas como equivalentes de malondialdeído (nmol/mg de proteína).   

 

 

3.10 Agregação plaquetária 

 

 

No protocolo utilizado nesse estudo, inicialmente, o sangue coletado é 

anticoagulado com sódio trissódio a 3,8% e posteriormente centrifugado a 180g por 

15 minutos em temperatura ambiente. O plasma pobre em plaquetas (PPP) é obtido 

por centrifugação de 800g por 10 minutos. A concentração plaquetária do PRP é 

ajustada com o PPP para uma contagem constante de 1,5 x 108/mL. A agregação é 

induzida por colágeno (2g/mL, 4g/mL e 8g/mL) e a resposta é monitorada por 5 

minutos em um agregômetro de 4 canais (Chrono-Log). Os testes são feitos a 370C 

com uma velocidade de rotação de 900 rpm. A agregação máxima é expressa em 

percentual. 

 

 

3.11 Mensuração de GMP cíclico intracelular 

 

 

Inicialmente as plaquetas são pré-incubadas com 200 M de IBMX (inibidor 

de fosfodiesterase) por 30 minutos. Em seguida, ácido perclórico é adicionado à 

suspensão de plaquetas, as células são lisadas em ultrassom e congeladas 

rapidamente em nitrogênio. Posteriormente, as células fragmentadas passam por 

uma centrifugação. Os sobrenadantes contendo GMPc são coletados e estocados a 

-80°C, até a leitura por um ensaio enzimático utilizando o método ELISA (Kit 

Cayman). 
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3.12 Dosagem de proteína 

 

 

A mensuração das proteínas foi feita através de um ensaio colorimétrico, 

utilizando-se o kit BCATM Protein Assay (Pierce-USA). 

 

 

3.13 Análise estatística 

 

 

Os dados serão apresentados como média  EP. A significância estatística 

será considerada quando p<0.05. Foi utilizado o teste t de student para comparar 

médias de dois grupos quando a distribuição da amostra for normal. Caso contrário 

será aplicado o teste de Mann-Whitney. A significância estatística foi considerada 

quando p<0.05. Os cálculos estatísticos e o preparo dos gráficos foram realizados 

através do programa de computador GraphPad Prism 5.0.  
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4 RESULTADOS 

 

 

 4.1 Efeitos da hipertensão arterial sistêmica na atividade da NOS em 

eritrócitos 

 

Não houve diferença significativa na atividade basal da NOS em eritrócitos, 

medida através da conversão da L-arginina em L-citrulina, em pacientes hipertensos 

(0,037 ± 0,006 nmol/108 células, n=10) comparado com controles (0,037 ± 0,005 

nmol/108 células, n=10) (Figura 10).  
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Figura 10: Produção basal de L[3H]-citrulina em eritrócitos de pacientes 

hipertensos e controles.  

 

 

4.2 Efeitos da hipertensão arterial Sistêmica na atividade da arginase em 

eritrócitos 

 

 

Na amostra estudada, não foi verificada uma redução na atividade da 

arginase, medida através da conversão da [C14]-L-arginina em [C14]-uréia (pmol 
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uréia/mg proteína/2h), em eritrócitos de pacientes hipertensos (26,23 ± 4,1) e 

controles (21,04 ± 2,8) (Figura 11). 
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Figura 11: Atividade da arginase em eritrócitos de pacientes hipertensos e 

controles. 

 

 

4.3 Expressão da arginase em eritrócitos na hipertensão arterial sistêmica 

 

 

Foi detectada a presença da enzima arginase I em eritrócitos humanos. 

Todavia não houve diferença significativa no padrão de expressão dessa isoforma 

da enzima entre eritrócitos de controles e de pacientes hipertensos (14,9 ± 1,4 vs 

14,3 ± 0,2 unidades arbitrárias; n=5). Não foi detectada a arginase II em eritrócitos 

humanos (Figura 12). 

 



63 

 

 

0

5

10

15

20
Controle (n=5)

HAS (n=5)

controle HAS

arginase I 38 kDa

arginase II 40 kDa

U
n

id
a
d

e
s
 a

rb
it

rá
ri

a
s

 

Figura 12: Expressão das isoformas de arginase I e II em eritrócitos de 

controles e pacientes hipertensos.  

 

 

4.4 Efeitos da hipertensão arterial sistêmica na fragilidade osmótica de 

eritrócitos 

 

 

Foram realizadas curvas de fragilidade osmótica em hemácias de controles e 

de pacientes hipertensos. Embora as curvas (Figura 13) mostrem um ligeiro desvio 

para a direita, não houve diferença significativa em relação ao IC50 (%) entre 

pacientes hipertensos (0,58 ± 0,01) e controles (0,54 ± 0,01) (Figura 14). 
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Figura 13: Curvas de fragilidade osmótica de eritrócitos de pacientes e 

controles (n=7 em cada grupo). 
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Figura 14: IC50 da fragilidade osmótica de eritrócitos de pacientes 

hipertensos e controles.  
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4.5 Avaliação da peroxidação lipídica em eritrócitos 

 

 

A avaliação da peroxidação lipídica (marcador de stress oxidativo) de 

eritrócitos através da dosagem de substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico 

(pmol/mg de proteína) não mostrou diferença significativa entre os pacientes 

hipertensos (15,08 ± 2.7) e controles (23,09 ± 3.7) (Figura 15). 
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Figura 15: Dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em 

eritrócitos de pacientes e controles. 

 

 

4.6 Efeitos da hipertensão arterial sistêmica na atividade da NOS em plaquetas 

 

 

A atividade basal da NOS em plaquetas, medida através da conversão da L-

arginina em L-citrulina, estava diminuída nos pacientes hipertensos (0,09 ± 0,02 

pmol/108 céls, n=8) comparado com controle (0,19 ± 0,03 pmol/108 céls, n=8).  
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Figura 16: Atividade da NOS em plaquetas de pacientes hipertensos e 

controles (* p < 0,05). 

 

 

4.7  Efeitos da hipertensão arterial sistêmica na expressão das isoformas da 

NOS em plaquetas 

 

 

A avaliação da expressão da enzima NOS endotelial realizada por Western 

Blotting dada em unidades arbitrárias mostra que as plaquetas humanas expressam 

essa enzima de forma constitutiva, e sua expressão foi semelhante entre pacientes 

hipertensos (3,5 ± 0,4; n=4) e controles (2,8 ± 0,1; n=4)  
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Figura 17: Expressão da NOS endotelial em plaquetas de pacientes 

hipertensos e controles.  

