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RESUMO

MOSS, Monique Bandeira. Mecanismos Moleculares e Celulares Envolvidos na
Modulac&o da Via L-arginina-Oxido Nitrico em Hipertens&o e Insuficiéncia Renal
Crbnica. 2010. 129 f. Tese (Doutorado em Ciéncias - Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A insuficiéncia renal crénica (IRC) e a hipertenséo arterial sistémica (HAS)
sdo patologias com alta morbidade e mortalidade, consumindo grandes verbas de
saude publica. A disfuncédo endotelial presente tanto na IRC, como na hipertensao,
contribui para a manutencdo de elevada resisténcia periférica, favorecendo
complicacBes como a aterosclerose. Esta disfuncdo endotelial € parte de um estado
pro-trombatico, levando a ocorréncia de eventos cardiovasculares, principal causa
de morte nestas patologias. O Oxido nitrico (NO) tem um papel importante na
modulacdo da atividade plaquetaria. Anormalidades na sintese e/ou inativacado do
NO sao descritas tanto na insuficiéncia renal crébnica como na hipertensdo. Estudos
prévios demonstraram uma redugdo do influxo de L-arginina em eritrocitos e
plaguetas de pacientes hipertensos e em um modelo animal de hipertensdo. Além
disso, em IRC, nosso grupo mostrou uma ativagcdo da via L-arginina-NO em
plaguetas. O objetivo dessa tese € avaliar a via L-arginina-NO na HAS e em
diferentes estagios da IRC, bem como investigar o ciclo da uréia, e a presenca de
marcadores de estresse nesses pacientes. De acordo com o presente estudo pdde-
se verificar que nao houve alteracdo na sintese de NO em eritrocitos na hipertensao,
todavia ocorre uma ativacao do ciclo da uréia, que pode ser dada pelo aumento do
influxo de L-arginina eritrocitario previamente demonstrado. N&o foi demonstrada
diferenca significativa na peroxidacao lipidica sistémica, em plaquetas ou eritrécitos
na HAS. Em plaquetas, no entanto, houve uma reducéo da atividade da NO sintase
(NOS), que nao foi acompanhada por alteracdo da expressao das isoformas da
NOS, da arginase, da fosfodiesterase 5 (PDE5) ou da guanilato ciclase (GC) soluvel.
Essa reducdo na sintese de NO em plaquetas pode ser explicada por um menor
influxo de L-arginina que estd presente na hipertensédo. Os eritrocitos de pacientes
renais cronicos em hemodialise mostraram um maior influxo de L-arginina associado
a um aumento da expressédo e da atividade da arginase, ndo havendo diferenca na
atividade da NOS. Além disso, apesar e nao ter sido mostrado alteragcdo nos
marcadores de peroxidacao lipidica em eritrécitos e plaquetas, foi detectado um
aumento dos mesmos no soro de pacientes com IRC em hemodidlise. Por outro
lado, as plaquetas dos mesmos pacientes apresentaram uma maior expressao da
eNOS, da iINOS e da GC soluvel, acompanhada de uma reducdo da atividade da
arginase, o que pode justificar a disfuncdo plaquetaria que existe nesses pacientes.
Plaquetas de pacientes portadores de IRC em tratamento conservador mostraram
um aumento da atividade da NOS associado com maior expressdo tanto da iINOS
como da eNOS. Curiosamente foram detectados menores concentracbes de 3'5’-
monofosfato de guanosina ciclica (GMPc), ndo havendo no entanto, diferenca nos
padrées de agregacao plaquetaria induzida por colageno ou adenosina difosfato
(ADP). As descobertas aqui apresentadas certamente contribuirdo para uma melhor
compreensao da fisiopatologia da HAS e da IRC.

Palavras chave: Insuficiéncia Rrenal Cronica. Hipertensdo Arterial Sistémica. L-
arginina. Oxido Nitrico. Arginase. Plaquetas. Eritrécitos.



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 iINOS
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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INTRODUCAO

A L-arginina, um aminoécido catiénico semi-essencial, € o precursor do oxido
nitrico (NO), um gas inorganico de meia vida curta envolvido em varias funcbes
fisiolégicas como neurotransmisséo, atividade imune, vasodilatacdo, adesdo e
agregacdo plaquetarias (Moncada et al., 1991; Vallance, 2002; Huynh & Chin-
Dusting, 2006; Moncada & Higgs et al., 2006). Embora as concentracdes
intracelulares de L-arginina sejam mais do que suficientes para a producédo de NO. A
entrada da L-arginina extracelular em alguns tipos celulares e doencas parece ser
fundamental para a produgdo de NO, fenbmeno denominado “paradoxo da L-
arginina” (Mann et al., 2003; Verrey et al., 2004). Foram descritos em células de
mamiferos quatro sistemas de transporte de aminoéacidos catidnicos: y*, y'L, B®" e
b%*, cada um com caracteristicas cinéticas especificas 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 € convertida em L-citrulina e NO
pela acdo da familia de enzimas NO sintase (NOS). A nomenclatura das duas
primeiras representa o tecido no qual a enzima foi primeiramente descrita e s&o
constitutivas, enquanto que a ultima € geralmente induzida em doencas: NOS
neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS) (Mendes Ribeiro
et al., 2001, Closs et al., 2004; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004; Moncada & Higgs et
al., 2006). Ja 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 sdo mediados diretamente por segundos mensageiros,
sendo que a via mais estudada € a da ativacdo da guanilato ciclase soluvel (sGC)
que transforma guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica
(GMPc), resultando em vasodilatacdo e reducdo da agregacdo plaquetaria
(Radomski et al., 1987).

A arginase também é uma enzima envolvida no metabolismo da L-arginina e
foi primeiramente detectada no figado, tendo um importante papel no ciclo da uréia
(Morris, 1992). S&o descritas duas isoformas de arginases: arginase I, citosolica e
arginase Il, mitocondrial. Ambas séo responsaveis pela conversao de L-arginina em

L-ornitina e uréia (Morris, 1992). Sabe-se hoje que essas enzimas sdo 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 consequentemente na
producdo de NO permanecem incertos, embora alguns estudos relatem alteracdes
na atividade da arginase em patologias como a hipertenséo arterial sistémica (HAS)
(Rodriguez et al., 2000), asma (Ceylan et al., 2005) e insuficiéncia renal cronica
(IRC) (Durak et al., 2001).

A HAS e a IRC sado patologias com alta morbidade e mortalidade cujos
mecanismos fisiopatoldégicos ndo foram totalmente esclarecidos. Sabe-se, no
entanto, que essas doencas cursam com disfuncédo endotelial e plaquetéria, ativacéo
inflamatoria e elevados indices 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 aterotrombdéticos
freqientemente associados a HAS e a IRC (Staessen et al., 2005).

O objetivo do presente estudo é investigar os efeitos da HAS e de diferentes
estagios da IRC na via L-arginina-NO, no ciclo da uréia e do estresse oxidativo em

plaquetas e eritrocitos humanos.

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 L-arginina

A L-arginina € um aminoacido catibnico semi-essencial em seres humanos,
pois mamiferos adultos sdo capazes de sintetiza-lo, no entanto, no periodo de
crescimento e em condi¢cfes catabdlicas, torna-se um aminoacido condicionalmente
essencial (Beaumier et al. 1996; Coman et al., 2008). E um produto da detoxificag&o
da amobnia, participa do ciclo da uréia, é precursor de proteinas e esta envolvido na
formacao de varias enzimas. Além disso, uma de suas principais funcbes € ser o

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

A L-arginina participa também de outras vias metabdlicas, como as da sintese
de agmatina, poliaminas e bases pirimidinas (Figura 1). A liberacdo de certos
horménios — catecolaminas, glucagon, insulina, corticosteréides, hormoénio do
crescimento, prolactina e somatostatina — também € modulada pela concentracdo de
L-arginina (Barbul, 1985; Cylwik et al., 2005).
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Agmatina Creatina
L-ARGININA
Arginase
NOS
NO «—— Uréia
L-CITRULINA < L-ORNITINA
Poliaminas

Figura 1: Principais vias metabdlicas do aminoacido L-arginina (adaptado de
Morris, 2004)

As fontes de L-arginina utilizadas pelo organismo humano sao tanto
endoégenas como exogenas (alimentacdo) (Cylwik et al., 2005). As principais fontes
dietéticas de L-arginina sdo: soja, améndoa, noz brasileira, castanha, pitu, carne e
linguado (Lorgeril, 1997).

A maior parte da sintese de L-arginina em seres humanos ocorre no figado 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
figado ha um aumento da atividade da enzima arginase, enquanto nos rins
predomina a arginina sintetase, enzima responsavel pela sintese de L-arginina
(Barbul, 1985; Morris, 2006). Assim, o figado utiliza grande parte da L-arginina
produzida por ele no ciclo da uréia, e o rim, junto com a ingestao dietética diaria (1-3
g/dia) é responsavel por manter os niveis plasmaticos normais de L-arginina (80-100
uM) (Reyes et al., 1994; Mendes Ribeiro et al., 2004) (Figura 2).
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Ingestdo de L-arginina
(1-2g/dia)

- ‘ e o -
7 Metabql_lsmo Arginase
7/ Protéico i -

Glutamina (28%) \‘»‘\
Absorgao

Intestinal (65%)

L-citrulina
(30-40 uMIL)

L-arginina

|

L-arginina
Plasmatica

Figura 2: A sintese da L-arginina em seres humanos (adaptado de Reyes
et al. 1994)

O metabolismo deste aminoacido é altamente complexo e rigorosamente
regulado por diversos tipos de enzimas que sédo expressas em padrdes diferentes
em tipos celulares distintos (Wu et al., 1998). Dentre todas essas vias
metabdlicas 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).

Séo descritas duas isoformas de arginase, que séo codificadas por genes
diferentes (Dizikes et al., 1986), no entanto elas compartiliham propriedades
enzimaticas como a necessidade de manganés e diferem quanto sua localizagcéo
subcelular e expressao em tecidos distintos (Wu et al., 1998). A arginase | é uma
enzima preferencialmente citosolica e é expressa de forma induzivel em diversos
tipos celulares. No entanto, no figado, ela esta presente de forma constitutiva e é

uma enzima chave do ciclo da uréia neste orgao (Lerzynski et al. 2005). Por outro
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lado, a arginase Il é uma proteina de localizacdo mitocondrial e existe de forma

constitutiva no rim, intestino delgado e cérebro.

Diversos estudos mostram alteracfes da atividade e da expressdo da
arginase em patologias como asma, cancer, psoriase, pré-eclampsia, anemia
falciforme, hipertensao arterial sistémica 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 regulacdo da disponibilidade da L-
arginina para a sintese de NO, uma vez que, tanto a NOS como a arginase
compartilham o mesmo substrato. Outro mecanismo importante de intersecao
dessas duas vias € o fato de a NOS produzir, durante a oxidagdo da L-arginina
em L-citrulina e NO, um intermediario capaz de inibir a arginase denominado N-
hidroxi-L-arginina (Buga et al. 1996). Apesar da sua importancia na regulagéo da
via L-arginina-NO, existem poucos estudos sobre a presenca e a atividade da

arginase em plaquetas e em eritrocitos.

1.2 Via L-arginina-6xido nitrico-GMPc

Muito embora a nitroglicerina seja utilizada para tratamento da angina do peito
desde o final século XIX, a descoberta de seu mecanismo de acédo e das moléculas
envolvidas nesse processo s6 ocorreu 80 anos depois (Marsh & Marsh, 2000). Nos
anos 70, Ferid Murad e colaboradores demonstraram que a enzima guanilato ciclase
de figado de ratos e do musculo liso traqueal bovino era estimulada por compostos a
base de nitrito, gerando aumento dos niveis de GMPc e levando a um relaxamento
do musculo liso (Katsuki et al., 1977), ganhando com isso o Prémio Nobel.
Independentemente de Murad, Furchgott e Zawadzki notaram que, apesar de seu
potente efeito vasodilatador in vivo, a acetilcolina nem sempre causava
vasodilatacdo nos experimentos in vitro. Os pesquisadores investigaram esses
efeitos discrepantes e descobriram que a perda do efeito vasodilatador da
acetilcolina era consequiente a remoc¢ao nao-intencional da intima durante o preparo
do vaso, ressaltando a importancia das células endoteliais no relaxamento do

musculo liso vascular (Furchgott & Zawadzki, 1980). O grupo de Furchgott propés
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gue o relaxamento provocado pela histamina, bradicinina, ADP e ATP ocorria pela
liberacdo de uma substancia instavel a qual eles denominaram fator relaxante
derivado do endotélio (EDRF) (Cherry et al., 1982). ApGs diversos experimentos,
Ignarro e Moncada concluiram 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 gas inorganico lipofilico com uma meia
vida de menos de 30 segundos em sistemas bioldgicos, e que é produzido por
diferentes tipos celulares, nos quais pode controlar ou influenciar importantes
processos fisiolégicos, como neurotransmisséo, atividade citotoxica do sistema
imune, além dos efeitos ja citados na adesdo e agregacdo plaquetarias e na
vasodilatacao (Moncada et al., 1997, Huynh & Chin-Dusting, 2006).

O NO é formado a partir do &tomo de nitrogénio guanidino terminal da L-
arginina, pela acdo da familia de enzimas NOS (Figura 3). Essa reacdo requer
oxigénio (0O,) e nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida (NADPH),
ocorrendo uma hidroxilacdo inicial de L-arginina formando N-hidroxi-L-arginina
(NOHA). Uma subsequente oxidacao leva a formacédo de NO e L-citrulina (Gross &
Roye, 1997). A sintese de NO, em varias condicbes fisiolégicas e patoldgicas e
diferentes tipos celulares, depende de L-arginina extracelular. Como mencionado
previamente, esta dependéncia, ocorre mesmo quando o nivel intracelular de L-
arginina disponivel esta em excesso para o K,, das NOS, fenbmeno denominado "O

paradoxo da L-arginina” (Deves & Boyd, 1998, Brunini et al., 2003).
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L-ARG

l L-CIT

L-ARG  meeme®

Inativagao

NO - GC

GTP GMPc

Figura 3: A via L-arginina-O0xido nitrico (adaptado de MacAllister and
Vallance, 1998). NOS = oOxido nitrico sintase; GC = guanilato ciclase; GTP =
guanosina trifosfato; GMPc = guanosina monofosfato ciclica; L-ARG = L-arginina; L-
CIT = L-citrulina.

Estudos mostram que os niveis 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 as constantes de afinidade (K., das diferentes isoformas
de NOS que variam entre 1 e 32 uyM (Palmer et al. 1988, Bogle et al. 1996,
Rodriguez-Crespo et al. 1996). Varias teorias foram propostas para tentar explicar
este paradoxo. Uma possibilidade seria que a atividade da NOS e a producao de NO
estariam ligadas ao transporte de L-arginina e ndo as concentracfes intracelulares
deste aminoacido. Parece existir em certos tipos de células, a co-localizacdo da
eNOS e do transportador de L-arginina y* em por¢des 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 macrofagos possuiriam dois reservatorios intracelulares de L-
arginina, sendo que um deles teria a capacidade de troca com o0 meio extracelular e
0 outro ndo. De acordo com o estudo, este segundo reservatorio seria inacessivel a

NOS em macréfagos, sendo fundamental o transporte de L-arginina para a produgéo
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de NO, o que seria uma das possiveis explicacbes para o paradoxo da via L-
arginina-NO (Closs et al., 2000). Outro fator importante que deve ser considerado &
a presenca de outras vias metabodlicas que utilizam a L-arginina como substrato,
sendo a mais importante delas a hidrdlise da arginina em L-ornitina e uréia por acéo
da arginase e que é capaz de reduzir a disponibilidade da L-arginina intracelular
para a NOS, limitando a producédo de NO (Chicoine et al. 2004).

