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Resumo

A descoberta do importante papel do 6xido nitrico (NO), na fisiologia e biologia
humana, marcou uma viragem crucial no entendimento do funcionamento das patologias
cardiovasculares, assim como a sua etiologia. Hoje sabe-se que a reducdo de NO
biodisponivel no organismo, esta na base do desenvolvimento de condi¢Ges patologicas
principalmente ao nivel cardiovascular.

Durante muito tempo, os nitritos inorganicos tém vindo a ser considerados
produtos resultantes do metabolismo do NO, prejudiciais a salde e indteis do ponto de
vista clinico. No entanto, a revelacdo recente de que os nitritos podem ser reduzidos in
vivo e dar origem a NO, conduziu a revisdo do seu valor fisiologico e terapéutico. Ao
contrario da via de sintese classica de NO que é dependente de oxigénio, as vias de
reducdo dos nitratos e nitritos conseguem assegurar a sua biodisponibilidade, em
condicdes fisiopatologicas caracterizadas pela reducdo dos niveis de oxigénio ou reducéo
do pH.

A dieta também pode representar uma importante fonte de nitratos e nitritos
inorganicos, que por sua vez conferem efeitos benéficos & salde cardiovascular,
nomeadamente na reducdo da hipertensao e aterosclerose, bem como na citoprotecdo em
lesbes isquémicas. Porém também ¢é de evidenciar que estes compostos podem
manifestar-se Uteis como método de diagnostico e identificacdo de estados
fisiopatoldgicos, na medida que ao contrario do NO, estes conseguem ser detetaveis
biologicamente, e simultaneamente refletir a sua biodisponibilidade.

Com base neste contexto, esta revisdo visa recolher informacdo atualizada,
relativa ao emergente potencial terapéutico do nitrito em doencas cardiovasculares. Numa
tentativa de avaliar os obstaculos, inerentes a futura aplicagdo terapéutica destes
compostos, também se procedeu a compilagdo de informacéo relativa a sua toxicidade

bem como as suas possiveis formulacdes.

Palavras-chave: Nitrito inorganico; Biomarcador; Terapéutica de Doencas

Cardiovasculares; Via Nitrato-Nitrito-Oxido Nitrico;




Abstract

The discovery of the important role of nitric oxide (NO) in human’s fisiology and
biology marked a determinant turn in our understanding concerning the etiology of
cardiovascular deseases and how does it afeccts us. Today its known that the reduction of
NO s bioavailability in organism, is the basis for the development of pathologic
conditions, primarly in the cardiovascular system.

For a long time inorganic nitrites had been considered products of NO metabolism
harmful to health and useless in a clinical point of view. However the recent revelation
that nitrite may be reduced in vivo and generate NO, led to the review of its physiological
and therapeutic value. Unlike classical NO pathway of sythesis, these nitrate and nitrite”s
reduction routes can ensure NO bioavailability, particulary in physiopathological
conditions characterized by reduced oxygen levels or pH lowering.

The diet may also represent a major source of inorganic nitrates and nitrites which
provide beneficial effects on cardiovascular health, as like reducing hypertension and
atherosclerosis, as well as mediating cytoprotection on ischemic injury. In the other hand
it is also evident that nitrites can manifest useful as a method of diagnosis and
identification of pathophysiological states. Unlike NO these compounds can be
biologically detectable, and simultaneously reflect its bioavailability.

Within this context this review aims to gather updated information on the
emerging therapeutic potential of nitrite in cardiovascular disease. In order to evaluate
the inherent obstacles to the future therapeutic application of these compounds, it was
also proceeded to the compilation of information about its toxicity and its possible

formulations.