 

O Western Blotting de lisado de plaquetas mostrou que tanto pacientes 

hipertensos como controles expressam a enzima NOS induzível, sendo que não 

houve diferença significativa entre os grupos (2,3 ± 0.3 vs 2,1 ± 0,2).  
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Figura 18: Expressão da NOS induzível em plaquetas de pacientes 

hipertensos e controles.  
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4.8 Efeitos da hipertensão arterial sistêmica na atividade da arginase em 

plaquetas 

 

 

Não foi observada diferença significativa na atividade da arginase (pmol 

uréia/mg proteína/2h), avaliada através da conversão da [C14]L-arginina em [C14]-

uréia, em plaquetas de pacientes com HAS (2,1 ± 0,1; n=8) e controles (2,8 ± 0,5; 

n=8) (Figura 19). 
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Figura 19: Atividade da arginase em plaquetas de pacientes hipertensos e 

controles 

 

 

4.9 Efeitos da hipertensão arterial sistêmica na expressão das isoformas da 

arginase em plaquetas 

 

 

Não foi observada expressão da arginase I em plaquetas humanas (tanto em 

controles como na HAS). No entanto, foi observada a presença da isoforma da 

arginase II (unidades arbitrárias), muito embora não tenha sido detectada diferença 

estatística entre os grupos (11,8 ± 3 vs 7,1 ± 4). 



69 

 

 

0

5

10

15

20
Controle (n=4)

HAS (n=4)

Arg I

Arg II

Controle HAS

U
n

id
a
d

e
s
 A

rb
it

rá
ri

a
s

 

Figura 20: Expressão das isoformas da arginase I e II em plaquetas 

humanas. A primeira banda corresponde ao controle positivo (lisado de fígado na 

arginse I e lisado de rim na arginase II). 

 

 

4.10 Expressão da guanilato ciclase solúvel em plaquetas na hipertensão 

arterial sistêmica 

 

 

Foi avaliada a expressão da subunidade β1 da enzima guanilato ciclase em 

plaquetas humanas. Não foi observada diferença significativa na expressão dessa 

enzima em plaquetas de controles (34,5 ± 0,9 unidades arbitrárias; n=5) e de 

pacientes hipertensos (34,6 ± 0,9 unidades arbitrárias; n=5) (Figura 21). 
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Figura 21: Expressão da GCs em plaquetas de controles e pacientes 

portadores de HAS. 

 

 

4.11 Expressão da fosfodiesterase 5 em plaquetas na hipertensão arterial 

sistêmica 

 

 

Não foi observada diferença significativa na expressão dessa enzima PDE5 

em plaquetas de controles (37,6 ± 3,1 unidades arbitrárias; n=5) e de pacientes 

hipertensos (44,6 ± 5,4 unidades arbitrárias; n=5) (Figura 22). 
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Figura 22: Expressão da PDE5 em plaquetas de controles e pacientes 

portadores de HAS. 



71 

 

 

4.12 Avaliação da peroxidação lipídica em plaquetas em pacientes hipertensos 

 

 

Na dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (nM/mg 

proteína), não foi observado aumento desses compostos quando comparou-se 

plaquetas de pacientes hipertensos (1,7 ± 0,2) e controles (1,5 ± 0,3). 
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Figura 23: Dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em 

plaquetas de pacientes e controles. 

 

 

4.13 Avaliação da peroxidação lipídica sistêmica em pacientes hipertensos 

 

 

Quando comparados, o soro de controles não diferiu do soro de pacientes 

hipertensos em relação à peroxidação lipídica (0,08 ± 0,01 vs 0,10 ± 0,01; nM/ mg 

proteína) (Figura 24). 
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Figura 24: Dosagem de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no soro de 

pacientes e controles. 

 

 

4.14 Atividade da NOS em plaquetas de controles e pacientes renais em 

tratamento conservador 

 

 

A atividade basal da NOS (pmol/108 células) estava aumentada em plaquetas 

de pacientes portadores de insuficiência renal crônica em tratamento conservador 

(0,25 ± 0,05; n=8) quando comparadas com a atividade de plaquetas de pacientes 

saudáveis (0,44 ± 0,06; n=8).  
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Figura 25: Atividade da NOS em plaquetas de pacientes portadores de 

insuficiência renal crônica em tratamento conservador e controles saudáveis (* 

p<0,05). 

 

 

4.15 Expressão das isoformas eNOS e iNOS em plaquetas de controles e 

pacientes renais em tratamento conservador 

 

 

A expressão tanto da eNOS como da iNOS estava aumentada em plaquetas 

de pacientes com IRC em tratamento conservador. 
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Figura 26: Expressão das isoformas eNOS e iNOS em plaquetas de 

pacientes com IRC em tratamento conservador e controles (* p<0,05). 

 

 

4.16 Concentração basal de GMPc em plaquetas de controles e pacientes 

renais em tratamento conservador 

 

 

A concentração basal de GMPc em plaquetas (pmol/108 céls), estava similar 

em pacientes com IRC (0,15 ± 0,05, n=12), em relação aos controles (0,25 ± 0,05, 

n=10). 
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Figura 27: Concentrações intracelulares de GMPc de pacientes e controles (* 

p < 0,05). 

 

 

4.17 Avaliação da função plaquetária 

 

 

Foram observados efeitos dose- resposta na estimulação de plaquetas de 

pacientes e controles tanto com colágeno (Figura 28), como com ADP (Figura 29), 

no entanto não foram observadas diferenças significativas entre os grupos. 
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Figura 28. Agregação plaquetária induzida por concentrações crescentes de 

colágeno em plaquetas de controles e de pacientes com insuficiência renal crônica. 
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Figura 29. Agregação plaquetária induzida por concentrações crescentes de 

ADP em plaquetas de controles e de pacientes com insuficiência renal crônica. 