Apesar das diversas teorias propostas, hao existe um consenso sobre o exato
mecanismo envolvido no paradoxo da L-arginina, no entanto, ele corrobora a

importancia dos carreadores de aminodacidos catiénicos na producgéo de NO.

Quatro sistemas de transporte tém sido descritos como responsaveis pelo
transporte de aminoacidos catibnicos (L-arginina, L-lisina e L-ornitina) em
mamiferos: y*, y'L, b®* e B®* (Ignarro, 2002, Mann et al., 2003).

O sistema y" foi descoberto por um estudo pioneiro iniciado no laboratério de
Halvor Christensen, sendo caracterizado como Na® independente e seletivo para
aminoécidos catidnicos (Christensen & Cullen, 1973). Os demais sistemas, y'L, b®*
e B%*, transportam tanto aminoacidos catidnicos quanto neutros, mas diferem na
dependéncia ou ndo de Na® (Ignarro, 2002, Mann et al., 2003). Caracteristicas
adicionais do sistema y* sdo: a insensibilidade ao pH, e potente ativacdo induzida
pela hiperpolarizacdo e pela trans-estimulacdo. O sistema y'L, inicialmente
identificado em eritrocitos por Deves e colaboradores em 1998, transporta
aminoacidos catiénicos na auséncia de Na® e aminoacidos neutros somente na
presenca de Na*. Van Winkle e colaboradores, em 1990, distinguiram dois sistemas
de transporte de amino&cidos catiénicos: b®* e B®* (Van Winkle et al., 1990).
Ambos os sistemas transportam aminodacidos neutros e catiénicos, sendo o sistema
B%* Na*-dependente e 0 b®* Na*-independente (Stein, 1996; Brunini et al., 2005).

O transporte de L-arginina nas hemacias e nas células mononucleares
sanguineas periféricas (PBMCs) é mediado pelos sistemas y* e y'L, enquanto nas
plaquetas o fluxo desse aminoacido é mediado somente pelo sistema y*L (Ignarro,
2002, Mann et al., 2003). Por meio de estudos cinéticos, nosso grupo demonstrou
previamente a primeira evidéncia de que o transporte de L-arginina em plaquetas
humanas é mediado via sistema y'L e ndo pelo sistema de transporte de
amino&cidos catidnicos classico, sistema y*. O sistema y'L foi identificado como um

sistema de transporte de alta afinidade e baixa capacidade de transporte (Ky 10uM)
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para aminoacidos catidnicos, que também transporta aminodcidos neutros com
elevada afinidade na presenca de Na* (Mendes Ribeiro et al., 1999).

A atividade do sistema y'L ocorre em resposta a expressdo de no minimo
dois transportadores heterodiméricos: glicoproteina 4F2 (cadeia pesada) associada
a um carreador de aminoacidos (cadeia leve), y'LAT1 ou y'LAT2 (Figura 4). A
cadeia pesada (glicoproteina 4F2) é codificada pela familia SLC3, enquanto as
cadeias leves (y'LAT1 ou y'LAT2) pertencem a familia SLC7 (Stein, 1996, Deves e
Boyd, 1998). Recentemente, nosso grupo confirmou em plaguetas, que o sistema
y+L pode ser afetado pela trans estimulacdo, pelo potencial de superficie e pela
concentracdo intracelular de sédio (Alves de Sa Siqueira et al.,, 2007), no entanto
existem poucos estudos sobre o comportamento desse sistema de transporte de

aminoacidos.

Mombrana Externa

Mombrana Interna

%r)d /CadotaLm

LFE2re

Figura 4: Modelo molecular esquematico 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 expressdo dos sistemas de transporte permanece
pouco conhecida devido a auséncia de anticorpos especificos (Stein, 1996).

As trés isoformas das NOS: nNOS (neuronal) ou NOS I; iINOS (induzivel) ou
NOS II; e eNOS (endotelial) ou NOS Il (Dudzinski et al., 2006) que sdo produtos de
genes distintos, no entanto apresentam semelhangcas em suas propriedades
quimicas e enzimaticas (tabela 1). O residuo N terminal liga a tetrahidrobiopterina
(BH4) e o heme cuja ligacdo parece ser fundamental para a atividade da enzima. A
L-arginina liga-se ao sitio ativo da enzima em uma porcdo proxima ao heme. O
dominio C terminal liga os cofatores NADPH, FAD (dinucleotideo adenina-flavina) e
FMN (mononucleotideo flavina). Os dominios N e C sdo unidos por uma pequena
sequéncia que liga a calmodulina, um co-fator essencial para a atividade da NOS
(Steuhr, 1997; Michel & Vanhoutte, 2009).
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Tabela 1: Caracteristicas principais das trés isoformas das NOS (adaptado de
Lincoln et al., 1997).

nNOS ou tipo | iNOS ou tipo Il eNOS ou tipo Il
Primeira
identificacdo

Peso 130
Molecular
(kDa)

Localizacéo

cromossomial

Funcéo Imunocitotoxicidade

principal

Niveis de
producdo de
NO

Regulacéo da Preferencialmente

expressao induzivel

Expresséao induzida
por citocinas e
endotoxina




30

A eNOS pode se tornar desacoplada pela auséncia de seu substrato ou dos
cofatores. Neste estado desacoplado, os elétrons que normalmente seguiriam do
dominio redutase de uma subunidade para o dominio oxidase da outra subunidade
sdo desviados para o oxigénio molecular, ao invés de irem para a L-arginina,

resultando na producédo de superoxido (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 musculo esquelético. A
eNOS, que também é uma enzima constitutiva, esta presente no endotélio vascular,
em cardiomiocitos e em plaguetas. A INOS foi primeiramente descrita em
macrofagos, mondcitos, neutréfilos e muasculo liso vascular ativados por citocinas
(Dudzinski et al., 2006). No entanto foi demonstrado em 1996 a presenca dessa
isoforma da enzima NOS em plaquetas humanas nédo estimuladas (Chen et al.,
1996), embora a existéncia dessa proteina em plaquetas humanas seja ainda

controversa.

Apesar de compartilharem uma série de caracteristicas cinéticas, a ligacao
com seus cofatores parece ser fundamental para a atividade maxima dessas
enzimas, sendo que destes, a calmodulina parece ser um fator chave na regulacao
da enzima através dos niveis de célcio. Sabe-se que a INOS ndo estd sujeita a
regulacao pelo calcio intracelular pois ela se liga completamente a calmodulina (Cho
et al.,, 1992). No entanto, eNOS e nNOS possuem uma alga que desestabiliza a
ligacdo com a calmodulina em niveis baixos de calcio, reduzindo a atividade da
enzima. Desta forma, pode-se afirmar que para que haja atividade maxima tanto da
eNOS como da nNOS é necessdaria uma concentracdo minima de calcio no interior

da célula (Fleming et al., 1999).

Apesar de ser bem estabelecido o papel das trés isoformas da enzima NOS,
evidéncias tém demonstrado a producdo de NO na membrana mitocondrial de
diversos tipos celulares como figado e coracdo (Ghafourifar et al., 1997; Kanai et al.,
2001). A esta enzima tem sido dado o nome de NOS mitocondrial (mtNOS). Embora
ainda ndo se saiba ao certo se a mtNOS é uma nova isoforma ou se € uma variante
da nNOS, foi demonstrado que a mtNOS € uma proteina constitutiva expressa na
membrana interna da mitocondria e que produz NO de forma dependente de calcio
(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
lipidica e forma um complexo com a GC soluvel, ativando-a. A GC solavel € membro
de uma familia de enzimas relacionadas que compartilham dominios cataliticos
semelhantes, mas que sdo ativadas por vias diferentes. E uma proteina
heterodimérica que consiste de uma subunidade alfa e uma subunidade beta. Cada
subunidade consiste de um dominio N-terminal H-NOX, um dominio central de
funcéo desconhecida e um dominio C-terminal nucleotideo ciclase (Derbyshire et al.,
2008) A isoforma da sGC melhor caracterizada € a forma al/fl, que responde a
concentracfes nanomolares de NO e catalisa a conversdo de GTP em GMPc e
pirofosfato (Derbyshire et al., 2008). Os efeitos celulares do GMPc sdo mediados por
diferentes proteinas efetoras do GMPc como as proteinas quinases dependentes de
GMPc (Hofmann et al., 2000), fosfodiesterases reguladas por GMPc (Juilfs et al.,
1999) e canais ibnicos ligados ao GMPc (Biel et al., 1999; Cary et al., 2006). A
elevacdo na concentracdo de GMPc induzida pelo NO é contrabalancada pela
ativacdo de fosfodiesterases, que sdo responsaveis pela degradacdo do GMPc
(Francis et al., 2001).

O NO é um radical livre, que pode participar de diversos tipos de reacdes
redox (Allen et al., 2009). Algumas dessas reacbes sao responsaveis por seus
efeitos biolégicos e outras limitam sua atividade. A inativacdo do NO ocorre em
grande parte pela reacdo com espécies reativas de oxigénio, incluindo o anion
superoxido e o peroxido de hidrogénio (Kelm et al.,, 1999). Essas espécies séo
encontradas em quantidades aumentadas em diversas disfuncdes 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 Plaguetas

As plaquetas sao fragmentos celulares anucleados derivados dos

megacariocitos localizados na medula 0ssea. Elas possuem um papel fundamental
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na hemostasia e na trombose. Para que haja a formacdo do tampao plaquetério, é
necesséaria a ocorréncia de trés fases distintas nas plaquetas: adesédo, ativacao e
agregacdo plaguetaria. Nos vasos sanguineos normais ndo-traumatizados, as
plaguetas mostram pouca tendéncia de se aderirem ao endotélio, em parte devido a
prostaciclina, produzida pelas células endoteliais, que induz a sintese de adenosina
3’-5’-monofosfato ciclico (AMPc) em plaquetas e inibe a adesdo plaquetaria
(Léwemberg et al., 2010). O 6xido nitrico, também normalmente secretado pelas
células endoteliais e pelas proprias plaquetas, € um inibidor natural da adesé&o, da
ativacdo e da agregacao plaquetaria. A lesdo da camada intima, mesmo que a
parede do vaso permaneca intacta leva, todavia, a exposicédo de proteinas da matriz
extracelular subendotelial, como o colageno, a fibronectina o fator de von Willebrand
(FvW), a trombospondina e a laminina (Léwemberg et al., 2010) .

A presenca dessas proteinas, particularmente do FVW faz com que as plaquetas
deixem o fluxo laminar do sangue e adiram a area lesada. As plaquetas possuem
uma elevada densidade de receptores de superficie que respondem a essas
proteinas e elas sofrem uma migracdo extremamente rapida para o local da leséo,
iniciando a formag&o de um trombo. Estdo envolvidos na ades&o dois receptores
principais: a glicoproteinas (GP) la/lla heterodimérica, a qual se liga diretamente,
mas de forma fraca, ao colageno, e o heterotrimero GP Ib/IX/V, que se liga com alta
forca de cisalhamento ao FVW do tecido conjuntivo associado ao colageno de
superficie (Léwemberg et al., 2010). A ativacao das plaguetas € um passo crucial na
formacao do trombo propriamente dito. A ativagdo pode ocorrer a partir da acéo de
diversos agonistas, alguns dos quais sao fracos e outros fortes. Sdo exemplos de
agonistas a trombina, a adenosina difosfato (ADP), o tromboxano A, (TxAz), a 5-
hidroxitriptamina (serotonina), a epinefrina, a vasopressina, o fibrinogénio. A maior
parte dos agonistas derivados do plasma exerce suas acles através de diversos
receptores de membrana acoplados a proteina G. Quando um desses receptores se
liga ao seu agonista especifico, se inicia uma cascata protéica intraplaquetaria que
por fim promove uma ativagdo dos transportadores de Ca*" e mobilizacéo de Ca™"
das resevas no sistema tubular denso para a matriz intracelular geral da plaqueta. O
aumento nas concentragdes intracelulares de Ca'™ atua nas vesiculas
citoplasmaticas conhecidas como granulos a ou nos granulos densos (ou 8), fazendo
com que eles migrem para a superficie das células e degranulem (Packham et al.,

2005). Os granulos densos liberam ADP, ATP, serotonina e Ca*". Os granulos a
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contém diversas proteinas envolvidas na coagulacdo. A liberacdo de ADP pelos
granulos densos no meio extracelular possui um efeito auto-catalitico 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 comecam a agregar.
A agregacao é iniciada pela ativacdo conformacional da GP llb/llla, uma proteina
transmembrana heterodimérica, mediada pelo Ca*™". Nas plaquetas circulantes, o
receptor GP llb/llla em repouso tem pouca atividade sob seus ligantes
(primariamente o fibrinogénio), de forma que a formacdo do trombo € minimizada.
Todavia, quando ocorre a ativagdo, a GP sofre uma mudanca conformacional que
garante a ela uma alta afinidade por seus ligantes.

Embora as plaquetas de mamiferos sejam células anucleadas, diversos
estudos demonstraram que elas contém RNA mensageiro (RNAm) oriundo dos
megacariocitos, durante a trombopoiese (Harrison & Goodall, 2008). Originalmente
acreditava-se que esse RNAm fosse instavel e que tivesse uma meia vida curta.
Todavia, evidéncias sugerem que as plaquetas sdo capazes de sintetizar proteinas e
que as reservas de RNAmM nas plaguetas sdo 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 funcdo das plaquetas. No entanto, Freedman e colaboradores
demonstraram que o NO produzido pela prépria plaqueta era capaz de modular sua
funcdo e inibia de forma marcante o recrutamento de plaquetas na formacdo do
trombo. Esses achados foram confirmados em um modelo animal que utilizava
animais deficientes em eNOS, cujas plaquetas produziam quantidades indetectaveis
de NO e que apresentavam menor tempo de sangramento (Freedman et al., 1999),
confirmando que o NO produzido pela prépria plaqueta era fundamental para a
modulacdo de sua atividade e que elas possuiam uma via de producéo de NO.

Por meio de estudos cinéticos, nosso grupo demonstrou previamente a
primeira evidéncia de que o transporte de L-arginina em plaguetas humanas é
mediado via sistema y’L e n&o pelo classico sistema de transporte de aminoacidos
cationicos, sistema y*. Além disso, Estudos prévios realizados em nosso laboratorio
demonstraram que o transporte de L-arginina pelo sistema y'L é limitante para a
producdo de NO em plaquetas, independente das concentragdes intracelulares deste

aminoéacido (Brunini et al, 2003).
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As plaquetas expressam ambas as isoformas de NOS, endotelial e induzivel
(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 célcio-dependente, eNOS (Radomski et al, 1990). Posteriormente,
Chen e Metha foram capazes de demonstrar a presenca da isoforma oxido nitrico
sintase induzivel através da incubacdo das plaguetas com citoquinas. Na auséncia
de calcio, a L-arginina foi convertida a citrulina e éxido nitrico, indicando a presenca
da iNOS, isoforma da NOS célcio-independente (Mehta et al, 1995). Todavia, 0s
dados a respeito da expressédo, funcdo e regulacdo das NOS em plaguetas,
permanecem controversos.