Key-Words: Inorganic Nitrite; Biomarker; Cardiovascular Deseases Therapeutic;
Nitrate-Nitrite-Nitric Oxide Pathway;
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Lista de abreviaturas:

(NO3) - Nitrato

(NO2) - Nitrito

(NO) — Oxido Nitrico

(NOS) - Oxido Nitrico Sintase

(O2) — Oxigénio

(NNOS) - Oxido nitrico Sintase neural
(iNOS) - Oxido nitrico sintase induzida
(eNOS) - Oxido nitrico sintase endotelial
(NADPH) - Dinucleétido de nicotinamina-adenina fosfatada e reduzida
(BH4) — Tetrahidro L-biopterina

(caM) — Camuludina

(nM) — Nanomolar

(GMP) — Guanosina monofosfato
(RNS) — Espécies reativas do nitrogénio
(OxiHb) — Oxihemoglobina

(MetHb) — Metahemoglobina
(DesoxiHb) — Desoxihemoglobina
(DesoxiMb) — Desoximioglobina
(HNO2) — Acido nitroso

(N203) — Tridxido de di-nitrogénio
(XOR) — Xantina oxiredutase

(ALDH?2) — Aldeido desidrogenase 2
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(ROS) — Especies reativas do oxigénio
(GTN) — Gliceril trinitrato

(GDT) — Gliceril dinitrato

(mM) — Milimolar

(mg L) — Miligramas por litro

(Kg) — Quilograma

(ISMN) — Mononitrato de isossorbido
(ISDN) — Dinitrato de isossorbido
(PETN) — Pentaeritril tetrahidratado
(Fe 2*) — Ferro ferroso

(Fe %) — Ferro férrico

(mmHg) — Milimetros de mercdrio
(umol) — Micromoles

(us) — Microssegundos

(HP) — Hipertenséo pulmonar

(I/R) — Reperfusdo isquémica

(ATP) — Adenosina trifosfato

(UM) — Micromolar

(AVC) — Acidente vascular cerebral
(EAM) — Enfarte agudo do miocérdio
(DAP) — Doenca arterial periférica
(DCV) — Doengas cardiovasculares
(NaNOz2) — Nitrito de sodio

(Ec50) — Concentracdo necessaria para observar metade do efeito farmacologico
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Introducao

1. Introducéo

Diversas evidéncias indicam que a utilizagdo dos compostos inorganicos, nitrato
(NO3) e nitrito (NO2), pelo ser humano, ja remota um periodo de aproximadamente 5000
anos. A aplicacdo primordial destes compostos, foi na conservagao de alimentos com um
sal denominado salpetre ou nitrato de potassio (Yamasaki, Watanabe, Fukuto & Cohen,
2014). Quanto a sua aplicacdo terapéutica, ha registos de aproximadamente 1000 anos
atrés, que demonstram que estes compostos ja tém vindo a ser utilizados pelos monges
budistas, na China, no tratamento de dores agudas no coracdo, e na recuperacdo da
temperatura das méos e dos pés (Kevil, Kolluru, Pattillo & Giordano, 2011; Lundberg,
Weitzberg & Gladwin, 2008).

Até ha bem pouco tempo, 0s nitritos inorganicos eram conhecidos como produtos
metabdlicos estaveis do dxido nitrico (NO), putativamente associados a rea¢des adversas
Ccomo cianose e carcinogénese e por isso considerados perniciosos do ponto de vista
clinico (Powlson et al., 2008).

Porém, a identificacdo do NO em sistemas fisiologicos, em 1980, representou um
avanco critico no entendimento das patologias cardiovasculares, bem como das suas
causas e mecanismos de regulacdo, sendo que hoje em dia diversas patologias estdo
caracterizadas pela insuficiéncia de NO (Milkowski, Garg, Coughlin & Bryan, 2010).
Este o6xido de azoto é produzido endogenamente por uma familia de enzimas
denominadas sintases do Oxido nitrtico NOS, sendo uma molécula sinalizadora
fundamental na regulacdo cardiovascular, devido as suas acBes vasodilatadoras,
vasoprotetoras e anti-ateroescleréticas (Forstermann & Sessa, 2012; Kapil, Weitzberg,
Lundberg & Ahluwalia, 2014). Recentemente foi descoberto um mecanismo de formacao
de NO, alternativo e independente da via NOS. Esta via veio demonstrar que 0s nitritos
podem, em situacdes fisiopatologicas ou de hipdxia, ser reciclados no sangue, tecidos e
células do corpo humano, para formar NO necessario a celula (Kevil et al., 2011). Este
facto veio mostrar que o nitrito afinal, ndo é s6 um sub-produto resultante do metabolismo
do NO, mas sim um potencial agente terapéutico numa variedade de patologias, ao
modular a biodisponibilidade de NO (Perlman et al., 2009). Além disso pode servir de
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marcador clinico, cujo diagnostico, podera ser Gtil na identificacdo de estados patoldgicos
caracterizados pela insuficiéncia de NO (Bryan & Grisham, 2007).