 

 

4.18 Transporte de L-arginina em eritrócitos de pacientes controles e 

portadores de insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Foi observado um aumento do transporte (micromoles/L/h) total aparente de 

L-arginina nos eritrócitos de pacientes portadores de IRC em hemodiálise (Figura 

30) 
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Figura 30: Influxo de L-arginina total aparente,via sistema y+ e y+L em 

eritrócitos. 
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4.19 Atividade da NOS em eritrócitos de pacientes controles e portadores de 

insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Não foi detectada diferença significativa na atividade da NOS (nmol/108 

célula) em eritrócitos de pacientes portadores de IRC em hemodiáise (0,031 ± 0,001; 

n=9) e controles saudáveis (0,037 ± 0,005; n=10). 
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Figura 31: Atividade da NOS em plaquetas de pacientes controles e 

portadores de insuficiência renal crônica em hemodiálise. 

 

 

4.20 Atividade da arginase em eritrócitos de pacientes controles e portadores 

de insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Foi demonstrada uma maior produção de uréia (pmol uréia/mg proteína/2h) 

nos eritrócitos de pacientes portadores de IRC em tratamento dialítico (34,4 ± 5,3; 

n=9) do que em eritrócitos de controles (21,0 ± 2,8; n=9). 
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Figura 32: Atividade da arginase em eritrócito de pacientes com IRC em 

hemodiálise e controles (*p<0,05). 

 

 

4.21 Expressão das isoformas da arginase em eritrócitos de pacientes com 

insuficiência renal crônica em hemodiálise e controles 

 

 

Foi detectada em hemácias humanas apenas a isoforma I da arginase, sendo 

que as hemácias de pacientes renais crônicos (14,4 ± 0,3 unidades arbitrárias; n=5) 

parecem expressar essa isoforma em maior quantidade do que as células de 

controles (10,8 ± 0,7 unidades arbitrárias; n=5). 
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Figura 33: expressão das isoformas I e II da arginase em eritrócitos de 

pacientes portadores de IRC em homodiálise e controles. As primeiras bandas 

representam controles positivos para arginase I (lisado de fígado de rato) e II (lisado 

de rim de rato) (*p<0,05). 

 

 

4.22 Peroxidação lipídica em eritrócitos de pacientes controles e portadores de 

insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

A avaliação da peroxidação lipídica (marcador de stress oxidativo) de 

eritrócitos através da dosagem de substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico 

(pmol/mg de proteína) não mostrou diferença significativa entre os pacientes com 

IRC (19,42 ± 3,5) e controles (23,09 ± 3,7) (Figura 34). 
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Figura 34: Dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em 

eritrócitos de controles e pacientes portadores de IRC em hemodiálise. 

 

 

4.23 Efeitos da insuficiência renal crônica em hemodiálise na fragilidade 

osmótica de eritrócitos 

 

 

Foram realizadas curvas de fragilidade osmótica em hemácias de controles e 

de pacientes portadores de IRC em hemodiálise. Embora as curvas (Figura 35) 

mostrem um ligeiro desvio para a direita, não houve diferença significativa em 

relação ao IC50 (%) entre pacientes com IRC (0,60 ± 0,03) e controles (0,54 ± 0,01) 

(Figura 36). 
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Figura 35: Curvas de fragilidade osmótica de eritrócitos de pacientes e 

controles. 
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Figura 36: IC50 da fragilidade osmótica de eritrócitos de pacientes portadores 

de IRC em hemodialise e controles.  
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4.24 Expressão das isoformas eNOS e iNOS em plaquetas de controles e 

pacientes renais crônicos em hemodiálise 

 

 

A expressão (unidades arbitrárias) tanto da eNOS (1,8 ± 0,1 vs 3,8 ± 0,3) 

como da iNOS (2,7 ± 0,6 vs 5,3 ± 0,2) estava aumentada em plaquetas de pacientes 

com IRC em hemodiálise. 
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Figura 37: Expressão da NOS endotelial em plaquetas de controles e 

paceintes renais crônicos em hemodiálise (* p < 0,05). 
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Figura 38: Expressão da NOS induzível em plaquetas de controles e 

paceintes renais crônicos em hemodiálise (* p < 0,05). 

 

 

4.25 Expressão da guanilato ciclase solúvel em plaquetas de controles e 

pacientes com insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Foi detectada uma maior expressão da subunidade β1 da enzima guanilato 

ciclase nas plaquetas de pacientes portadores de IRC em hemodiálise (28,8 ± 1,4 

unidades arbitrárias; n=5) do que nas células de controles (22,8 ± 1,0 unidades 

arbitrárias; n=5). 
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Figura 39: Expressão da GCs em plaquetas de controles e pacientes 

portadores IRC em hemodiálise (*p<0,05). 

 

 

4.26 Expressão da fosfodiesterase 5 em plaquetas de controles e pacientes 

com insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Não houve diferença significativa no padrão de expressão da fosfodiesterase 

5 em plaquetas de pacientes com IRC em hemodiálise (41,5 ± 3,4 unidades 

arbitrárias; n=5) e de controles (37,5 ± 3,1 unidades arbitrárias; n=5). 
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Figura 40: Expressão da PDE5 em plaquetas de pacientes portadores de IRC 

em hemodiálise e controles. 
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4.27 Atividade da arginase em plaquetas de pacientes portadores de 

insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Foi demonstrada uma redução da atividade basal da arginase (pmol uréia/mg 

proteína/2h) em plaquetas de pacientes urêmicos (1,3 ± 0,9; n = 8) quando 

comparado com pacientes controles (2,8 ± 0,5; n = 8) (Figura 41). 
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Figura 41: Atividade da arginase em plaquetas de pacientes portadores de 

insuficiência renal crônica e controles (* p<0,05). 

 

 

4.28 Expressão das isoformas da arginase em plaquetas de controles e 

pacientes renais crônicos em hemodiálise 

 

 

De forma similar aos pacientes hipertensos, não foi observada a presença da 

arginase I em plaquetas humanas, enquanto que a arginase II foi detectada, não 

havendo diferença significativa em de seu padrão de expressão entre os grupos 

estudados. 
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Figura 42: Expressão das isoformas da arginase I e II em plaquetas de 

pacientes portadores de insuficiência renal crônica e controles. 