Em plaquetas, o NO causa uma ativacdo da GC com aumento da producéo
de GMPc e uma consequente ativacdo da proteina quinase dependente de GMPc
(PKG). A PKG inibe o influxo de ions calcio para o reticulo endoplasméatico da
plaqueta (Gkaliagkousi et al., 2007). Além disso, ela também fosforila o receptor do
TxA2, inibindo sua funcéo. Além dos efeitos mediados pelo GMPc foi demonstrado
gue o NO age por vias independentes do GMPc. Diversos doadores de NO parecem
inibir a funcdo plaguetéria sem que esse efeito seja revertido pelo uso de inibidores
da GC, mas ainda ndo h4 um consenso sobre os mesmos (Gkaliagkousi et al.,
2007).

Outras enzimas importantes na via efetora do NO sao as fosfodiesterases.
Foram isolados em extratos de plaguetas humanas trés isoformas distintas de
fosfodiesterases (PDE): PDE2, PDE 3 e PDES5. Nas plaquetas humanas, a PDE5 e a
PDE3 sé&o 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 plaquetario dos inibidores da PDE5, sugerindo-se que esses
compostos possam ser utilizados como agentes antitrombéticos (Lewis et al., 2006).
Nas plaguetas humanas, o NO gera um pico de GMPc que cai quase que
imediatamente (3 a 5 segundos), retornando aos niveis basais em menos de um
minuto (Mullershausen et al., 2004). Essa rapida reducé&o nas concentracfes de
GMPc seria devida a estimulacdo direta da PDE5 pelo proprio GMPc ou pela

fosforilacéo pela proteina quinase G (PKG) (Mullershausen et al., 2004).
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Figura 5: Via L-arginina — NO e ac¢bes do NO em plaquetas. L-ARG = L-

arginina; L-ORN = L-ornitina; L-CIT = L-citrulina; GC = guanilato ciclase soltvel; NO
= Oxido nitrico; PDES = fosfodiesterase 5 (adaptado de Gkaliagkousi, 2007) .

Além de gerar NO, a L-arginina pode também seguir a via do ciclo da uréia, e
ja foi comprovado que essas duas vias interagem e sdo capazes de modular suas
atividades. O primeiro relato da existéncia da arginase em plaquetas humanas foi
feito por Villanueva e Giret em 1980 e, além disso, foi evidenciada a atividade desta
enzima em plaguetas tanto de ratos como de coelhos (Mendez et al. 1997 e de La
Pena et al., 2000). Recentemente, um estudo realizado em plaguetas de pacientes
portadores de anemia falciforme, demontrou presenca de RNAm da arginase Il em
plaguetas humanas (Raghavachari et al., 2007) e noss grupo demonstrou uma
expressdo aumentada da isoforma Il da arginase em plaquetas de pacientes com
anorexia nervosa (Rodrgues Pereira et al., 2010). No entanto, ainda existem poucos
dados disponiveis sobre o comportamento dessa enzima nessas células, o que

demonstra a necessidade de mais estudos sobre essa via em plaguetas humanas.
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Merece destaque também o efeito das espécies reativas de oxigénio (ROS)
nas plaquetas. Embora o termo ROS se refira a diversos compostos distintos, o
anion superoxido talvez seja uma das ROS de maior relevancia, pois reage com o
NO para formar peroxinitrito, bem como é convertido em peroxido de hidrogénio pela
enzima superoxido dismutase (SOD). Estudos mostram que existe uma producao
fisiblogica de ROS em plaquetas durante a sua ativacado. De forma semelhante ao
endotélio, as ROS produzidas pela plaqueta sdo geradas por diferentes fontes
enzimaticas - NADPH-oxidase, NOS e ciclo-oxigenase (COX) - sendo que o uso de
inibidores da NADPH oxidase é capaz de inibir a agregacéo plaquetaria (Krétz et al.,
2004). Além da producdo enddégena de ROS, foi demonstrado in vitro que a
administracdo de superoxido exégeno torna as plaquetas mais sensiveis a acao de
seus agonistas como o0 colageno e a trombina e esse efeito € explicado, em parte,
pela reducdo da biodisponibilidade do NO com uma consequente formacéo de
peroxinitrito (Krotz et al., 2004).

1.3.2 Hemécias

Os eritrécitos, também conhecidos como hemécias ou células vermelhas
(RBC), sdo células bicbncavas anucleadas produzidas na medula éssea e séo
responsaveis pelo transporte de oxigénio e dioxido de carbono entre os tecidos
corporais e 0s pulmdes. Originalmente acreditava-se que, nessas células, o NO
reagisse com a hemoglobina, sendo retirado da circulagdo (Gladwin et al., 2003).
Embora relatos iniciais tenham sugerido a existéncia de uma via L-arginina — NO em
RBC (Chen et al., 1996), estudos subseqtientes ndo comprovaram a atividade da
NOS nessas células (Kang et al., 2000). Além disso, acreditava-se que mesmo que
os eritrocitos contivessem uma NOS ativa, a producdo de NO seria apenas uma
funcdo 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 imunofluorescéncia que

0s eritrocitos expressam uma eNOS funcional (Kleinbongard et al., 2006). A
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regulacdo da NOS em eritrécitos parece ser diferente da regulagcdo em outros tipos
celulares devido a auséncia de determinadas organelas e de maquinaria de
producdo de proteinas (Bratosin et al, 2001). Os primeiros experimentos
demonstraram que um dos mais importantes fatores que regula as propriedades da
NOS em eritrécitos e a disponibilidade de L-arginina (Kleinbongard et al., 2007).
Nesse sentido, em eritrgcitos, o ciclo da uréia tem fundamental importancia. RBCs
expressam a enzima arginase |, a qual hidrolisa a conversdo de L-arginina em
ornitina e uréia e existem relatos da alteracdo da atividade dessa enzima em

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

7

O transporte da L-arginina em eritrocitos € mediado por dois sistemas de
transporte: o sistema y* e o sistema y'L. Esta presente uma alteracdo da atividade
desses transportadores em eritrécitos em diversas doencgas, como insuficiéncia renal
cronica, hipertensdo arterial sistémica, pré-eclampsia e insuficiéncia cardiaca
(Mendes Ribeiro et al., 1997; Moss et al., 2004; da Costa et al., 2004), sendo que
essas células sdo um bom modelo para o estudo da cinética dos transportadores de

aminoécidos catiénicos e de seu comportamento em estados patoldgicos.

Além disso, foi levantada a hip6tese de que o NO produzido pelas heméacias
pudesse alterar as caracteristicas funcionais de sua membrana plasmatica. Foi
previamente demonstrado que doadores de NO s&o capazes de alterar a fluidez da
membrana e a deformabilidade dos eritrécitos (Tsuda et al., 2000; Bor-Kucukatay et
al., 2003), e que a incubacao de eritrocitos 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 proprias heméacias tem um
papel importante em sua funcdo. Cada vez mais tem se dado importancia ao NO
gerado pela hemacia. Acredita-se que o NO exdgeno atravesse a membrana da
hemécia e se ligue a hemoglobina, formando S-nitroso hemoglobina como uma
forma de armazenamento de NO. Atualmente existe uma teoria de que as hemacias
sdo uma fonte importante de NO na circulagdo e esse NO estaria envolvido na
regulacdo da funcdo plaquetaria (Pawloski et al., 1998) e do fluxo sanguineo (Jia et
al., 1996)

A existéncia de uma via L-arginina-NO bem estabelecida em eritrocitos e as
evidéncias de que o NO produzido pela propria célula € importante em suas fungoes,

corroboram a importancia da avaliacdo dessa via em diversas patologias.
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1.4 Hipertensao arterial sistémica

1.4.1 Definicdo e epidemiologia

A HAS é uma patologia com imensas repercussoes sociais devido a sua alta
morbidade e mortalidade. De acordo com o VII Joint National Comittee (VII JNC) sao
considerados hipertensos pacientes com pressao arterial sistélica maior ou igual a
140 mmHg ou pressdo diastolica maior ou igual a 90 mmHg (Quadro 1). Neste
mesmo estudo, foi introduzida uma nova classificagdo, com o termo pré-hipertensao,
aplicado aos individuos cujos niveis tensionais sistélicos variam entre 129-139
mmHg e diastélicos entre 80-89 mmHg. Todavia, segundo as VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao arterial retornam com a classificacdo em trés diferentes
estagios de hipertensao (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). Nesse

estudo optou-se por utilizar a classificacdo do VIl Joint National Comittee (VII INC).

Quadro 1: Classificacdo da pressao arterial sistémica para adultos (Adaptado
VII INC, 2003)

Classificacao Presséo Arterial Pressédo Arterial
Sistdlica (mmHg) Diastdlica (mmHQ)
Normal <120 e <80
Pré-hipertensao 120-139 ou 80-89
Hipertenséo Estagio 1 140-159 ou 90-99
Hipertenséo Estagio 2 > 160 ou > 100

Independente da gravidade da hipertenséo arterial sistémica essencial sabe-
se que os mecanismos fisiopatoldgicos propostos para explicar esta sindrome sao
uma combinacdo de fatores moleculares, genéticos, cardiacos, 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 hipertensédo arterial (Ribeiro et al.,
1997, Passos et al., 2006).

Os dados sobre a prevaléncia da HAS no Brasil sdo escassos e, muitas
vezes, limitados a determinadas regifes geograficas, principalmente nas regiées sul
e sudeste do pais (Lessa et al. 2001; Passos et al., 2006). No entanto, de acordo
com as V Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial a hipertensao arterial
sistémica, apresenta uma alta prevaléncia na populacdo adulta que varia de 22 a
40% no Brasil (V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2007). Estima-se que, no
mundo, cerca de um bilhdo de pessoas apresentem hipertensdo essencial e que
aproximadamente 7,1 milh6es de mortes sejam atribuidas a esta doenca (VII JNC,
2003). Dados de estudos observacionais realizados nos anos 90 demonstram que,
tanto hipertensdo arterial sistélica como diastolica estdo associadas com aumento
do risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular e acidentes vasculares
encefalicos (Lewington et al., 2002; Passos et al., 2006), sendo que a reducdo dos
niveis tensionais reduz o risco dessas complicacbes em 20% para doencas
cardiacas isquémicas e em até 40% para acidentes vasculares cerebrais (Turnbull,
2003; VII INC).

Tanto a hipertensdo, como outros fatores de risco convencionais para doenca
cardiovascular, como hipercolesterolemia, diabetes mellitus e tabagismo estao
fortemente associados a disfuncao endotelial (Brunner et al., 2005). A presenca da
disfuncdo endotelial em pacientes hipertensos é considerada um marcador de
eventos cardiovasculares futuros (Panza et al., 1990; Perticone et al., 2001; Minzel
et al., 2008). Além da disfuncédo endotelial, ocorre na hipertensao arterial sistémica
um quadro de hiperagregabilidade plaquetéaria (Konstantinova et al.,, 2006) e,
segundo Gabbasov, 0 aumento da agregacdo plaquetaria encontrada em pacientes
hipertensos estaria relacionado ao grau de hipertrofia ventricular esquerda e a
doenca arterial coronariana (Gabbasov et al., 1998)

Neste contexto de disfuncédo plaquetaria e endotelial, o NO teria um papel
importante na regulacao destes dois mecanismos e, alteragdes na via L-arginina-NO
presentes em pacientes hipertensos poderiam contribuir para 0s eventos

aterotromboticos téo frequentes nestes individuos (Remkova & Remko; 2009).
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1.4.2 A via L-arginina-NO, ciclo da uréia e estresse oxidativo em hipertensao arterial

sistémica

Apesar de existirem varios estudos na literatura que abordam o papel do NO
em hipertensdo essencial, os dados ainda s&o controversos, entretanto a maior
parte dos trabalhos indica que ha uma diminuicdo na producédo ou acdo de NO na
vasculatura e em células sanguineas (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 niveis plasméticos 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 elevacdes nos niveis plasmaticos de dimetil-L-
arginina-assimétrica (ADMA) em hipertensdo que poderiam contribuir para a
disfuncdo endotelial e plaquetaria observada nestes pacientes (Boger et al., 2005;
Perticone et al., 2009). De forma interessante, um estudo desenvolvido em nosso
laboratorio demonstrou que tanto o ADMA como o N-monometil-L-arginina (L-
NMMA) inibe dramaticamente o transporte de L-arginina e NOS em plaguetas
humanas, sendo que esse efeito € mais pronunciado em pacientes hipertensos
(Brunini et al., 2004, de Meirelles, 2007).

Assim, embora ndo haja consenso, as evidéncias apontam para uma inibicao
da via L-arginina-NO em hipertensédo (Cardillo & Panza, 1998; Holm et al., 2002;
Brunini et al., 2005). Dessa forma, a baixa disponibilidade de NO pode ser
provocada por alteracdes em diversas etapas da via L-arginina-NO, podendo haver
uma baixa producdo de NO, elevada degradacao por stress oxidativo ou reduzida
sensibilidade ao NO (Hermann et al.,, 2006; Rajapakse et al., 2009; Schulz et al.,
2008).

A inflamacdo cronica tem sido identificada como um fator importante na
génese da doenca vascular (Croce & Libby, 2007). Ao mesmo tempo, diversos
estudos tém mostrado a elevacdo de marcadores inflamatorios como a proteina C
reativa e o fibrinogénio em pacientes com hipertensédo (Cottone et al., 2006; de
Meirelles et al., 2009; Vyssoulis et al., 2007). Esse estado inflamatério presente nos

pacientes hipertensos pode estar envolvido nas disfun¢des endotelial e plaquetéria
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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 sao capazes de induzir a
expressdo 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, alteracdes na atividade dessa enzima poderiam interferir na L-
arginina-NO, contribuindo para o prejuizo na sintese de NO observado em
hipertenséao.

Nosso grupo recentemente demonstrou que ha uma reducédo do transporte de
L-arginina via sistema y'L em eritrécitos de ratos espontaneamente hipertensos e de
pacientes com HAS (Moss et al., 2004). De forma adicional, Schlaich e
colaboradores mostraram uma reducdo 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 hipertensdo arterial essencial
ocorre uma reducado do influxo de L-arginina via sistema y‘L em plaquetas humanas
(Moss et al., 2004). E possivel que a diminuicdo da atividade de transporte de L-
arginina em plaquetas através do sistema y'L seja responsavel pela reducido da
concentragéo da L-arginina intracelular limitando a produgéo de NO em hipertenséao.
Associado a reducdo do influxo da L-arginina em plaquetas, foi demonstrado
também uma reducdo da atividade da NOS, medida através da convers&o da L-[*H]-
arginina em L-[*H]-citrulina, em plaquetas de pacientes hipertensos quando
comparadas com controles saudaveis, confirmando os dados da literatura que
mostram uma reducao na producdo de NO em hipertenséo arterial, associada com
uma hiperagregabilidade plaquetaria (Holm et al., 2002; Brunini et al., 2005; de
Meirelles et al., 2009). Além disso, evidéncias do desacoplamento da eNOS e maior
atividade da NADPH oxidase, com aumento da producdo de superoxido foram
descritas em hipertenséo arterial, o que levaria a uma reducéao da biodisponibilidade
do NO (Schulz et al., 2008)

1.5 Insuficiénciarenal cronica



42

1.5.1 Definicdo e epidemiologia

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Nefrologia a doenca renal
cronica consiste em leséo renal e perda progressiva e irreversivel da funcdo do rim
(glomerular, tubular e endocrina). Estudos no Brasil mostram que a prevaléncia da
disfuncédo renal € de 0.5 % na populagdo adulta podendo atingir 5% na populacao
idosa (Oliveira et al., 2005). Os pacientes hipertensos diabéticos ou com histéria de
doenca renal cronica apresentam uma maior probabilidade de desenvolverem a
doengca (Romé&o Junior, 2004), sendo a hipertensdo arterial uma das principais
causas de faléncia renal.