Os nitritos podem ser obtidos por fontes exdgenas como a dieta alimentar
incluindo a agua, ou serem sintetizados por via enddgena, pela oxidacdo do NO derivado
da via classica das NOS, como pela reducdo do nitrato pela redutase da xantina, ou por
bactérias da flora commensal oral.

Assim hoje em dia, a via da reducdo do nitrito pode ser encarada, como uma via
de reserva a biossintese de NO, quando esta ndo esta functional, como é o caso de doenca
cardiovascular. A descoberta desta via veio potenciar a acao terapéutica do nitrito em
varias situacGes patoldgicas. Especificamente doencas associadas a redugdes dos niveis
tecidulares de oxigénio (Oz), ou de pH, ou ainda que bloqueiem o fluxo sanguineo,
definem os principais alvos terapéuticos dos nitritos, principalmente em doencas

cardiovasculares (Bueno, Wang, Mora & Gladwin, 2012; Lundberg et al., 2008).
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2. Oxido nitrico

2.1- Biossintese e metabolismo

2.1.1- Via classica (NOS) - Sintase do 6xido nitrico

O NO é uma molécula gasosa lipofilica instvel de acdo autocrina e paracrina com
tempo de semivida bastante limitado, sendo metabolizada maioritariamente antes de
chegar as células alvo (Lundberg et al., 2008). Tal facto contribuiu para o atraso dos
investigadores na identificacdo desta molécula, a qual, quando descoberta por Furchgott
e Zawadzki em (1980), foi denominada de fator relaxamento derivado do endotélio, de
acordo com a sua acdo farmacoldgica e local de sintese. S6 mais tarde veio a ser
identificada por Ignarro et al. em (1987); Palmer et al. em (1987), como NO (Dejam,
Hunter, Schechter & Gladwin, 2004; Loscalzo, 2013; Sindler, Devan, Fleenor & Seals,
2014).

A biossintese classica de NO é assegurada por uma familia de enzimas
denominadas de sintases do oxido nitrico (NOS). Existem 3 isoformas denominadas de
acordo com o local onde sdo expressas e sua funcao (figura 1), que incluem: a sintase do
Oxido nitrico neural (NNOS ou NOS1); a sintase do 6xido nitrico induzida (iNOS ou
NOS2); e a sintase Oxido nitrico endotelial (eNOS ou NOS3) (Forstermann & Sessa,
2012; Kevil et al., 2011).

A L-arginina serve de substrato a todas as isoformas da NOS, sendo que estas
utilizam como como co-substratos o O e a forma reduzida e fosfatada do dinucleotido
nicotinamina-adenina (NADPH). Para facilitar as reacdes de oxidacdo e reducdo, que
convertem a L-arginina em L-citrolina, com formacdo de NO, é necessario a existéncia
de cofatores como a tetrahidro-L-biopterina (BH4), o dinucleétido flavina-adenina (FAD)
e mononucleotido flavina (FMN), que provocam alteragfes conformacionais na enzima,
permitindo a regulacdo da sintese de NO em diferentes condigdes fisioldgicas
(Forstermann & Sessa, 2012; Kevil et al., 2011).

A estrutura basica da NOS, é composta por 2 mondémeros, contendo cada um, um
dominio redutase e um dominio oxigenase (figura 2). Para que seja funcional, é

necessaria a presenca de camuludina (caM) e grupos hemo. A caM facilita a transferéncia
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de eletrGes entre 0 dominio redutase e o dominio oxigenase (figura 2A), enquanto 0s
grupos hemo, sdo essenciais na transferéncia de eletrGes entre os dois mondémeros e s6 na
presenca destes € que a enzima consegue converter a L-arginina em NO (figura 2B)
(Forstermann & Sessa, 2012; Kevil et al., 2011).