 

 

4.29 Peroxidação lipídica em plaquetas de controles e pacientes com 

insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Na dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (nM/mg 

proteína), não foi observado aumento desses compostos quando comparou-se 

plaquetas de pacientes portadores de IRC em hemodiálise (1,1 ± 0,2) e controles 

(1,5 ± 0,3) (Figura 43). 
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Figura 43: Dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico em 

plaquetas de pacientes e controles. 

 

 

4.30 Peroxidação lipídica no plasma de controles e pacientes com 

insuficiência renal crônica em hemodiálise 

 

 

Foi detectada uma maior concentração de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico no soro de pacientes portadores de IRC em hemodiálise (0,08 ± 0,01 

vs 0,15 ± 0.02; nM/ mg proteína) (Figura 44). 
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Figura 44: Dosagem das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no 

plasma de pacientes e controles 
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5 DISCUSSÃO 

  

 

Neste estudo são abordadas duas patologias caracterizadas por alta 

prevalência e grande impacto sócio-econômico: HAS e IRC. Sabe-se que a doença 

cardiovascular é a principal responsável pela mortalidade em pacientes renais 

crônicos em hemodiálise (Marin et al., 2006) e que a HAS é um fator de risco 

clássico para aterotrombose, estando fortemente associada a eventos coronarianos 

e cerebrovasculares (Staessen et al., 2005). Dessa forma, o estudo da fisiopatologia 

dessas doenças é de grande importância para que novas terapêuticas possam ser 

empregadas a fim de reduzir morbidade e mortalidade, investigando a interface entre 

as alterações celulares e moleculares com as manifestações clínicas.  

 

 

5.1 Hipertensão arterial sistêmica 

 

 

Apesar de estudos prévios realizados em nosso laboratório terem evidenciado 

uma redução no transporte de L-arginina em RBC (de Meirelles et al, 2007; Moss et 

al, 2004) de pacientes hipertensos, no presente estudo, não foram detectadas 

alterações significativas na atividade da NOS em eritrócitos de pacientes portadores 

de HAS. Apesar de controversa, cada vez mais tem sido dada importância para a via 

L-arginina-NO em eritrócitos. Mais do que um modelo para o estudo dessa via, o NO 

produzido pelos eritrócitos parece ter uma atividade no controle do fluxo sanguíneo, 

da função plaquetária (Kleinbongard et al, 2006) e no controle da deformabilidade 

dos próprios eritrócitos (Uyuklu et al., 2009). Curiosamente, apesar de haver um 

menor aporte de L-arginina para o interior do eritrócito (Moss et al., 2004), a 

produção de NO nessas células, em HAS parece estar mantida. Uma teoria que 

poderia explicar esse achado seria a presença de uma menor atividade da enzima 

arginase, o que aumentaria a biodisponibilidade da L-arginina para a NOS. Todavia, 

no presente estudo, também não foram observadas alterações na atividade e na 
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expressão dessa enzima em eritrócitos de pacientes com HAS. Existem poucos 

estudos detalhados sobre a modulação da via L-arginina-NO e do ciclo da uréia em 

eritrócitos, entretanto, a administração de L-arginina exógena parece aumentar a 

síntese de NO por essas células, bem como alterar sua capacidade de deformação 

(Kleinbongard, 2007). Apesar de o paradoxo da L-arginina ser descrito em muitos 

tipos celulares, não está claro se esse fenômeno ocorre em eritrócitos, de forma 

que, na HAS, é possível que as reservas intracelulares de L-arginina sejam 

suficientes para manter a síntese de NO e a atividade da arginase normais em 

eritrócitos. 

 O western blotting de lisados de hemácias revelou que essas células 

expressam apenas a isoforma I da arginase, confirmando os dados da literatura (Kim 

et al., 2002). Além disso, não houve diferença no padrão de expressão da arginase I 

entre controles e indivíduos hipertensos. Estudos em modelos animais de HAS 

mostram um aumento da atividade da arginase e que a administração de inibidores 

dessa enzima promove uma melhora da função vascular (Johnson et al., 2005; 

Bagnost et al., 2010) nesses animais. Recentemente foi realizado um estudo sobre a 

atividade e a expressão da arginase em ratos espontaneamente hipertensos que 

detectou uma maior atividade dessa enzima nas células do coração e do pulmão 

desses animais, não havendo diferença no rim, fígado ou no cérebro. (Bagnost et al, 

2010). 

Diversos estudos apontam para a presença de um estado pró-oxidante em 

HAS (Rodrigo et al., 2007), com aumento da produção de ROS e/ou redução dos 

composto anti-oxidantes (Rodrigo et al., 2007). Curiosamente, no presente estudo, 

não foram detectadas diferenças significativas em relação à peroxidação lipídica 

sistêmica e eritrocitária nos pacientes hipertensos. Vale ressaltar que foram 

incluídos nesse estudo pacientes portadores de hipertensão arterial sistêmica em 

estágio I e, dessa forma, é possível que com o avançar da doença essas alterações 

tornem-se mais marcantes. Além disso, é necessário que haja uma investigação 

mais detalhada das vias oxidantes e antioxidantes no eritrócito para que haja uma 

confirmação da presença do estado oxidativo na hipertensão arterial, uma vez que a 

peroxidação lipídica é um marcador isolado da interação de lipídios com ROS. 

A membrana plasmática dos eritrócitos é composta por uma dupla camada 

lipídica e por diversas proteínas que funcionam como receptores ou como canais de 

transporte iônico ou de partículas de baixo peso molecular. Quando submetidos a 
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concentrações suficientemente hipotônicas, os eritrócitos absorvem água até que 

ocorra o equilíbrio osmótico ou a ruptura da membrana (Didelon et al., 2000). 

Qualquer composto ou condição patológica que modifique a fluidez da membrana 

altera sua capacidade de resistir às mudanças na osmolaridade do meio. Um dos 

testes para a avaliação da resistência da membrana é o teste da fragilidade 

osmótica (Didelon et al., 2000). Estudos mostram que a presença de estresse 

oxidativo faz com que a membrana de eritrócitos se torne mais rígida fazendo com 

que a célula fique menos resistente e tenha uma maior fragilidade osmótica 

(Brzeszczynska et al., 2008). No presente estudo, embora não tenha sido observada 

uma diferença significativa no IC50 (concentração de NaCl na qual ocorre 50% de 

hemólise) da fragilidade osmótica eritrocitária de pacientes hipertensos, pode-se 

notar que houve um desvio da curva de fragilidade para a direita, mostrando que há 

uma maior hemólise nas células de pacientes hipertensos. Um recente estudo 

revelou que RBCs de pacientes hipertensos apresentam menor fluidez em sua 

membrana plasmática e que isso se devia, em grande parte, pela presença de 

estresse oxidativo (Tsuda, 2010). Além disso, foi demonstrado que o NO é capaz de 

aumentar a fluidez das membranas (Brzeszczynska et al., 2008) e, em um contexto 

de baixa disponibilidade de NO, como ocorre com a hipertensão, é possível que haja 

um agravamento fragilidade da membrana plasmática dos eritrócitos. 