A insuficiéncia renal pode ser classificada de acordo com a taxa de filtracao

glomerular (GFR) conforme descrito no quadro 2 (Romao Junior, 2004).

Quadro 2: Classificacdo da gravidade da faléncia renal

Estagio GFR
(ml/min/1.73m?
leve 60-89
moderada 30-59
grave 15-29
terminal <15

A medida mais freqlientemente utilizada para avaliacao da atividade renal é a
taxa de filtracdo glomerular, que é calculada a partir da mensuracdo dos niveis
séricos de creatinina apés ajustes para raca, sexo e idade (Snyder & Pendergraph,
2005). Atualmente, a formula Cockcroft-Gault € a mais utilizada para estimar a

filtracdo glomerular (Rom&o Janior, 2004):

Ccr = (140 —idade) x_peso x 0.85 (caso seja mulher), onde:
72 X SCr

Ccr = depuracéo de creatinina;
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Scr = concentracado sérica de creatinina (em mg/dL);
Idade em anos e peso em Kg

Com a progressao da doenca, os rins perdem a capacidade de controlar o
meio interno tornando-se necesséarios métodos de depuracdo artificial de sangue
(hemodidlise e didlise peritoneal) ou transplante renal. No entanto, o transplante
renal ndo é uma opcao viavel para a maioria dos pacientes, sendo que 50% dos
pacientes em hemodialise irdo a Obito antes de 4 anos de tratamento (Perosa &
Genzini, 1999; El Nahas & Bello, 2005; Oliveira et al., 2005).

A sindrome urémica, que surge ao longo do curso da IRC gera uma
constelacdo de sinais clinicos e sintomas (El Nahas & Bello, 2005; Zandi-Nejad &
Brenner, 2005). Esta sindrome surge como consequéncia do acumulo de
metabolitos (toxinas) combinado com a falha das fungbes endocrinas e
homeostéaticas do rim (EI Nahas & Winearls, 1996; El Nahas & Bello, 2005, Zandi-
Nejad & Brenner, 2005). Ela é caracterizada clinicamente por mal-estar, fraqueza,
nausea e vomito, cdibra muscular, prurido, alteracdes de paladar, e freqiientemente
dano neurolégico, decorrente de um nivel inaceitdvel de residuos nitrogenados
(Wilkens, 1998; Yavuz et al., 2005).

As principais causas de co-morbidade e mortalidade nos pacientes com
insuficiéncia renal crénica sdo as complicacBes 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 incidéncia da doenca cardiovascular nesses pacientes (Fort, 2005; Brunini
et al., 2006). Por outro lado, alguns fatores de risco tradicionais como a
hipercolesterolemia e a obesidade, estdo associados com um melhor prognéstico
nos pacientes com IRC. A explicacdo para esse fenbmeno denominado de
“‘epidemiologia reversa ou paradoxal” permanece incerta (Nurmohamed & Nubé,
2005). Nesse contexto, torna-se crescente a busca de fatores de risco nao-
tradicionais para os eventos cardiovasculares nos pacientes com IRC, incluindo a
desnutricdo, estresse oxidativo e a inflamagé&o (Fort, 2005; Brunini et al., 2006).

Os estudos mostram que as doencas cardiovasculares sao a principal causa
de morte entre os individuos portadores de doenca renal crénica em tratamento de

substituicéo renal (Guzon et al., 2006). Além disso, um recente estudo realizado por
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Van Biesen e colaboradores mostrou que, mesmo 0s pacientes com insuficiéncia
renal cronica moderada, apresentam um risco maior de morte por doenca

cardiovascular (Van Biesen et al., 2007).

1.5.2 A via L-arginina-6xido nitrico na insuficiéncia renal crbnica

Apesar da alta incidéncia de eventos trombéticos existentes na IRC,
freqientemente o0s pacientes urémicos apresentam tempo de sangramento
prolongado (Noris & Remuzzi, 1999; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004). Um
mecanismo proposto para explicar essa alteracdo na hemostasia observada nos
urémicos poderia ser a producdo aumentada de NO, tanto endotelial como
plaguetaria. Estudos prévios comprovam que plaquetas humanas de pacientes
renais em hemodialise tém uma ativacdo 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 reducéo da funcao plaquetaria (Kaw &
Malhotra, 2006, da Silva, 2005). Estas alteracdes no influxo da L-arginina néo se
restringem as plaquetas. Além disso, estudos realizados em nosso laboratério
mostraram um aumento do transporte pelo sistema y* em eritrocitos de pacientes
renais cronicos em hemodidlise e em tratamento conservador, tendo sido
evidenciado resultado semelhante em linfocitos (Brunini et al., 2005; Brunini et al.,
2006; Reis et al., 2006).

A ativacao inflamatéria existente na insuficiéncia renal e sua relacdo com a
mortalidade e morbidade tém sido estudada por varios grupos de pesquisa. Diversos
trabalhos demonstram uma elevacdo de marcadores inflamatérios sistémicos como
a proteina C reativa e citocinas como o TNF-a e a IL-6 no plasma de pacientes
desde as fases iniciais da IRC e estes ultimos parecem ter um papel na patogénese
desta sindrome (Psychari et al., 2005; Brunini et al., 2005, Wong et al., 2007). Os
mecanismos exatos que levam a um aumento na producgéo de citocinas ainda séo
desconhecidos. Estudos mostram que as citocinas s@o capazes de regular a via L-

arginina-NO através de inducdo da INOS e de transportadores de L-arginina na
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vasculatura e miocardio, aumentando dessa forma a producdo de NO. De maneira
oposta, certas citocinas podem diminuir a producao 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 modulacdo da via L-arginina-
NO-GMPc e do ciclo da uréia em hipertensédo e em diferentes estagios da IRC, bem
como avaliar marcadores de estresse oxidativo em células sanguineas e

sistemicamente desses pacientes.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade da NOS em eritrécitos de pacientes hipertensos.

Detectar a presenca das isoformas da arginase em eritrocitos, bem como
dosar sua atividade nessas células na HAS.

Investigar os efeitos da HAS na fragilidade osmotica eritrocitéria.

Dosar através das substancias reativas ao acido tiobarbitirico os niveis de
peroxidacao lipidica em eritrdcitos, plaquetas e no plasma de pacientes hipertensos.

Avaliar a expressao das isoformas da NOS, da GC e da PDE5 em plaquetas
de pacientes hipertensos e em controles.

Investigar o ciclo da uréia em plaguetas através da expressao das isoformas
da arginase, bem como de sua atividade em plaquetas.

Avaliar a atividade e a expressdao da NOS em plaquetas de pacientes
portadores de IRC em tratamento conservador.

Comparar os valores da agregacdo plaquetaria induzida por concentracfes
crescentes de colageno e de ADP obtidos no plasma rico em plaguetas de pacientes
portadores de IRC em tratamento conservador e de controles.

Dosar o conteudo de GMPc intraplaquetario em pacientes com IRC em
tratamento conservador e de controles.

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

pacientes com IRC em hemodialise.
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Avaliar a atividade e a expressdo da arginase em eritrocitos de pacientes com
IRC em hemodialise.

Quantificar a fragilidade osmotica eritrocitaria de pacientes com IRC em
hemodialise.

Dosar através das substancias reativas ao acido tiobarbitarico os niveis de
peroxidacao lipidica em eritrocitos, plaquetas e no plasma de pacientes com IRC em
hemodialise.

Avaliar a expressédo das isoformas da NOS, da GC e da PDE5 em plaquetas
de pacientes com IRC em hemodialise e em controles.

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

IRC em hemodialise.
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecéo de Controles e Pacientes

Participaram do estudo, 18 pacientes classificados com hipertensao estagio 1,
(tabela 1) como presséao arterial sistolica entre 140 e 159 mmHg ou diastdlica entre
90 e 99 mmHg (JNC VII, 2003) (48 = 4 anos) do ambulatério de Medicina Interna do
Hospital Universitario Pedro Ernesto e 20 controles (51 = 3 anos). Critérios de
exclusdo foram: cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, transfusao recente,

infeccdo e uso de medicamentos anti-plagquetarios (tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes hipertensos e

controles.

Dados Controles Pacientes HAS
Numero 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+t4
Triglicerideos 139+8 140 £ 11

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

renal crénica moderada (tabela 3) sem a necessidade de realizacdo de hemodiélise

ou didlise peritoneal (taxa de filtracdo glomerular entre 30-59 ml/min/1,73m?)
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oriundos do Hospital Universitario Anténio Pedro e 21 controles pareados por idade
e sexo. Para o estudo com pacientes portadores de IRC em estagio terminal, foram
selecionados 22 pacientes em hemodialise ha pelo menos 6 meses e 20 individuos
saudaveis (tabela 4) pareados por idade provenientes da Clinica de hemodialise
DERT (Depuragdo Extra Renal e Transplante), tendo sido utilizados os mesmos
critérios de exclusdo adotados nos pacientes com hipertensdo. O presente estudo
teve a aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario 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: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes portadores de

insuficiéncia renal crénica em tratamento conservador e controles

Pacientes

Dados Controles RC
NUmero de pacientes 21 24
Idade (anos) 54+7 55+ 3,7
Sexo (masculino/feminino) 11/10 11/13
indice de massa corporal (Kg/m?) 22 +0,6 24 +£1,3
Uréia (mmol/L) 23+1 80+7
Clearance (ml/min/1.73m?) 93+1 27+3
K* (mmol/L) 42+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 10° /L) 241 + 31 215+ 16
Hipertensdo 22

*p<0,05 vs. controle

Tabela 4: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes portadores de

insuficiéncia renal em hemodialise e controles
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Dados Controles Pacientes IRC
Numero de pacientes 20 22
Idade (anos) 51+3 52+1,9
Sexo, M/F 9/11 10/12
Meses em dialise - 71+8
Sessdao de dialise, min - 240
Kt/ V uréia - 1,39+£0,03
Hipertenséo - 18
IMC 23+0,5 20 + 0,5*
Albumina (g/dL) 4,4 +0,6 3,8+0,2
Dose EPO, - 4000
unids/semana
Hemoglobina (g/dL) 14+£0,9 10,9 + 0,3*
Colesterol total (mg/dL) 180 £ 19 172 +49

* p<0,05 vs. controle

3.2 Andlise clinica e laboratorial dos pacientes

Os dados clinicos referentes aos pacientes, necessarios ao estudo, foram
coletados utilizando-se o Protocolo do Laboratorio de Transporte de Membrana
elaborado previamente (Anexos 4 e 5). As avaliagdes bioquimica, hematoldgica e
imunolégica foram feitas no laboratério Central do Hospital Universitario Pedro

Ernesto ou na clinica DERT (Depuracao Extra Renal e Transplante).

3.3 Transporte de L-arginina em eritrocitos

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

coletado em tubos contendo heparina. Apos centrifugacdo (7000 rpm, durante 5
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minutos), o plasma é isolado e os eritrocitos sdo lavados com solucdo salina. A
seguir, as hemacias sdo incubadas por trés horas a 37°C para eliminar a trans-
estimulacdo. Subsequentemente, os eritrocitos sdo novamente lavados com solucao
salina por trés vezes. A suspensao de eritrocitos € dividida em duas partes,
adicionando-se em uma delas 0,2 mM de N-etil-maleimida (NEM), um inibidor
irreversivel do sistema y*. Incubam-se ambas as suspensées por 20 min a 37°C,
seguidas de lavagem com solucédo salina. As células sdo resuspensas em solucao
salina. A seguir, L-arginina tritiada (5-500 pM) é adicionada as aliquotas de
suspensdo, incubadas entdo por 5 minutos a 37°C. O transporte de L-arginina é
interrompido através do resfriamento rpido e a seguir as células sao lavadas com
uma solucdo de MgCl, seguido de centrifugacdo. Finalmente, os eritrocitos séo
lisados com Triton X-100 (0,1 %) e as proteinas precipitadas com &acido
tricloroacético. Apos centrifugacdo, o sobrenadante € transferido para tubos de
cintilacdo e a radioatividade contada através de um aparelho de contagem de
cintilacéo.

A cinética de um transporte mediado por um carregador € a expressao da
equacao de Michaelis-Menten.

[S]. Vmax
\/=

Km + [S]
Na qual:
V= velocidade do fluxo
Vmax= velocidade méxima do fluxo
[S] = concentra¢do do substrato

Km = concentracdo do substrato que corresponde a metade do Vmax

Para o calculo da equacédo de Michaelis-Menten e para determinar 0 Viax, Km,

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

transporte de L-arginina.

3.4 Andlise da atividade da NOS em eritrocitos

A atividade de NOS é acessada pela conversdo de L-[*H]-arginina em L-[*H]-
citrulina em um protocolo adaptado dos experimentos em plaguetas. A suspensao
de eritrécitos sera incubada na presenca de L-[*H]-arginina. A reacdo é interrompida
por rapida centrifugacdo seguida por lavagem com solucao de MgCl,. As células séo
lisadas com Tryton e as proteinas precipitadas com 4&cido tricloroacético. As
amostras sdo entdo centrifugadas e o sobrenadante é transferido para uma coluna
contendo a resina Dowex. L-[*H]-citrulina é removida para tubos de cintilacdo, o
liquido cintilante adicionado e a radioatividade contada. Primeiramente foram
realizados experimentos em eritrocitos de pacientes saudaveis (n=3) para a
determinacao da concentracdo de L-arginina a ser utilizada e o tempo de incubacao.
Foram entdo testadas diferentes concentragdes de L-arginina (5, 20, 50, 100, 300 e

500 uM) 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 uM de L-
arginina com incubacédo de 120 minutos.
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Figura 7: producdo de L-citrulina em eritrécitos de pacientes saudaveis.

Foram testadas diferentes concentracdes de L-arginina e diferentes tempos de
incubacéo.

3.5 Andlise da fragilidade osmética

Para os experimentos de fragilidade osmaética o sangue foi coletado em tubos
contendo heparina e as hemacias foram isoladas por centrifugacdo. As células foram
entdo lavadas duas vezes com solugao salina e uma aliquota de 12,5 yl de papa de

hemacias foi adicionada a tubos de ensaio contendo uma solu¢do com diferentes
concentracfes de NaCl (0 a 0,9%) (figura 8).
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Figura 8: Registro da hemdlise provocada por diferentes concentracdes de
NacCl.

Os tubos foram entéo gentilmente homogeneizados e as amostras incubadas
durante 30 minutos a temperatura ambiente. ApGs esse periodo os tubos foram
entdo centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. Os supernadantes foram entéo
isolados e transferidos para uma placa de 96 pocos e foi realizada a leitura das
densidades oticas (DO) em um leitor de microplacas a 540 nm. A DO do tubo
contendo apenas agua foi considerada como 100% de hemdlise e a partir dai foram
calculadas as porcentagens de hemolise das demais concentracdes de NaCl. Apos
o calculo das porcentagens de hemdlise, foram plotadas curvas de fragiilidade com
os valores de hemodlise e sua concentragdo de NaCl correspondente (figura 9) . Foi
utilizado o software GraphPad Prism 5.0 para o calculo da concentracdo de NaCl
responsavel por 50% de hemdlise (IC50) utilizando uma funcdo do tipo 4-

parametros.
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Figura 9: Exemplo ilustrativo de uma curva de fragilidade osmadtica de um

paciente saudavel.

3.6 Andlise da atividade da NOS plaquetaria

A atividade basal de NOS foi avaliada pela conversao de L-[*H]-arginina em L-
[®H]-citrulina.

L-[*H]-arginina (1 pM) é adicionada & suspensdo de plaquetas, que é
incubada a 37°C por 45 minutos. A reacdo € interrompida por rapida centrifugacéao,
14000 rpm por 15 segundos, seguida por duas lavagens com solucdo de Krebs
(descrever Krebs). As plaguetas séo lisadas com Tryton (0,1%) e transferidas para
uma coluna contendo a resina Dowex. L-[*H]-citrulina é removida para tubos de
cintilagcéo, o liquido cintilante adicionado e a radioatividade medida em um aparelho

de cintilag&o.
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3.7 Atividade da arginase em plaquetas e eritrocitos

A atividade da arginase foi avaliada em lisado de plaquetas e eritrocitos de
pacientes e controles. As plaguetas e os eritrécitos foram isolados por centrifugacéo
e submetidos a um tampao de lise contendo inibidores de proteases, seguido por um
processo de ruptura das células por ultrassom. As amostras foram centrifugadas por
14000 rpm a 4°C por 15 minutos para a retirada de debris celulares e o
sobrenadante foi armazenado para dosagem de proteina.

Uma aliquota do lisado de plaquetas foi incubada com uma solugéo de co-
fatores da arginase (Tris-HCI 9 mM, MnCl, 1 mM) e [C*¥]-L-arginina 100uM por 2
horas a 37°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de solugdo de uréia 100 mM e
acetato de sodio 250 mM a 4°C. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma
coluna contendo resina Dowex 50W-X8 para remover a ndo metabolizada e a [C**]-

uréia foi quantificada pela leitura em um contador de cintilacdo.

3.8 Extracéo de proteinas e western blotting

Foi avaliada a expressdao das isoformas endotelial e induzivel da NOS,
arginase | e ll, fosfodiesterase 5 e subunidade B; da guanilato ciclase solivel em
plaguetas e arginase | e Il em eritrocitos através de Western Blotting. As proteinas
foram extraidas a partir do isolamento de plaquetas e eritrGcitos de pacientes e
controles por centrifugacdo. A dissolucdo dos pellets de plaquetas e eritrocitos foi
realizada em tampdo de extracdo de proteinas (Quadro 3) contendo inibidores de
proteases (Protease inhibitor Cocktail — Sigma EUA), seguida por rapido
congelamento e descongelamento com nitrogénio liquido. Entdo 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 4°C para a
remocdo de debris celulares. O sobrenadante foi armazenado a -80°C até a sua
utilizagéo.

Os ensaios de Western Blotting foram realizados com 20 ug de proteina dos

lisados de plaquetas e 40 ug do lisado de hemacias suspensos em tampao de
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amostra (Quadro 4) apds desnaturacédo das proteinas por incubacdo a 90°C por 10
minutos.

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida NuUPAGE® Novex Bis-
Tris 10% (Invitrogen - CA), e as proteinas separadas por eletroforese a 200V por 60
minutos, utilizando-se tamp&do de corrida (Quadro 5. A transferéncia para as
membranas de PVDF (Invitrogen - CA) foi feita em tamp&o de transferéncia (Quadro
6) com voltagem de 15V por 45 minutos.

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais para eNOS e iNOS (BD
Biosciences — UK), arginase | e ll, fosfodiesterase 5 e subunidade (3; da guanilato
ciclase solavel (Santa Cruz) na concentragdo de 1:1000 O procedimento empregado
para deteccdo, por sua vez, foi o sistema baseado em quimioluminescéncia
Westenbreeze (Invitrogen - CA). Foram utilizados como padréo de peso molecular o
Full-Range Rainbow™ Molecular Weight Marker (GE Healthcare — EUA) e como
controles positivos lisados de macrofagos e células endoteliais, rim e figado (BD
Biosciences Pharmingen). As bandas foram quantificadas por densitometria,

utilizando-se o programa Adobe Photoshop 7.0.

Quadro 3: Composicdo do tampéao de extracdo de proteinas pH =7,5

Reagente Concentracao

NP-40 1%
Tris-HCI 20 mM
NaCl 400 mM

EDTA 1mM
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Quadro 4: Composi¢do do tampao de amostra pH= 6,8

Reagente Concentracéo

Tris 200 mM
SDS 8%
Glicerol 40%
B-mercaptoetanol 8%
Azul de bromofenol 0,4%

Quadro 5: Composicdo do tampéao de corrida

Reagente Concentragéo

Tris 250 mM
Glicina 1,92 M
SDS 1%

Quadro 6: Composicdo do tampao de transferéncia.

Reagente Concentragdo

Glicina 0,2 M
Tris 25 mM
SDS 0,10%

Etanol 18%

3.9 Determinacéo da peroxidacao lipidica (TBARS)

A peroxidagéo lipidica foi avaliada em soro, plaguetas e eritrocitos de
pacientes e controles através da formacdo de substancias que reagem ao &cido
tiobarbitirico (TBARS). As amostras sdo misturadas com &cido tricloroacético a
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10%, centrifugadas e o sobrenadante é incubado com &cido tiobarbitdrico a 0,67%
por 30 minutos a 100°C. As TBARS séo determinadas na absorbancia de 532 nM e

sao expressas como equivalentes de malondialdeido (nmol/mg de proteina).

3.10 Agregacdao plaquetaria

No protocolo utilizado nesse estudo, inicialmente, o sangue coletado €
anticoagulado com sédio trissodio a 3,8% e posteriormente centrifugado a 180g por
15 minutos em temperatura ambiente. O plasma pobre em plaguetas (PPP) é obtido
por centrifugacdo de 800g por 10 minutos. A concentracdo plaguetaria do PRP é
ajustada com o PPP para uma contagem constante de 1,5 x 10%/mL. A agregacéo é
induzida por colageno (2ug/mL, 4ug/mL e 8ug/mL) e a resposta € monitorada por 5
minutos em um agregdémetro de 4 canais (Chrono-Log). Os testes sdo feitos a 37°C
com uma velocidade de rotacdo de 900 rpm. A agregacdo maxima é expressa em

percentual.

3.11 Mensuracdo de GMP ciclico intracelular

Inicialmente as plaquetas sdo pré-incubadas com 200 uM de IBMX (inibidor
de fosfodiesterase) por 30 minutos. Em seguida, acido perclorico é adicionado a
suspensao de plaquetas, as células sdo lisadas em ultrassom e congeladas
rapidamente em nitrogénio. Posteriormente, as células fragmentadas passam por
uma centrifugacdo. Os sobrenadantes contendo GMPc sdo coletados e estocados a
-80°C, até a leitura por um ensaio enzimatico utilizando o método ELISA (Kit

Cayman).
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3.12 Dosagem de proteina

A mensuracdo das proteinas foi feita através de um ensaio colorimétrico,
utilizando-se o kit BCATM Protein Assay (Pierce-USA).

3.13 Analise estatistica

Os dados serdo apresentados como média + EP. A significancia estatistica
serd considerada quando p<0.05. Foi utilizado o teste t de student para comparar
médias de dois grupos quando a distribuicdo da amostra for normal. Caso contrario
sera aplicado o teste de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi considerada
quando p<0.05. Os célculos estatisticos e o preparo dos graficos foram realizados

através do programa de computador GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da hipertensdo arterial sistémica na atividade da NOS em

eritrécitos

N&o houve diferenca significativa na atividade basal da NOS em eritrocitos,
medida através da conversao da L-arginina em L-citrulina, em pacientes hipertensos
(0,037 + 0,006 nmol/10® células, n=10) comparado com controles (0,037 + 0,005
nmol/10® células, n=10) (Figura 10).
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0.03+

0.02+
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Producao de L-citrulina
(nmoI/108 cels)

0.00

Figura 10: Producdo basal de L[*H]-citrulina em eritrécitos de pacientes
hipertensos e controles.

4.2 Efeitos da hipertenséao arterial Sistémica na atividade da arginase em
eritrocitos

Na amostra estudada, nao foi verificada uma reducdo na atividade da

arginase, medida através da conversdo da [C'*]-L-arginina em [C'*]-uréia (pmol
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uréia/mg proteina/2h), em eritrécitos de pacientes hipertensos (26,23 + 4,1) e
controles (21,04 * 2,8) (Figura 11).
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[ Controles (n=9)
o< Bl HAS (n=9)
c = 301
SE
© (@)] T
S £ 20-
L o
B 5
82
S g 10-
Ze
0 T

Figura 11: Atividade da arginase em eritrocitos de pacientes hipertensos e

controles.

4.3 Expresséo da arginase em eritrocitos na hipertenséao arterial sistémica

Foi detectada a presenca da enzima arginase | em eritr6citos humanos.
Todavia ndo houve diferenca significativa no padrao de expressdo dessa isoforma
da enzima entre eritrécitos de controles e de pacientes hipertensos (14,9 + 1,4 vs
14,3 £ 0,2 unidades arbitrarias; n=5). Nao foi detectada a arginase Il em eritrocitos

humanos (Figura 12).
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Figura 12: Expressédo das isoformas de arginase | e Il em eritrocitos de

controles e pacientes hipertensos.

4.4 Efeitos da hipertensdo arterial sistémica na fragilidade osmoética de

eritrocitos

Foram realizadas curvas de fragilidade osmaética em heméacias de controles e
de pacientes hipertensos. Embora as curvas (Figura 13) mostrem um ligeiro desvio
para a direita, ndo houve diferenca significativa em relacdo 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 osmotica de eritrcitos de pacientes e

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

hipertensos e controles.



65

4.5 Avaliacdo da peroxidacao lipidica em eritrécitos

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica (marcador de stress oxidativo) de
eritrocitos através da dosagem de substancias que reagem ao acido tiobarbittrico
(pmol/mg de proteina) ndo mostrou diferenca significativa entre os pacientes

hipertensos (15,08 £ 2.7) e controles (23,09 * 3.7) (Figura 15).

301
—_— 3 Controle (n=8)

a Bl HAS (n=8)
o
o 20-
£
=
=
< 104
la
=

0 T

Figura 15: Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico em

eritrécitos de pacientes e controles.

4.6 Efeitos da hipertenséao arterial sistémica na atividade da NOS em plaquetas

A atividade basal da NOS em plaquetas, medida através da converséo da L-
arginina em L-citrulina, estava diminuida 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 plaguetas de pacientes hipertensos e
controles (* p < 0,05).

4.7 Efeitos da hipertensdo arterial sistémica na expressdo das isoformas da
NOS em plaquetas

A avaliacdo da expressdo da enzima NOS endotelial realizada por Western
Blotting dada em unidades arbitrarias mostra que as plaquetas humanas expressam
essa enzima de forma constitutiva, e sua expressao 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: Expressdao 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 induzivel, sendo que nao

houve diferenca significativa entre os grupos (2,3 £ 0.3 vs 2,1 +0,2).
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Figura 18: Expressdao da NOS induzivel em plaquetas de pacientes

hipertensos e controles.
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4.8 Efeitos da hipertensdo arterial sistémica na atividade da arginase em
plaguetas

N&o foi observada diferenga significativa na atividade da arginase (pmol
uréia/mg proteina/2h), avaliada através da conversdo da [C'*|L-arginina em [C]-
uréia, em plaquetas de pacientes com HAS (2,1 = 0,1; n=8) e controles (2,8 £ 0,5;
n=8) (Figura 19).

4_

1 Controle (n=8)
I HAS (n=8)

Arginase
(pmol uréia/ mg proteinal/2h)

Figura 19: Atividade da arginase em plaquetas de pacientes hipertensos e
controles

4.9 Efeitos da hipertenséo arterial sistémica na expressao das isoformas da
arginase em plaquetas

Nao foi observada expressao da arginase | em plaquetas humanas (tanto em
controles como na HAS). No entanto, foi observada a presenca da isoforma da
arginase Il (unidades arbitrarias), muito embora néo tenha sido detectada diferenca
estatistica entre os grupos (11,8 £ 3vs 7,1 £ 4).
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Figura 20: Expressédo das isoformas da arginase | e Il em plaquetas
humanas. A primeira banda corresponde ao controle positivo (lisado de figado na

arginse | e lisado de rim na arginase II).

4.10 Expressdo da guanilato ciclase soluvel em plaquetas na hipertenséao

arterial sistémica

Foi avaliada a expressao da subunidade B; da enzima guanilato ciclase em
plaguetas humanas. Nao foi observada diferenca significativa na expressao dessa
enzima em plaquetas de controles (34,5 £ 0,9 unidades arbitrarias; n=5) e de
pacientes hipertensos (34,6 + 0,9 unidades arbitrérias; n=5) (Figura 21).
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Figura 21: Expressdao da GCs em plaquetas de controles e pacientes

portadores de HAS.

4.11 Expressdo da fosfodiesterase 5 em plaquetas na hipertensdo arterial

sistémica

N&o foi observada diferenca significativa na expressado dessa enzima PDE5
em plaguetas de controles (37,6 = 3,1 unidades arbitrarias; n=5) e de pacientes

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

portadores de HAS.
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4.12 Avaliacao da peroxidacao lipidica em plaquetas em pacientes hipertensos

Na dosagem das substancias reativas ao &acido tiobarbitirico (nM/mg
proteina), ndo foi observado aumento desses compostos quando comparou-se

plaguetas de pacientes hipertensos (1,7 = 0,2) e controles (1,5 = 0,3).
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Figura 23: Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitirico em

plaguetas de pacientes e controles.

4.13 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica sistémica em pacientes hipertensos

Quando comparados, o soro de controles ndo diferiu do soro de pacientes
hipertensos em relagcdo a peroxidacgéao lipidica (0,08 + 0,01 vs 0,10 + 0,01; nM/ mg

proteina) (Figura 24).
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Figura 24: Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitirico 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/10® células) estava aumentada em plaquetas
de pacientes portadores de insuficiéncia renal crbnica em tratamento conservador

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

saudaveis (0,44 + 0,06; n=8).
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Figura 25: Atividade da NOS em plaguetas de pacientes portadores de
insuficiéncia renal crbnica em tratamento conservador e controles saudaveis (*
p<0,05).

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

pacientes renais em tratamento conservador

A expressdao tanto da eNOS como da iINOS estava aumentada em plaquetas

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

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

4.16 Concentracdo basal de GMPc em plaquetas de controles e pacientes

renais em tratamento conservador

A concentracdo basal de GMPc em plaquetas (pmol/108 céls), estava similar
em pacientes com IRC (0,15 % 0,05, n=12), em relagdo aos controles (0,25 + 0,05,
n=10).
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Figura 27: Concentracdes intracelulares de GMPc de pacientes e controles (*
p < 0,05).