Estudos prévios realizados em nosso laboratório demonstraram uma 

diminuição no influxo de L-arginina em plaquetas de pacientes hipertensos, 

associado com um aumento da agregação plaquetária induzida pelo colágeno (Moss 

et al, 2004). No presente estudo, foi detectada uma redução significativa da 

atividade da NOS em plaquetas sem haver, no entanto, alteração na expressão da 

enzima. É possível que a redução do aporte de substrato para a NOS seja um fator 

limitante para a atividade da enzima na HAS. Além disso, existem relatos de uma 

menor disponibilidade de cofatores da NOS em hipertensão, o que, além de diminuir 

a atividade da NOS, poderia levar a um desacoplamento da mesma, levando a uma 

redução da síntese de NO com formação de ânion superóxido pela mesma (Vergani 

et al., 2000; Chen et al., 2008). Outro possível mecanismo para explicar essa 

redução na síntese de NO em plaquetas na HAS é a presença aumentada de 

ADMA, um análogo da L-arginina que compete por seu sítio de ligação na enzima, 

promovendo inibição da mesma (Sonmez et al., 2010). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brzeszczynska%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brzeszczynska%20J%22%5BAuthor%5D
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Destaca-se neste trabalho, a identificação de ambas as isoformas de NOS, 

endotelial e induzível em plaquetas. A caracterização das isoformas de NOS 

encontradas em plaquetas teve início nos anos 90 a partir de um relato que 

descrevia a via L-arginina-NO em plaqueta (Radomski et al, 1990). Desde então, 

diversos estudos têm mostrado, direta ou indiretamente, a presença de isoformas da 

NOS em plaquetas (Sase & Michel, 1995). Apesar da maioria dos relatos apontarem 

para a presença apenas da eNOS em plaquetas (Sase & Michel, 1995), Mehta e 

colaboradores descreveram pela primeira vez a presença das isoformas eNOS e 

iNOS em plaquetas humanas (Mehta et al, 1995). Mais recentemente, um estudo 

realizado em plaquetas humanas para avaliar a produção de NO na doença de 

Alzheimer, confirmou os achados de Mehta e demonstrou que a isoforma induzível 

está presente de forma constitutiva em plaquetas humanas (Vignini et al, 2006). De 

forma similar ao estudo anteriormente citado, os dados presentes neste estudo 

indicam a presença de forma constitutiva tanto da eNOS como da iNOS em lisado 

de plaquetas humanas. Todavia, apesar de ter sido observada uma diminuição da 

atividade da NOS, não foram observadas diferença na expressão tanto da eNOS 

como da iNOS, o que ressalta a importância da biodisponibilidade da L-arginina e/ou 

de cofatores na modulação da atividade da enzima.  

A enzima GC é uma proteína heterodimérica que converte GTP em GMPc em 

resposta ao estímulo pelo NO, sendo descrita muitas vezes na literatura como o 

“receptor” do NO (Derbyshire et al., 2009). Um recente estudo demonstrou que a 

ausência da enzima GC em plaquetas leva a uma perda do efeito inibidor do NO 

tanto na adesão como na agregação plaquetária, demonstrando a importância dessa 

enzima em plaquetas (Dangel et al., 2010). Um estudo em um modelo animal de 

HAS mostrou uma redução da expressão da GC solúvel e dos níveis de GMPc em 

artérias desses animais (Ndisang & Wang, 2003). Apesar disso, não existem 

estudos sobre a expressão da GC solúvel em plaquetas de pacientes com HAS. O 

presente trabalho não observou diferença significativa na expressão na subunidade 

β1 da GC solúvel em plaquetas de pacientes hipertensos. Todavia, esse resultado 

não exclui a possibilidade de haver uma alteração na atividade da enzima, uma vez 

que foi previamente demonstrado uma redução no conteúdo de GMPc em plaquetas 

de pacientes hipertensos (Moss et al. 2004) 

Plaquetas humanas parecem expressar PDE3 e PDE5, sendo esta última 

expressa em grandes quantidades (Ito et al., 1996).  A fosfodiesterase hidrolisa 
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GMPc, reduzindo sua disponibilidade no interior da plaqueta. Estudos 

farmacológicos mostram que inibidores da PDE5 promovem inibição da agregação 

plaquetária (Ito et al., 1996; Wilson et al., 2008). Não existem estudos sobre a 

expressão e a atividade da PDE5 em hipertensão arterial essencial, no entanto 

alguns inibidores dessa enzima têm sido testados como tendo efeito vasodilatador 

(Patterson et al., 2006). O presente estudo confirmou a presença da PDE5 em 

plaquetas humanas, todavia não foi observada diferença significativa no seu padrão 

de expressão. Não foi avaliada a atividade dessa enzima na HAS, mas sabe-se que 

ela é regulada em parte por seu substrato, o GMPc, cujas quantidades encontram-se 

diminuídas na HAS (Moss et al., 2004). 

Muito embora existam dados de que a atividade da arginase esteja 

aumentada na hipertensão essencial (Demougeot et al., 2007), não foram 

detectadas diferenças significativas na atividade e na expressão da arginase em 

eritrócitos e em plaquetas. Todavia, pôde-se observar que plaquetas humanas 

expressam apenas a isoforma II da arginase, não tendo sido detectada a isoforma I, 

confirmando dados recentes da literatura que mostram a presença de RNA 

mensageiro da arginase II em plaquetas (Raghavachari et al., 2007). A arginase 

compete com a NOS pela L-arginina e, estudos em modelos animais de hipertensão 

mostram que o tratamento dos animais com inibidores da arginase reduz a pressão 

arterial, aumenta a produção de NO e melhora a reatividade vascular (Bagnost et al., 

2008). Mais estudos são necessários para elucidar o real papel da arginase na via L-

arginina – NO em plaquetas e eritrócitos na hipertensão arterial. 