4.17 Avaliacao da funcao plaquetéria

Foram observados efeitos dose- resposta na estimulacdo de plaquetas de
pacientes e controles tanto com colageno (Figura 28), como com ADP (Figura 29),

no entanto ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 28. Agregacéo plaquetaria induzida por concentragdes crescentes de

colageno em plaquetas de controles e de pacientes com insuficiéncia renal cronica.
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Figura 29. Agregacao plaquetaria induzida por concentracdes crescentes de

ADP em plaquetas de controles e de pacientes com insuficiéncia renal cronica.

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

portadores de insuficiéncia renal crénica em hemodidlise

Foi observado um aumento do transporte (micromoles/L/h) total aparente de
L-arginina nos eritrécitos de pacientes portadores de IRC em hemodidlise (Figura
30)
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Figura 30: Influxo de L-arginina total aparente,via sistema y* e y'L em

eritrécitos.
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4.19 Atividade da NOS em eritrocitos de pacientes controles e portadores de

insuficiéncia renal cronica em hemodialise

N&o foi detectada diferenca significativa na atividade da NOS (nmol/10®
célula) em eritrocitos de pacientes portadores de IRC em hemodiéise (0,031 + 0,001;
n=9) e controles saudaveis (0,037 + 0,005; n=10).
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Figura 31. Atividade da NOS em plaquetas de pacientes controles e

portadores de insuficiéncia renal cronica em hemodialise.

4.20 Atividade da arginase em eritrocitos de pacientes controles e portadores

de insuficiéncia renal crbnica em hemodialise

Foi demonstrada uma maior producdo de uréia (pmol uréia/mg proteina/2h)
nos eritrécitos de pacientes portadores de IRC em tratamento dialitico (34,4 * 5,3;

n=9) do que em eritrécitos de controles (21,0 * 2,8; n=9).
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Figura 32: Atividade da arginase em eritrécito de pacientes com IRC em
hemodialise e controles (*p<0,05).

4.21 Expressao das isoformas da arginase em eritrocitos de pacientes com

insuficiéncia renal cronica em hemodialise e controles

Foi detectada em hemacias humanas apenas a isoforma | da arginase, sendo
que as hemacias de pacientes renais cronicos (14,4 + 0,3 unidades arbitrarias; n=5)
parecem expressar essa isoforma em maior quantidade do que as células de

controles (10,8 £+ 0,7 unidades arbitrarias; n=5).
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Figura 33: expressdo das isoformas | e Il da arginase em eritrocitos de
pacientes portadores de IRC em homodialise e controles. As primeiras bandas
representam controles positivos para arginase | (lisado de figado de rato) e Il (lisado
de rim de rato) (*p<0,05).

4.22 Peroxidacdo lipidica em eritrécitos de pacientes controles e portadores de

insuficiéncia renal cronica em hemodialise

A avaliacdo da peroxidacao lipidica (marcador de stress oxidativo) de
eritrocitos através da dosagem de substancias que reagem ao acido tiobarbitarico
(pmol/mg de proteina) ndo mostrou diferenca 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 substancias reativas ao acido tiobarbitarico em

eritrocitos de controles e pacientes portadores de IRC em hemodidlise.

4.23 Efeitos da insuficiéncia renal crénica em hemodialise na fragilidade

osmotica de eritrocitos

Foram realizadas curvas de fragilidade osmotica em hemécias de controles e
de pacientes portadores de IRC em hemodialise. Embora as curvas (Figura 35)
mostrem um ligeiro desvio para a direita, ndo houve diferenga significativa em
relacdo 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 osmotica de eritrcitos de pacientes e

controles.
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Figura 36: IC50 da fragilidade osmoética de eritrocitos de pacientes portadores

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

pacientes renais cronicos em hemodidlise

A expressao (unidades arbitrarias) 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 hemodialise.
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Figura 37: Expressdo da NOS endotelial em plaquetas de controles e

paceintes renais crénicos em hemodialise (* p < 0,05).
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Figura 38: Expressdo da NOS induzivel em plaquetas de controles e

paceintes renais crénicos em hemodialise (* p < 0,05).

4.25 Expressdo da guanilato ciclase soluvel em plaquetas de controles e

pacientes com insuficiéncia renal cronica em hemodialise

Foi detectada uma maior expressdo da subunidade B; da enzima guanilato
ciclase nas plaquetas de pacientes portadores de IRC em hemodialise (28,8 = 1,4

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

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

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

4.26 Expressdo da fosfodiesterase 5 em plaquetas de controles e pacientes

com insuficiéncia renal cronica em hemodialise

N&o houve diferenca significativa no padrédo de expressao da fosfodiesterase
5 em plaquetas de pacientes com IRC em hemodialise (41,5 + 3,4 unidades

arbitrarias; n=5) e de controles (37,5 £ 3,1 unidades arbitrarias; n=5).
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Figura 40: Expresséo da PDES5 em plaguetas de pacientes portadores de IRC

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

insuficiéncia renal cronica em hemodiéalise

Foi demonstrada uma reducao da atividade basal da arginase (pmol uréia/mg
proteina/2h) em plaquetas de pacientes urémicos (1,3 + 0,9; n = 8) quando

comparado com pacientes controles (2,8 £ 0,5; n = 8) (Figura 41).

1 Controle (n=8)
Hl IRC (n=8)

Arginase
(pmol uréia/ mg proteina/2h)
"

Figura 41: Atividade da arginase em plaquetas de pacientes portadores de
insuficiéncia renal crénica e controles (* p<0,05).

4.28 Expressdo das isoformas da arginase em plaquetas de controles e

pacientes renais crénicos em hemodidlise

De forma similar aos pacientes hipertensos, nao foi observada a presenca da
arginase | em plagquetas humanas, enquanto que a arginase Il foi detectada, nao
havendo diferenca significativa em de seu padrdo de expressao entre 0S grupos
estudados.
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Figura 42: Expressao das isoformas da arginase | e Il em plaquetas de

pacientes portadores de insuficiéncia renal crénica e controles.

4.29 Peroxidacdo lipidica em plaguetas de controles e pacientes com

insuficiéncia renal cronica em hemodialise

Na dosagem das substancias reativas ao Aacido tiobarbitdrico (nM/mg
proteina), ndo foi observado aumento desses compostos quando comparou-se
plaguetas de pacientes portadores de IRC em hemodialise (1,1 + 0,2) e controles
(1,5 £ 0,3) (Figura 43).
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Figura 43: Dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitarico em

plaguetas de pacientes e controles.

4.30 Peroxidagdo lipidica no plasma de controles e pacientes com

insuficiéncia renal cronica em hemodialise

Foi detectada uma maior concentracdo de substancias reativas ao acido

tiobarbitlrico no soro de pacientes portadores de IRC em hemodialise (0,08 + 0,01

vs 0,15 + 0.02; nM/ mg proteina) (Figura 44).



88

0.204 *
CJ Controle (n=8)
= @l IRC (n=8)
c
s 0.154
(@]
£
S 0.101 N
[
<D( 0.05
2o
0.00 T

Figura 44: Dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico no

plasma de pacientes e controles
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5 DISCUSSAO

Neste estudo sdo abordadas duas patologias caracterizadas por alta
prevaléncia e grande impacto socio-econdmico: HAS e IRC. Sabe-se que a doenca
cardiovascular é a principal responsavel pela mortalidade em pacientes renais
cronicos em hemodialise (Marin et al., 2006) e que a HAS é um fator de risco
classico para aterotrombose, estando fortemente associada a eventos coronarianos
e cerebrovasculares (Staessen et al., 2005). Dessa forma, o estudo da fisiopatologia
dessas doencas é de grande importancia para que novas terapéuticas possam ser
empregadas a fim de reduzir morbidade e mortalidade, investigando a interface entre

as alteracdes celulares e moleculares com as manifestacdes clinicas.

5.1 Hipertenséo arterial sistémica

Apesar de estudos prévios realizados em nosso laboratério terem evidenciado
uma reducéo no transporte de L-arginina em RBC (de Meirelles et al, 2007; Moss et
al, 2004) de pacientes hipertensos, no presente estudo, ndo foram detectadas
alteracdes significativas na atividade da NOS em eritrcitos de pacientes portadores
de HAS. Apesar de controversa, cada vez mais tem sido dada importancia para a via
L-arginina-NO em eritrécitos. Mais do que um modelo para o estudo dessa via, 0 NO
produzido pelos eritrocitos parece ter uma atividade no controle do fluxo sanguineo,
da funcdo plaquetéaria (Kleinbongard et al, 2006) e no controle da deformabilidade
dos préprios eritrocitos (Uyuklu et al., 2009). Curiosamente, apesar de haver um
menor aporte de L-arginina para o interior do eritrocito (Moss et al., 2004), a
producdo de NO nessas células, em HAS parece estar mantida. Uma teoria que
poderia explicar esse achado seria a presenca de uma menor atividade da enzima
arginase, o que aumentaria a biodisponibilidade da L-arginina para a NOS. Todavia,

no presente estudo, também nao foram observadas alteracbes na atividade e na
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expressdo dessa enzima em eritrocitos de pacientes com HAS. Existem poucos
estudos detalhados sobre a modulagéo da via L-arginina-NO e do ciclo da uréia em
eritrocitos, entretanto, a administracdo de L-arginina exdégena parece aumentar a
sintese de NO por essas células, bem como alterar sua capacidade de deformacao
(Kleinbongard, 2007). Apesar de o paradoxo da L-arginina ser descrito em muitos
tipos celulares, ndo esta claro se esse fendmeno ocorre em eritrécitos, de forma
que, na HAS, é possivel que as reservas intracelulares de L-arginina sejam
suficientes para manter a sintese de NO e a atividade da arginase normais em
eritrocitos.

O western blotting de lisados de hemacias revelou que essas células
expressam apenas a isoforma | da arginase, confirmando os dados da literatura (Kim
et al., 2002). Além disso, ndo houve diferenca no padrao de expressao da arginase |
entre controles e individuos hipertensos. Estudos em modelos animais de HAS
mostram um aumento da atividade da arginase e que a administracdo de inibidores
dessa enzima promove uma melhora da funcdo vascular (Johnson et al., 2005;
Bagnost et al., 2010) nesses animais. Recentemente foi realizado um estudo sobre a
atividade e a expressdo da arginase em ratos espontaneamente hipertensos que
detectou uma maior atividade dessa enzima nas células do coracédo e do pulméo
desses animais, ndo havendo diferenga no rim, figado ou no cérebro. (Bagnost et al,
2010).

Diversos estudos apontam para a presenca de um estado pro-oxidante em
HAS (Rodrigo et al., 2007), com aumento da producdo de ROS e/ou reducéo dos
composto anti-oxidantes (Rodrigo et al., 2007). Curiosamente, no presente estudo,
nao foram detectadas diferencas significativas em relacdo a peroxidacao lipidica
sistémica e eritrocitdria nos pacientes hipertensos. Vale ressaltar que foram
incluidos nesse estudo pacientes portadores de hipertensdo arterial sistémica em
estagio | e, dessa forma, € possivel que com o avancar da doenca essas alteracdes
tornem-se mais marcantes. Além disso, é necessario que haja uma investigacao
mais detalhada das vias oxidantes e antioxidantes no eritrécito para que haja uma
confirmacédo da presenca do estado oxidativo na hipertenséo arterial, uma vez que a
peroxidacao lipidica € um marcador isolado da interacao de lipidios com ROS.

A membrana plasmética dos eritrécitos € composta por uma dupla camada
lipidica e por diversas proteinas que funcionam como receptores ou como canais de

transporte ibnico ou de particulas de baixo peso molecular. Quando submetidos a



91

concentracfes suficientemente hipotdnicas, os eritrocitos absorvem agua até que
ocorra 0 equilibrio osmaético ou a ruptura da membrana (Didelon et al., 2000).
Qualguer composto ou condicdo patolégica que modifiqgue a fluidez da membrana
altera sua capacidade de resistir as mudancas na osmolaridade do meio. Um dos
testes para a avaliacdo da resisténcia da membrana é o teste da fragilidade
osmatica (Didelon et al., 2000). Estudos mostram que a presenca de estresse
oxidativo faz com que a membrana de eritrécitos se torne mais rigida fazendo com
que a célula figue menos resistente e tenha uma maior fragilidade osmotica
(Brzeszczynska et al., 2008). No presente estudo, embora nao tenha sido observada
uma diferenga significativa no IC50 (concentragdo de NaCl na qual ocorre 50% de
hemolise) da fragilidade osmoética eritrocitaria de pacientes hipertensos, pode-se
notar que houve um desvio da curva de fragilidade para a direita, mostrando que ha
uma maior hemolise nas células de pacientes hipertensos. Um recente estudo
revelou que RBCs de pacientes hipertensos apresentam menor fluidez em sua
membrana plasméatica e que isso se devia, em grande parte, pela presenca 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 hipertensao, é possivel que haja
um agravamento fragilidade da membrana plasmatica dos eritrocitos.

Estudos prévios realizados em nosso laboratério demonstraram uma
diminuicdo no influxo de L-arginina em plaquetas de pacientes hipertensos,
associado com um aumento da agregacao plaquetaria induzida pelo colageno (Moss
et al, 2004). No presente estudo, foi detectada uma reducdo significativa da
atividade da NOS em plaguetas sem haver, no entanto, alteracdo na expressao da
enzima. E possivel que a reducdo 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 hipertenséo, o que, além de diminuir
a atividade da NOS, poderia levar a um desacoplamento da mesma, levando a uma
reducdo da sintese de NO com formacao de anion superoxido pela mesma (Vergani
et al., 2000; Chen et al.,, 2008). Outro possivel mecanismo para explicar essa
reducdo na sintese de NO em plaquetas na HAS é a presenca aumentada de
ADMA, um analogo da L-arginina que compete por seu sitio de ligagcdo na enzima,

promovendo inibicdo da mesma (Sonmez et al., 2010).
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Destaca-se neste trabalho, a identificacdo de ambas as isoformas de NOS,
endotelial e induzivel em plaquetas. A caracterizagcdo das isoformas de NOS
encontradas em plaquetas teve inicio nos anos 90 a partir de um relato que
descrevia a via L-arginina-NO em plaqueta (Radomski et al, 1990). Desde entéo,
diversos estudos tém mostrado, direta ou indiretamente, a presenca de isoformas da
NOS em plaquetas (Sase & Michel, 1995). Apesar da maioria dos relatos apontarem
para a presenca apenas da eNOS em plaguetas (Sase & Michel, 1995), Mehta e
colaboradores descreveram pela primeira vez a presenca das isoformas eNOS e
INOS em plaguetas humanas (Mehta et al, 1995). Mais recentemente, um estudo
realizado em plaquetas humanas para avaliar a produgédo de NO na doenca de
Alzheimer, confirmou os achados de Mehta e demonstrou que a isoforma induzivel
esta 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 presenca de forma constitutiva tanto da eNOS como da iINOS em lisado
de plaguetas humanas. Todavia, apesar de ter sido observada uma diminuicdo da
atividade da NOS, ndo foram observadas diferenca na expressao tanto da eNOS
como da iINOS, o que ressalta a importancia da biodisponibilidade da L-arginina e/ou
de cofatores na modulagéo da atividade da enzima.

A enzima GC é uma proteina heterodimérica que converte GTP em GMPc em
resposta ao estimulo pelo NO, sendo descrita muitas vezes na literatura como o
“receptor” do NO (Derbyshire et al., 2009). Um recente estudo demonstrou que a
auséncia da enzima GC em plaquetas leva a uma perda do efeito inibidor do NO
tanto na adesdo como na agregacao plaquetéria, demonstrando a importancia dessa
enzima em plaquetas (Dangel et al., 2010). Um estudo em um modelo animal de
HAS mostrou uma reducéo da expressao da GC soluvel e dos niveis de GMPc em
artérias desses animais (Ndisang & Wang, 2003). Apesar disso, ndo existem
estudos sobre a expressdo da GC soluvel em plaquetas de pacientes com HAS. O
presente trabalho ndo observou diferenca significativa na expressdo na subunidade
B, da GC solavel em plaquetas de pacientes hipertensos. Todavia, esse resultado
nao exclui a possibilidade de haver uma alteracéo na atividade da enzima, uma vez
que foi previamente demonstrado uma reducdo no conteudo de GMPc em plaquetas
de pacientes hipertensos (Moss et al. 2004)

Plaquetas humanas parecem expressar PDE3 e PDES5, sendo esta ultima

expressa em grandes quantidades (lto et al., 1996). A fosfodiesterase hidrolisa
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GMPc, reduzindo sua disponibilidade no interior da plaqueta. Estudos
farmacoldgicos mostram que inibidores da PDE5 promovem inibicdo da agregacéo
plaquetaria (Ito et al., 1996; Wilson et al., 2008). N&o existem estudos sobre a
expressdo e a atividade da PDE5 em hipertensédo arterial essencial, ho entanto
alguns inibidores dessa enzima tém sido testados como tendo efeito vasodilatador
(Patterson et al., 2006). O presente estudo confirmou a presengca da PDE5 em
plaguetas humanas, todavia ndo foi observada diferenca significativa no seu padrao
de expressao. Néao foi avaliada a atividade dessa enzima na HAS, mas sabe-se que
ela é regulada em parte por seu substrato, 0o GMPc, cujas quantidades encontram-se
diminuidas na HAS (Moss et al., 2004).

Muito embora existam dados de que a atividade da arginase esteja
aumentada na hipertensdo essencial (Demougeot et al., 2007), ndo foram
detectadas diferengas significativas na atividade e na expressédo da arginase em
eritrécitos e em plaquetas. Todavia, pode-se observar que plaguetas humanas
expressam apenas a isoforma Il da arginase, néo tendo sido detectada a isoforma I,
confirmando dados recentes da literatura que mostram a presenca de RNA
mensageiro da arginase Il em plaquetas (Raghavachari et al., 2007). A arginase
compete com a NOS pela L-arginina e, estudos em modelos animais de hipertenséo
mostram que o tratamento dos animais com inibidores da arginase reduz a pressao
arterial, aumenta a producéo de NO e melhora a reatividade vascular (Bagnost et al.,
2008). Mais estudos sao necessarios para elucidar o real papel da arginase na via L-

arginina — NO em plaquetas e eritrdcitos na hipertensao arterial.

5.2 Insuficiéncia renal cronica

Apesar da elevada prevaléncia de eventos aterotrombéticos, ha uma
tendéncia de prolongamento do tempo de sangramento em pacientes urémicos
(Noris & Remuzzi, 1999; Mendes Ribeiro & Brunini, 2004, Kaw & Malhotra, 2006).
Este quadro paradoxal em IRC parece ser resultado de um desequilibrio entre
fatores pré e antiagregantes plaquetarios (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
presenca da enzima NOS e capacidade da geracdo de NO por eritrocitos, bem como
aos efeitos do NO sobre as proprias hemacias. Foi comprovado que as hemacias
possuem NOS funcionante e que a inibicdo da atividade da mesma leva a uma
alteracéo da fluidez da membrana plasmaética eritrocitaria e reduz a deformabilidade
dessas células (Kleinbongard et al., 2006).

Foi demonstrado previamente que pacientes portadores de IRC em
hemodialise apresentam um aumento no influxo de L-arginina em eritrocitos (Reis et
al., 2006) e que haveria um aumento da sintese de NO nessa doenca (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 eritrécitos
de pacientes com IRC em hemodidlise, ndo ha alteracdo na atividade da NOS
nessas células, mostrando que, na IRC em hemodialise o aumento do aporte de L-
arginina ndo se manifesta como um aumento de NO em eritrécitos. Todavia, ha um
aumento tanto da expressao da arginase | como de sua atividade e, nesse contexto,
o aumento do influxo da L-arginina em eritrocios pode estar desviado para a
formacdo de uréia e L-ornitina. Recentemente, foi demonstrado que, em células
endoteliais, a estimulacdo da proteina quinase C alfa levava a um aumento do
transporte de L-arginina via sistema y*, com maior expressdo dos transportadores
tipo CAT2 associado a uma maior expressao e atividade da arginase (Visigalli et al,
2010), o que poderia ser uma possivel explicacdo para os achados obtidos em
eritrocitos na IRC em hemodialise. No entanto € necessario um maior estudo sobre a
regulacdo dessa via em heméacias.

Apesar de haver uma ativacdo da via L-arginina-NO na IRC em hemodialise,
essa doenca cursa com elevacdo de marcadores sistémicos de estresse oxidativo
(REF) o que foi confrmado no presente estudo, com o aumento significativo da
peroxidacdo Ipidica nesses pacientes. Sabe-se que tanto o NO como ROS levam a
uma alteracdo da composicao e da fluidez da membrana plasméatica de eritrdcitos.
Véarios estudos mostram um aumento da fragilidade osmdética de eritrécitos de
pacientes com IRC desde os estagios iniciais da doenca (Goi et al.,, 2009). No
presente estudo ndo foram detectadas diferencas significativas em relacdo ao 1C50
da fragilidade osmdtica eritrocitaria. Todavia, pode-se notar um desvio para a direita
na curva da fragilidade osmotica, mostrando que essas células sdo mais sensiveis a

alteracdo nas concentracdes extracelulares de sédio. Tal fato pode ser explicado,
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entre outros fatores pela maior producdo de ROS nesses pacientes, o que pode
promover uma reducdo da meia-vida desses eritrocitos (Wu et al., 1998).

Diversos estudos apontam para a presenca de uma disfuncéo plaguetaria na
IRC (Kaw & Malhotra, 2006; Thijs et al., 2008). Um estudo prévio realizado pelo
nosso laboratorio corroboram os dados existentes na literatura, que indicam uma
reducado da funcéo plaquetéaria de pacientes urémicos (da Silva et al., 2005; Neiva et
al., 2002). Para explicar essas alteracBes, varios trabalhos experimentais
demonstram a presenca de alteracfes intrinsecas das plaquetas, como um defeito
na via de sinalizacdo do célcio (Zhou & Vaziri, 2002), reducdo na expressado de
glicoproteinas em plaquetas urémicas (Moal et al., 2003) e defeitos na via do acido
araquidonico (Vecino, et al.,, 2002). No entanto, o NO parece ter um papel
fundamental no controle da homeostasia plaquetaria na uremia (Noris & Remuzzi,
1999).

Trabalhos experimentais realizados em nosso laboratério observaram que,
em uremia, ha uma ativacdo da via L-arginina-NO, com aumento do influxo de L-
arginina via sistema y'L, da atividade da NOS e do contetido de GMPc em plaquetas
(da Silva et al., 2005). Este aumento na sintese de NO pode ser um mecanismo
importante associado a reducdo da agregacéao plaquetéria desses pacientes.

Associado a essa ativagdo da via L-arginina-NO presente em uremia, foi
demonstrado, pela primeira vez, que a avaliacdo da expressdo das isoformas da
NOS em plaquetas realizadas no presente estudo exibiu uma maior expressédo de
eNOS e iINOS nas plaguetas de pacientes renais cronicos em hemodialise, sendo
com que o aumento da sintese de NO nesta doenca esteja relacionado ndo apenas
a um aumento da atividade da enzima dado por uma maior disponibilidade de seu
substrato, o0 aminoacido L-arginina, bem como por uma maior expressdo das
isoformas da NOS. Nao existem trabalhos da literatura sobre a expressao
plaquetaria das NOS em IRC, no entanto, sdo demonstradas alteracfes dessas
enzimas em diversos tecidos nesta patologia (Combet et al., 2001; Vaziri et al.,
2002). Esse aumento da sintese de NO em plaquetas pode desencadear também
um aumento da expressdo da enzima GC, considerada o “receptor” do NO,
conforme demonstrado o resultados obtidos nesse estudo. Essa maior expresséo da
GC pode explicar os niveis aumentados de GMPc obtidos em estudos prévios (da
Silva et al., 2005) e a consequente inibicdo plaquetéria existente na IRC em estagios

terminais. Apesar de nao ter sido detectada diferenca na expressdo da enzima
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PDE5 em plaquetas, ndo se pode descartar uma alteragdo da atividade dessa
enzima, de forma que é necessario um maior aprofundamento na compreensao dos
efeitos dessa enzima na atividade das plaquetas de pacientes urémicos.

Existem alteracdes da expressdo e da atividade da arginase com 0 processo
aterosclerotico e com a disfuncdo endotelial (Yang & Ming, 2006). A relacdo da
arginase com a uremia é muito pouco abordada na literatura, sendo que um estudo
realizado em modelo animal de uremia ndo demonstrou diferenca na atividade e na
expressdo de ambas as isoformas de arginase no tecido renal e no figado (Moradi et
al., 2006). De forma adicional, a inibicdo da arginase em um modelo animal de IRC
parece reduzir a progressao da insuficiéncia renal (Sabbatini et al., 2003). De forma
interessante, os resultados do presente estudo apontam para uma reducdo da
atividade da arginase em plaguetas de pacientes urémicos em hemodialise, ndo
havendo diferencas em seu padrao e expresséo. Este achado pode ser devido a um
desvio da L-arginina para a via da NOS, cuja atividade esta aumentada em
plaguetas na uremia (da Silva et al., 2005), como também por uma inibicdo pela
NOHA, um intermediario da via da sintese do NO, cujos niveis se elevam com o
estimulo da atividade da NOS (Topal et al., 2006). Portanto, € necessario um maior
aprofundamento no estudo da regulacdo da arginase na IRC bem como de sua
interagcdo com a via L-arginina-NO.

Com relacdo a IRC em estagios moderados, resultados prévios obtidos pelo
nosso grupo demonstraram que, em plagquetas de pacientes com IRC em tratamento
conservador ha uma diminuicdo 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 ha, nesses pacientes, um aumento
da expressdo das isoformas INOS e eNOS nos pacientes renais em relacdo aos
controles, que poderia explicar, em parte, a hiperatividade da enzima NOS
observada nas plaquetas desses individuos. Esse aumento da atividade da NOS
parece ser um mecanismo compensatorio que serve para manter a producdo
intraplaquetéaria de NO na IRC, conforme evidenciado pelos niveis normais de GMPc
intraplaquetéario e de agregacao plaquetéaria induzida tanto por colageno como por
ADP.

Na hipertensao arterial, foi demonstrada diminui¢cdo do influxo de L-arginina
em plaquetas via sistema y'L e da atividade da NOS (Moss et al, 2004).

Considerando o estagio da doenca renal e que a maioria dos pacientes com IRC em



97

tratamento conservador incluidos no presente estudo s&do hipertensos (90%), €
possivel que este transportador continue modulado pela hipertensdo e que a
estimulacdo do mesmo na IRC esteja associada ao processo dialitico. Além disso,
ha a possibilidade de as alteracGes promovidas pela progressao da doenca renal na
via L-arginina-NO serem observadas primariamente em nivel de atividade enzimética
(NOS).

Apesar do transporte de L-arginina estar reduzido, existe uma maior
expressao tanto da iINOS como da eNOS em plaquetas, levando a um aumento da
atividade destas enzimas. Dessa forma, é possivel que a reducdo do transporte de
L-arginina para o interior da plaqueta leve a um mecanismo compensatorio de
ativacdo das NOS, que mantém a disponibilidade do NO intraplaguetaria.

Em resumo, os resultados aqui apresentados demonstram que a via L-
arginina-NO-GMPc em plaquetas humanas esta alterada na doenca renal crbnica
independentemente do tratamento dialitico e na hipertensédo arterial essencial. Em
um contexto de atividade anormal dessa via em patologias como a IRC e a HAS, um
completo entendimento da sua modulacéo € necessario, uma vez que pode conduzir

a novas ferramentas terapéuticas
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6 CONCLUSOES

De acordo com o presente estudo pode-se verificar que em eritrocitos, na
HAS nédo ha alterac@o na sintese de NO, todavia ocorre uma ativacdo do ciclo da
uréia, que pode ser dada pelo aumento do influxo de L-arginina eritrocitario
previamente demonstrado. O presente estudo ndo demonstrou diferenca significativa
na peroxidacao lipidica sistémica, em plaquetas ou eritrocitos na HAS. Os dados
obtidos nessa tese, bem como dados previamente publicados sdo resumidos na
(figura 45).

Figura 45: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em
eritrocitos de pacientes portadores de HAS. | Reducgao significativa em relagdo aos

controles; = sem alteracao significativa em relacédo aos controles.

Em plaquetas, no entanto, houve uma redugéo da atividade da NOS, que nao
foi acompanhada por alteragédo da expresséao das isoformas da NOS, da arginase,
da PDE5 ou da GC soluvel. Dessa forma, conforme demonstrado previamente, é
possivel que a menor producdo 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
plaguetas de pacientes portadores de HAS. | reducao significativa em relagdo aos
controles; 1 aumento significativo em relagdo aos controles; = sem alteragao

significativa em relagéo aos controles.

Os eritrocitos de pacientes renais cronicos em hemodialise mostraram um
maior influxo de L-arginina associado a um aumento da expressao e da atividade da
arginase, nao havendo diferenca na atividade da NOS (figura 47). Além disso,
apesar e nao ter sido mostrado alteracdo nos marcadores de peroxidacao lipidica
em eritrécitos e plaquetas, os niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

estavam elevadas no soro de pacientes com IRC em hemodiélise.
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Figura 47: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em

eritrocitos de pacientes portadores de IRC em hemodialise. 1 aumento significativo

em relacdo aos controles; = sem alteragao significativa em relacao aos controles.

Por outro lado, as plaguetas dos mesmos pacientes apresentaram uma maior

expressdo da eNOS, da iNOS e da guanilato ciclase solavel, acompanhada de uma

reducdo da atividade da arginase (figura 48), o que pode justificar a disfuncéo

plaquetéria que existe nesses pacientes.

l L-arg t y*L
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Figura 48: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em

plaguetas de pacientes portadores de IRC em hemodialise. | redugao significativa
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em relagdo aos controles; 1 aumento significativo em relagdo aos controles; = sem

alteracéo significativa em relagéo aos controles.

Plaquetas de pacientes portadores de IRC em tratamento conservador
mostraram um aumento da atividade da NOS associado com maior expressao tanto
da iINOS como da eNOS. Curiosamente foram detectados menores concentracdes
de GMPc, ndo havendo no entanto, diferenca nos padrdes de agregacao plaquetaria

induzida por colageno ou ADP (figura 49).

L-arg
. Estresse
L-cit oxidativo
&
NO g
GCs PDE,

Figura 49: resumo dos achados da via L-arginina-NO e ciclo da uréia em
plaguetas de pacientes portadores de IRC em tratamento conservador. | redugao
significativa em relagdo aos controles; 1 aumento significativo em relagdo aos

controles; = sem alteracao significativa em relagcédo aos controles.
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ANEXO A - Aprovacdo do Comité de Etica 1
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Rio de Janeiro, 15 de agosto de 2001

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman

Para: Dra. Patricia Fonseca dos Reis
Orient. Antonio Claudio M. Ribeiro

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apos
avaliacdo, considerou o projeto (451-CEP/HUPE)" ALTERACOES DA VIA L-ARGINA-
OXIDO NITRICO EM PACIENTES COM INSUFICIENCIA RENAL CRONICA E SUA
CORRELACAO O ESTADO NUTRICIONAL " dentro dos padroes éticos da pesquisa em
seres humanos, conforme Resolugdo n.° 251 sobre pesquisa envolvendo seres humanos
de 07 de agosto de 1997, do Conselho Nacional de Saude, bem como o consentimento
livre e esclarecido.