 

 

5.2 Insuficiência renal crônica 

 

 

Apesar da elevada prevalência de eventos aterotrombóticos, há uma 

tendência de prolongamento do tempo de sangramento em pacientes urêmicos 

(Noris & Remuzzi, 1999; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004, Kaw & Malhotra, 2006).  

Este quadro paradoxal em IRC parece ser resultado de um desequilíbrio entre 

fatores pró e antiagregantes plaquetários (Mendes Ribeiro & Brunini, 2004; Rios et 

al., 2010), sendo que o NO teria um papel fundamental no controle da hemostasia 

em uremia (Mendes Ribeiro & Brunini, 2004). 
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Conforme mencionado anteriormente, tem sido dado grande destaque para a 

presença da enzima NOS e capacidade da geração de NO por eritrócitos, bem como 

aos efeitos do NO sobre as próprias hemácias. Foi comprovado que as hemácias 

possuem NOS funcionante e que a inibição da atividade da mesma leva a uma 

alteração da fluidez da membrana plasmática eritrocitária e reduz a deformabilidade 

dessas células (Kleinbongard et al., 2006).  

Foi demonstrado previamente que pacientes portadores de IRC em 

hemodiálise apresentam um aumento no influxo de L-arginina em eritrócitos (Reis et 

al., 2006) e que haveria um aumento da síntese de NO nessa doença (Noris & 

Remuzzi, 1999; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004). Os resultados obtidos nessa tese 

mostram que apesar de haver um aumento do transporte de L-arginina em eritrócitos 

de pacientes com IRC em hemodiálise, não há alteração na atividade da NOS 

nessas células, mostrando que, na IRC em hemodiálise o aumento do aporte de L-

arginina não se manifesta como um aumento de NO em eritrócitos. Todavia, há um 

aumento tanto da expressão da arginase I como de sua atividade e, nesse contexto, 

o aumento do influxo da L-arginina em eritrócios pode estar desviado para a 

formação de uréia e L-ornitina. Recentemente, foi demonstrado que, em células 

endoteliais, a estimulação da proteína quinase C alfa levava a um aumento do 

transporte de L-arginina via sistema y+, com maior expressão dos transportadores 

tipo CAT2 associado a uma maior expressão e atividade da arginase (Visigalli et al, 

2010), o que poderia ser uma possível explicação para os achados obtidos em 

eritrócitos na IRC em hemodiálise. No entanto é necessário um maior estudo sobre a 

regulação dessa via em hemácias. 

Apesar de haver uma ativação da via L-arginina-NO na IRC em hemodiálise, 

essa doença cursa com elevação de marcadores sistêmicos de estresse oxidativo 

(REF) o que foi confirmado no presente estudo, com o aumento significativo da 

peroxidação lpídica nesses pacientes. Sabe-se que tanto o NO como ROS levam a 

uma alteração da composição e da fluidez da membrana plasmática de eritrócitos. 

Vários estudos mostram um aumento da fragilidade osmótica de eritrócitos de 

pacientes com IRC desde os estágios iniciais da doença (Goi et al., 2009). No 

presente estudo não foram detectadas diferenças significativas em relação ao IC50 

da fragilidade osmótica eritrocitária. Todavia, pode-se notar um desvio para a direita 

na curva da fragilidade osmótica, mostrando que essas células são mais sensíveis à 

alteração nas concentrações extracelulares de sódio. Tal fato pode ser explicado, 



95 

 

 

entre outros fatores pela maior produção de ROS nesses pacientes, o que pode 

promover uma redução da meia-vida desses eritrócitos (Wu et al., 1998).  

Diversos estudos apontam para a presença de uma disfunção plaquetária na 

IRC (Kaw & Malhotra, 2006; Thijs et al., 2008). Um estudo prévio realizado pelo 

nosso laboratório corroboram os dados existentes na literatura, que indicam uma 

redução da função plaquetária de pacientes urêmicos (da Silva et al., 2005; Neiva et 

al., 2002). Para explicar essas alterações, vários trabalhos experimentais 

demonstram a presença de alterações intrínsecas das plaquetas, como um defeito 

na via de sinalização do cálcio (Zhou & Vaziri, 2002), redução na expressão de 

glicoproteínas em plaquetas urêmicas (Moal et al., 2003) e defeitos na via do ácido 

araquidônico (Vecino, et al., 2002).  No entanto, o NO parece ter um papel 

fundamental no controle da homeostasia plaquetária na uremia (Noris & Remuzzi, 

1999). 

Trabalhos experimentais realizados em nosso laboratório observaram que, 

em uremia, há uma ativação da via L-arginina-NO, com aumento do influxo de L-

arginina via sistema y+L, da atividade da NOS e do conteúdo de GMPc em plaquetas 

(da Silva et al., 2005). Este aumento na síntese de NO pode ser um mecanismo 

importante associado à redução da agregação plaquetária desses pacientes. 

Associado a essa ativação da via L-arginina-NO presente em uremia, foi 

demonstrado, pela primeira vez, que a avaliação da expressão das isoformas da 

NOS em plaquetas realizadas no presente estudo exibiu uma maior expressão de 

eNOS e iNOS nas plaquetas de pacientes renais crônicos em hemodiálise, sendo 

com que o aumento da síntese de NO nesta doença esteja relacionado não apenas 

a um aumento da atividade da enzima dado por uma maior disponibilidade de seu 

substrato, o aminoácido L-arginina, bem como por uma maior expressão das 

isoformas da NOS. Não existem trabalhos da literatura sobre a expressão 

plaquetária das NOS em IRC, no entanto, são demonstradas alterações dessas 

enzimas em diversos tecidos nesta patologia (Combet et al., 2001; Vaziri et al., 

2002).  Esse aumento da síntese de NO em plaquetas pode desencadear também 

um aumento da expressão da enzima GC, considerada o “receptor” do NO, 

conforme demonstrado o resultados obtidos nesse estudo. Essa maior expressão da 

GC pode explicar os níveis aumentados de GMPc obtidos em estudos prévios (da 

Silva et al., 2005) e a consequente inibição plaquetária existente na IRC em estágios 

terminais. Apesar de não ter sido detectada diferença na expressão da enzima 
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PDE5 em plaquetas, não se pode descartar uma alteração da atividade dessa 

enzima, de forma que é necessário um maior aprofundamento na compreensão dos 

efeitos dessa enzima na atividade das plaquetas de pacientes urêmicos. 

Existem alterações da expressão e da atividade da arginase com o processo 

aterosclerótico e com a disfunção endotelial (Yang & Ming, 2006). A relação da 

arginase com a uremia é muito pouco abordada na literatura, sendo que um estudo 

realizado em modelo animal de uremia não demonstrou diferença na atividade e na 

expressão de ambas as isoformas de arginase no tecido renal e no fígado (Moradi et 

al., 2006). De forma adicional, a inibição da arginase em um modelo animal de IRC 

parece reduzir a progressão da insuficiência renal (Sabbatini et al., 2003). De forma 

interessante, os resultados do presente estudo apontam para uma redução da 

atividade da arginase em plaquetas de pacientes urêmicos em hemodiálise, não 

havendo diferenças em seu padrão e expressão. Este achado pode ser devido a  um 

desvio da L-arginina para a via da NOS, cuja atividade está aumentada em 

plaquetas na uremia (da Silva et al., 2005), como também por uma inibição pela 

NOHA, um intermediário da via da síntese do NO, cujos níveis se elevam com o 

estímulo da atividade da NOS (Topal et al., 2006). Portanto, é necessário um maior 

aprofundamento no estudo da regulação da arginase na IRC bem como de sua 

interação com a via L-arginina-NO. 

Com relação à IRC em estágios moderados, resultados prévios obtidos pelo 

nosso grupo demonstraram que, em plaquetas de pacientes com IRC em tratamento 

conservador há uma diminuição do influxo de L-arginina via sistema y+L, comparado 

aos controles. Entretanto, de forma intrigante, foi observado aumento da atividade 

da NOS. Os presentes resultados mostram que há, nesses pacientes, um aumento 

da expressão das isoformas iNOS e eNOS nos pacientes renais em relação aos 

controles, que poderia explicar, em parte, a hiperatividade da enzima NOS 

observada nas plaquetas desses indivíduos. Esse aumento da atividade da NOS 

parece ser um mecanismo compensatório que serve para manter a produção 

intraplaquetária de NO na IRC, conforme evidenciado pelos níveis normais de GMPc 

intraplaquetário e de agregação plaquetária induzida tanto por colágeno como por 

ADP. 

Na hipertensão arterial, foi demonstrada diminuição do influxo de L-arginina 

em plaquetas via sistema y+L e da atividade da NOS (Moss et al, 2004). 

Considerando o estágio da doença renal e que a maioria dos pacientes com IRC em 
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tratamento conservador incluídos no presente estudo são hipertensos (90%), é 

possível que este transportador continue modulado pela hipertensão e que a 

estimulação do mesmo na IRC esteja associada ao processo dialítico. Além disso, 

há a possibilidade de as alterações promovidas pela progressão da doença renal na 

via L-arginina-NO serem observadas primariamente em nível de atividade enzimática 

(NOS). 

Apesar do transporte de L-arginina estar reduzido, existe uma maior 

expressão tanto da iNOS como da eNOS em plaquetas, levando a um aumento da 

atividade destas enzimas. Dessa forma, é possível que a redução do transporte de 

L-arginina para o interior da plaqueta leve a um mecanismo compensatório de 

ativação das NOS, que mantém a disponibilidade do NO intraplaquetária.  

Em resumo, os resultados aqui apresentados demonstram que a via L-

arginina-NO-GMPc em plaquetas humanas está alterada na doença renal crônica 

independentemente do tratamento dialítico e na hipertensão arterial essencial. Em 

um contexto de atividade anormal dessa via em patologias como a IRC e a HAS, um 

completo entendimento da sua modulação é necessário, uma vez que pode conduzir 

a novas ferramentas terapêuticas 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

De acordo com o presente estudo pôde-se verificar que em eritrócitos, na 

HAS não há alteração na síntese de NO, todavia ocorre uma ativação do ciclo da 

uréia, que pode ser dada pelo aumento do influxo de L-arginina eritrocitário 

previamente demonstrado. O presente estudo não demonstrou diferença significativa 

na peroxidação lipídica sistêmica, em plaquetas ou eritrócitos na HAS. Os dados 

obtidos nessa tese, bem como dados previamente publicados são resumidos na 

(figura 45). 

 

 

Figura 45: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em 

eritrócitos de pacientes portadores de HAS. ↓ Redução significativa em relação aos 

controles; = sem alteração significativa em relação aos controles. 

 

Em plaquetas, no entanto, houve uma redução da atividade da NOS, que não 

foi acompanhada por alteração da expressão das isoformas da NOS, da arginase, 

da PDE5 ou da GC solúvel. Dessa forma, conforme demonstrado previamente, é 

possível que a menor produção de NO em plaquetas de pacientes hipertensos seja 

devida a um menor aporte de L-arginina para o interior da célula (Figura 46). 
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Figura 46: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em 

plaquetas de pacientes portadores de HAS. ↓ redução significativa em relação aos 

controles; ↑ aumento significativo em relação aos controles; = sem alteração 

significativa em relação aos controles. 

 

Os eritrócitos de pacientes renais crônicos em hemodiálise mostraram um 

maior influxo de L-arginina associado a um aumento da expressão e da atividade da 

arginase, não havendo diferença na atividade da NOS (figura 47). Além disso, 

apesar e não ter sido mostrado alteração nos marcadores de peroxidação lipídica 

em eritrócitos e plaquetas, os níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

estavam elevadas no soro de pacientes com IRC em hemodiálise. 

 



100 

 

 

 

Figura 47: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em 

eritrócitos de pacientes portadores de IRC em hemodiálise. ↑ aumento significativo 

em relação aos controles; = sem alteração significativa em relação aos controles. 

 

 

Por outro lado, as plaquetas dos mesmos pacientes apresentaram uma maior 

expressão da eNOS, da iNOS e da guanilato ciclase solúvel, acompanhada de uma 

redução da atividade da arginase (figura 48), o que pode justificar a disfunção 

plaquetária que existe nesses pacientes.   