O Comité de Etica solicita a V. Sa., periodicamente envie para este Comité
copias dos Termos de consentimentos de seu projeto e que ao término da
pesquisa encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto.

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREQ - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TElI EEAY. BR7-AR7R — FMATI * rncine@uieri br
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Rio de Janeiro, 15 de agosto de 2001

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman

Para: Dr. Lucia E. Novaes Malagris
Orient. Anténio Claudio M. Ribeiro

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apods
avaliacdo, considerou o projeto (450-CEP/HUPE)" A VIA L-ARGINA-OXIDO NITRICO E O
CONTROLE DOP ESTRESS EM PACIENTES COM HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA "
dentro dos padrBes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolugdo n.® 251
sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 07 de agosto de 1997, do Conselho
Nacional de Satde, bem como o consentimento livre e esclarecido.

O Comité de FEtica solicita a V. Sa., periodicamente envie para este Comité
copias dos Termos de consentimentos de seu projeto e que ao término da
pesquisa encaminhe a esta comissao um sumario dos resultados do projeto.

b & | —"

Prof. Wille Oigman
Presidente do Comité de Etica em) Pesquisa

- COMITE DE ETICA EM PESQUISA
/. VINTE E OITO "TEMBRO, ERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TELE ?AYM 587- 6{?’3 — EMAIL: cocipe@uer].br
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo da pesquisa: A via L-arginina-6xido nitrico em hipertenséao arterial
sistémica e insuficiéncia renal cronica

Pesquisadores participantes: Dr. Anténio Claudio Mendes Ribeiro e Mestranda
Monique Bandeira Moss

Telefone para contato: (21)25876141 ou (21)81574255

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Hospital Universitario Pedro Ernesto

Clinica DERT — Depuracao Extra Renal e Transplante Ltda.

Eu, , CPF n°
, 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
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo, assim como as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Foi-me
esclarecido ainda que, por ser uma participacdo voluntaria e sem interesse
financeiro, ndo terei direito a nenhuma remuneracdo. Foi-me garantido que
poderei retirar meu consentimento a qualquer momento sem que isto leve a
qualquer penalidade ou interrupcédo do meu tratamento nesta instituicao.

Rio de Janeiro, de de 20

Assinatura do sujeito ou responséavel

Testemunha Testemunha
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ANEXO D - Protocolo de transporte de membrana 1

DATA DA COLETA:

1- Nome:

PRONTUARIO:

2- ldade:

4- Raga: () Branca () Negra

5-Etiologia:

3—-Sexo: ()F ()M

() Mestica

6-Doencas associadas:

7- Avaliagao Nutricional:

Peso pés-dialise = Altura =

Diagnostico Nutricional =

IMC = Albumina =

8- Medicamentos :
() corticoide () B- bloqueador
() diurético

() anti-arritimico

() Célcio () outros:

() aspirina

() ACCa () Inibidor da ECA

() eritropoetina

9- Presséao arterial pos-dialise:

10- Kt/ V uréia:




11- Tempo de dialise:

12- Duracéao da dialise:

13- Exames Laboratoriais P6s-dialise:

Hematocrito Leucacitos
Hemoglobina Neu
Creatinina Linf

Uréia Eos

K Baso

Na Bastbes
Ca Mono

P Plaquetas
Mg Glicose
TG Acido Ur
Col. Total Ptn total
Albumina Proteina C
Fibrinogénio
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ANEXO E - Protocolo de transporte de membrana 2

DATA DA COLETA: MATRICULA:
1- Nome:
2 —ldade: 3-Sexo: ()F ()M

4 — Raca: () Branca () Negra () Mestica

5- Etiologia:

6- Doengas

associadas:

7- Fatores de Risco Cardiovascular:

( ) Historia Familiar Quem?

( ) Tabagismo N° Tempo Quando Parou?

( ) Etilismo Qual? Quantidade?

( ) Sedentarismo

( ) Dislipidemia

( ) Obesidade  Grau?

( ) Menopausa Quando? Faz reposicao?

8 — Avaliacéo Nutricional:



Peso =

Circunf. Quadril =

Diagnostico Nutricional =

9 — Medicamentos :

Circunf. Cintura =

124

IMC =

Relac&o Cint-Quadril=

( ) metildopa ( ) inibidor da ECA

( ) corticoide ( ) beta- bloqueador

( ) diurético () anti-arritimico ( ) antagonistas AT2
( ) blog célcio ( ) reposicdo hormonal () AINE

( ) outros:

10 — Exames Laboratoriais

Data:
Hematocrito Leucacitos
Neu
Hemoglobina
Linf
Creatinina
Uréia Eos
K Baso
Na Bastbes
Ca™ Mono




Col. Total Plaguetas
Col. LDL Glicose
Acido Urico
Col. HDL
Ptn total
TG
Fibrinogénio

Proteina C
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ANEXO F - Trabalhos publicados e submetidos no periodo de 2007 a 2010

1. PEREIRA, N. R., BRUNINI, T. M. C., ASSUMPCAO, C. R., MOSS, M. B,,
CARDOSO, C., MANN, G e, RIBEIRO, A. C. M. Oxidative stress, L-arginine-nitric
oxide and arginase pathways in platelets from adolescents with anorexia nervosa.
Blood Cells, Molecules & Diseases. , v.44, p.164 - 168, 2010.

2. MOSS, M. B., BRUNINI, T. M. C., MANN, G e, SIQUEIRA, M. A. S., RIBEIRO, A.
C. M. Platelet aggregation in arterial hypertension. Is there a nitric oxide-urea
connection?. Clinical and Experimental Pharmacology & Physiology. , v.37, p.167 -
172, 2010.

3. COSTA, C. A., AMARAL, T. A. S., CARVALHO, L. C. R. M., OGNIBENE, D. T., DA
SILVA, A. F. E., MOSS, M. B., VALENCA, S. S., DE MOURA, R. S., RESENDE, A.
C. Antioxidant Treatment With Tempol and Apocynin Prevents Endothelial
Dysfunction and Development of Renovascular Hypertension. American Journal of
Hypertension. , v.22, p.1242 - 1249, 20009.

4. MALLAGRIS, L. E. N., BRUNINI, T. M. C., MOSS, M. B., SPOSITO, B., SILVA, P.
J. A., RIBEIRO, A. C. M. Evidéncias biolégicas do treino de controle do stress em
pacientes com hipertenséo. Psicologia. Reflexdo e Critica. , v.22, p.60 - 68, 2009.

5. RIBEIRO, A. C. M., MATSUURA, C., MEIRELLES, L. R., MOSS, M. B., MANN, G
e, BRUNINI, T. M. C. The role of exercise on L-arginine-nitric oxide pathway in
chronic heart failure. The Open Biochemistry Journal. , v.3, p.66 - 76, 2009.

6. RIBEIRO, A. C. M., ELLORY, J C, MOSS, M. B., MORAES, T., SIQUEIRA, M.,
MANN, G e, BRUNINI, T. M. C. Dengue fever activates the L-arginine-Nitric Oxide
pathway: an explanation for reduced aggregation of human plaelets. Clinical and
Experimental Pharmacology & Physiology. , v.35, p.1143 - 1146, 2008.

7. SIQUEIRA, M. A. S., MOSS, M. B., RIBEIRO, A. C. M., PEREIRA, N. R.,
MARTINS, M. A., MANN, G. e BRUNINI, T. M. C. Modulation of the aminoacid
transport system y+L by surface potential, ouabain and thrombin in human platelets:
effects of uremia. Nephron. Experimental Nephrology. , v.107, p.e132 - €138, 2007.

8. BRUNINI, T. M. C., SANTOS, S. F. F., SIQUEIRA, M. A. S., MOSS, M. B,
LUGON, J. R., RIBEIRO, A. C. M. Nitric oxide, malntrition and chronic renal failure.
Current Medicinal Chemistry. Cardiovascular & Hematological Agents. , v.5, p.155 -
161, 2007.

9. OGNIBENE D, MOSS, M. B., BRUNINI, T. M. C., SIQUEIRA, M. A., MATSUURA,
C., DE MOURA, R. S., RIBEIRO, A. C. M., RESENDE, A. C. Characterization of L-
arginine-NO-cGMP pathway in spontaneously hypertensive rat platelets: the effects
of pregnancy. Hypertension Research. , 2010 (aceito para publicacao).
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10. SIQUEIRA, M.A.S., MOSS, M.B., BRUNINI, T.M.C., PEREIRA, N.R., MARTINS,
M.A., SANTOS, S.F., LUGON J., Mendes-Ribeiro, A.C. Expression and activity of
nitric oxide synthases in platelets from severe chronic renal failure patients
(Submetido ao periodico Platelets).
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ANEXO G - Apresentacfes em congressos e publicados em anais de eventos no
periodo de 2007 a 2010

1. MOSS, M. B., BRUNINI, T. M. C., MANN, G e, RIBEIRO, A. C. M. Effects of
essential hypertension on platelet function, nitric oxide synthase and arginase in
platelets. In: 60th Annual Meeting British Microcirculation Society, 2010, Exeter.
Proceedings of the 60th Annual Meeting British Microcirculation Society. , 2010. p.74
— 74 (este trabalho ganhou o prémio de melhor poster do congresso)

2. MOSS, M. B., BRUNINI, T. M. C., BICHARRA, J., MOSS V.B., MURY, W. V.,
SIQUEIRA, M. A. S., SANTOS, S F F, RIBEIRO, A. C. M. Diminui¢ao da atividade da
arginase associada a hiperexpressdo da Oxido nitrico sintase em plaquetas na
uremia In: XXIV Reunido Anual da FESBE, 2009, Aguas de Linddia. Anais da XXIV
Reunido Anual da FESBE. , 2009. p.27008 - 27008

3. MOSS, M. B., MOSS V.B., SIQUEIRA, M. A. S., MURY, W. V., DOS SANTOS,
C.G, MANN, G e, BRUNINI, T. M. C., RIBEIRO, A. C. M. Effects of systemic arterial
hypertension on nitric oxide synthase activity and expression, arginase activity and
lipid peroxidation in human platelets In: Physiological Society Meeting, 2009, Dublin.
Proceedings of Physiological Society. , 2009. v.15. p.149 - 150

4. PEREIRA, N. R., BRUNINI, T. M. C., MANN, G e, MOSS, M. B., ASSUMPCADO, C.
R., RIBEIRO, A. C. M. Nitric oxide production and bioavailability in red blood cells
from patients with anorexia nervosa In: Physiological Society Meeting, 2009, Dublin.
Proceedings of Physiological Society. , 2009. v.15. p.153 - 153

5. FONTOURA P.C.S, BRUNINI, T. M. C., PINTO V.L., MATSUURA, C., MOSS, M.
B., SILVA, O., ELIE, C., RIBEIRO, A. M. C. Platelet L-arginine-nitric oxide pathway in
bipolar disorder In: Physiological Society Meeting, 2009, Dublin. Proceedings of
Physiological Society. , 2009. v.15. p.134 - 134

6. MATSUURA, C., BRUNINI, T. M. C., ZEITOUNE, R., MOSS, M. B., CARVALHO,
J.J., GARCIA, A.B., RIBEIRO, A. C. M. Upregulation of platelet L-arginine-nitric oxide
pathway may contribute to the hypotensive effect of exercise training In:
Physiological Society Meeting, 2009, Dublin. Proceedings of Physiological Society. ,
2009. v.15. p.153 - 153

7. FONTOURA P.C.S, MOSS, M. B., MATSUURA, C., RIBEIRO, A. C. M., BRUNINI,
T. M. C. A expresséao e atividade da iINOS e eNOS, atividade da arginase e estresse
oxidativo em ceélulas sanguineas de pacientes hipertensos In: 172 Semana de
Iniciacdo Cientifica UERJ, 2008, Rio de Janeiro. Anais 172 Semana de Iniciagdo
Cientifica UERJ. , 2008.

8. SIQUEIRA, M., MOSS, M. B., SANTOS, S F F, BRUNINI, T. M. C., PEREIRA
N.R., RIBEIRO, A. C. M. Disfuncdo plaquetaria na insuficiéncia renal moderada:
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papel da via L-arginina-6xido nitrico In: 2° Congresso Luso-Brasileiro de Nefrologia e
XXII Congresso Portugués de Nefrologia, 2008. Proceedings do 2° Congresso Luso-
Brasileiro de Nefrologia e XXII Congresso Portugués de Nefrologia. , 2008. p.xx-Xx -
XX-XX

9. SIQUEIRA, M., MARTINS, M.A., MOSS, M. B., BRUNINI, T. M. C., LUGON, J R,
PEREIRA, N.R., RIBEIRO, A. C. M. Hiperatividade e expressdao aumentada da oxido
nitrico sintase plaquetéaria na insuficiéncia renal em tratamento conservador In: XXIV
Congresso de Nefrologia e 14° Congresso Brasileiro de Enfermagem em Nefrologia,
2008, Curitiba. J Bras de Nefrologia. , 2008. v.30. p.35 - 35

10. OKINGA A., BRUNINI, T. M. C., MOSS, M. B., RESENDE, A. C., MANN, G e,
RIBEIRO, A. C. M. Intraplatelet L-arginine-nitric oxide and vascular reactivity in an
animal model of postnatal stress In: Physiological Society Meeting, 2008, Londres.
Proc Physiol Soc., 2008. v.13. p.PC-3 - PC-3

11. MOSS V.B., BRUNINI, T.M.C., MOSS, M. B., MARTINS, M.A., SIQUEIRA, M.,
PEREIRA, N.R., RIBEIRO, A. C. M. O efeito da insuficiéncia renal em estagios
moderados na via L-arginina-6xido nitrico em plaguetas e sua relacdo com a funcéo
plaquetaria In: 172 Semana de Iniciacdo Cientifica UERJ, 2008, Rio de Janeiro.
Anais da 172 Semana de Iniciacédo Cientifica UERJ. , 2008. p.31 - 31

12. MORAES, T., BRUNINI, T. M C., MOSS, M. B., SIQUEIRA, M., RIBEIRO, A. C.
M. O papel da via L-arginina-6xido nitrico em plaquetas de pacientes com Dengue
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13. SANTOS, S F F, BRUNINI, T. M. C., MOSS, M. B., SIQUEIRA, M., SILVA, C. V.

D., RIBEIRO, Antbnio Claudio Mendes

Platelet Inactivation in Chronic Renal Failure: Role of L-Arginine-NO Pathway and
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14. RIBEIRO, A. C. M., SIQUEIRA, M., MOSS, M. B., PANARO R., BROEDES D.S.,
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platelets from patients with dengue fever In: Young Physiologist Symposium, Joint
Meeting of Physiological Society and Brazilian Society of Physiology, 2006, Ribeirdo
Preto. Proceedings do Young Physiologist Symposium, Joint Meeting of
Physiological Society and Brazilian Society of Physiology., 2007. p.25P -



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