 

 

Figura 48: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em 

plaquetas de pacientes portadores de IRC em hemodiálise. ↓ redução significativa 
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em relação aos controles; ↑ aumento significativo em relação aos controles; = sem 

alteração significativa em relação aos controles. 

 

 

Plaquetas de pacientes portadores de IRC em tratamento conservador 

mostraram um aumento da atividade da NOS associado com maior expressão tanto 

da iNOS como da eNOS. Curiosamente foram detectados menores concentrações 

de GMPc, não havendo no entanto, diferença nos padrões de agregação plaquetária 

induzida por colágeno ou ADP (figura 49). 

 

Figura 49: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em 

plaquetas de pacientes portadores de IRC em tratamento conservador. ↓ redução 

significativa em relação aos controles; ↑ aumento significativo em relação aos 

controles; = sem alteração significativa em relação aos controles. 
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ANEXO A – Aprovação do Comitê de Ética 1 
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ANEXO B -  Aprovação do Comitê de Ética 2 

 

 

 



120 

 

 

ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

 

 

Título da pesquisa: A via L-arginina-óxido nítrico em hipertensão arterial 

sistêmica e insuficiência renal crônica 

Pesquisadores participantes: Dr. Antônio Cláudio Mendes Ribeiro e Mestranda 

Monique Bandeira Moss  

Telefone para contato: (21)25876141 ou (21)81574255 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

Hospital Universitário Pedro Ernesto 

Clínica DERT – Depuração Extra Renal e Transplante Ltda. 

  

Eu, _________________________________________, CPF nº 
_____________________, abaixo assinado, concordo em participar da pesquisa 
acima como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pela Mestranda 
Monique Bandeira Moss sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, os 
possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação, assim como as 
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Foi-me 
esclarecido ainda que, por ser uma participação voluntária e sem interesse 
financeiro, não terei direito a nenhuma remuneração. Foi-me garantido que 
poderei retirar meu consentimento a qualquer momento sem que isto leve a 
qualquer penalidade ou interrupção do meu tratamento nesta instituição. 

Rio de Janeiro, ____ de _______________ de 20__  

 

        

                                           ________________________________ 

                                                  Assinatura do sujeito ou responsável 

      

______________________________                  

______________________________   _______________________________                    

______________________________ 

                    Testemunha                                                                Testemunha 
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ANEXO D - Protocolo de transporte de membrana 1 

 

DATA DA COLETA: ________________             PRONTUARIO:_____________ 

 

1- Nome:_______________________________________________________ 

 

2- Idade:__________________                        3 – Sexo:  ( ) F         ( ) M 

 

4- Raça: ( ) Branca       ( ) Negra        ( ) Mestiça 

 

5-Etiologia:______________________________________________________ 

 

6-Doenças associadas: 

___________________________________________________________________

___________________________________________________________ 

 

7- Avaliação Nutricional: 

Peso pós-dialise =                  Altura =                IMC =              Albumina = 

 

Diagnóstico Nutricional = __________________________________________ 

 

8- Medicamentos :  

 

( ) corticóide         ( ) B- bloqueador                ( ) ACCa            ( ) Inibidor da ECA 

 

( ) diurético           ( ) anti-arritimico                 ( ) aspirina           ( ) eritropoetina 

 

( ) Cálcio              ( ) outros: _________________________________________ 

 

9- Pressão arterial pós-diálise:_______________________________________ 

 

10- Kt / V uréia: ________________________________________________ 
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11- Tempo de diálise: _____________________________________________ 

 

12- Duração da diálise: ____________________________________________ 

 

13- Exames Laboratoriais Pós-diálise: 

 

Hematócrito  Leucócitos  

Hemoglobina  Neu  

Creatinina  Linf  

Uréia  Eos  

K  Baso  

Na  Bastões  

Ca  Mono  

P  Plaquetas  

Mg  Glicose  

TG  Acido Ur  

Col. Total  Ptn total  

Albumina  Proteína C  

Fibrinogênio    
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ANEXO E - Protocolo de transporte de membrana 2 

 

DATA DA COLETA: ________________             MATRÍCULA:_____________ 

 

1- Nome:___________________________________________________________ 

 

2 – Idade:__________________                        3 – Sexo:  ( ) F         ( ) M 

 

4 – Raça: ( ) Branca       ( ) Negra        ( ) Mestiça 

 

5- Etiologia: _____________________ 

 

6- Doenças 

associadas:_________________________________________________ 

 

7- Fatores de Risco Cardiovascular: 

 

(  ) História Familiar   Quem? _______________ 

 

(  ) Tabagismo     Nº _______  Tempo_______ Quando Parou?______ 

 

(  ) Etilismo          Qual?___________  Quantidade?______________ 

 

(  ) Sedentarismo 

 

(  ) Dislipidemia             

 

 (  ) Obesidade      Grau?_________ 

 

 (  ) Menopausa   Quando? ________ Faz reposição?____________ 

 

8 – Avaliação Nutricional: 
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Peso =                       Altura =                       IMC =     

           

Circunf. Quadril =          Circunf. Cintura =          Relação Cint-Quadril= 

 

Diagnóstico Nutricional = __________________________________________ 

 

9 – Medicamentos : 

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________

_______ 

 

(  ) corticóide           (  ) beta- bloqueador           (  ) metildopa       (  ) inibidor da ECA 

(  ) diurético             (  ) anti-arrítimico               (  ) antagonistas AT2   

(  ) bloq cálcio         (  ) reposição hormonal      (  ) AINE      

(  ) outros: _________________________________________ 

 

10 – Exames Laboratoriais 

      Data: ___________ 

 

Hematócrito 
 

Leucócitos 
 

Hemoglobina 
 Neu  

Creatinina 
 Linf  

Uréia  Eos  

K  Baso  

Na  Bastões  

Ca++  Mono  
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Col. Total 
 

Plaquetas 
 

Col. LDL 
 

Glicose 
 

Col. HDL 
 Ácido Urico  

TG 
 Ptn total  

Proteína C 
 Fibrinogênio  
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ANEXO F - Trabalhos publicados e submetidos no período de 2007 a 2010 
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ANEXO G - Apresentações em congressos e publicados em anais de eventos no 
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