e
Neurotransmissido sinaptica - s i,
nNOS Regulagio pressio arterial .\eu.rc:tta‘nsrm_ssao atipica
Fungdo érectil
— b
iNOS ]
Defesa imunologica nio Inflamagdo
especifica Choque séptico
“' . a v?‘* e ———— '\7 .
7 | | ENDOTELIO
eNOS :
Vasodilatagdo Vasoprotegdo Prevencido ateroesclerose

Figura 1 - Local da biossintese e fungdo fisiolégica do éxido nitrico. Traduzido
de: (Forstermann & Sessa, 2012)

Deste modo o complexo enziméatico NOS, garante a sintese de NO através de dois
passos. Primeiro decorre a hidroxilagdo da L-arginina em N®-hidroxi-L-arginina. No
segundo passo, 0s grupos hemo utilizam os eletrdes para reduzir o oxigénio molecular
(O2) e oxidar a N®-hidroxi-L-arginina, com formacéo de NO e L-citrolina (FOrstermann
& Sessa, 2012).

A quantidade de NO sintetizado bem como 0s requisitos necessarios & sua bio-
formacdo dependem da isoforma que lhe da origem. Nas isoformas nNOS e eNOS, a
ligagdo de caM esta dependente dos niveis elevados de célcio intracelular (200 a 400 nM),
enquanto na isoforma iNOS a ligagdo de caM é conseguida com concentragdes de calcio
mais baixas (inferiores a 40 nM). No que diz respeito a sintese de NO, a eNOS produz
essencialmente quantidades reduzidas de forma constitutiva, enquanto a iNOS produz
grandes quantidades em situagdes inflamatorias (Bryan, 2006; Forstermann & Sessa,
2012)
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A - Dominio Redutase Dominio Redutase
A CNADPED +(H] ) CNADPD + (H* B

Dominio Oxigenase Dominio Oxigenase

Figura 2 - Estrutura e regulacéo da sintase do 6xido nitrico (NOS). Traduzido e adaptado de: (Férstermann &
Sessa, 2012)

Oxido nitrico sintase neural (nNOS):

A nNOS é expressa de forma essencial nos neurdnios especificos do cérebro. Para
além disso, a nNOS, foi identificada em estudos imuno-histoldgicos quimicos, no
musculo-esquelético, mdsculo liso vascular, ganglios simpaticos e glandulas
suprarrenais, na espinal medula, nos nervos periféricos nitrérgicos, em células epiteliais
de varios orgdos inclusive células do rim e ilhéus pancreaticos (Forstermann & Sessa,
2012; Zhou & Zhu, 2009).

A NOS neural, é responsavel pela modulacdo de funcgdes fisioldégicas como a
neurogénese e plasticidade neural, influenciando a aprendizagem e criacdo de memdrias,
e por outro lado responsavel pela patogénese de algumas doencas como Parkinson ou
depresséo, estando implicado em situagcfes de neurotoxicidade e isquemia (FOrstermann
& Sessa, 2012; Zhou & Zhu, 2009).

Para além disso, existem provas de que a nNOS desempenha um papel importante
na regulacéo da presséo arterial a nivel central via sistema nervoso central (SNC), pois
estudos demonstram, que a inibicdo da nNOS na medula e no hipotadlamo manifesta-se
em aumentos da presséo arterial sistémica. Outros estudos indicam que a nNOS também
é responsavel pela regulacdo da pressdo arterial a nivel periférico. O NO sintetizado pela
nNOS nos nervos nitrérgicos, estimula a guanil-ciclase soltvel (sGC) sensivel ao NO, a

qual aumenta os niveis de guanosina monofosfato (GMP) ciclico ou (cGMP), resultando
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num relaxamento das células dos diferentes tipos de musculo liso, incluindo o vascular.
(Forstermann & Sessa, 2012; Zhou & Zhu, 2009)

Estas observagbes evidenciam uma importante responsabilidade do NO na
regulacao da funcao eréctil, bem como no tratamento da disfuncdo. Uma vez que o corpo
cavernoso é regulado por nervos nitrérgicos, a sua funcédo vasodilatadora e eréctil é entdo
dependente da atividade da nNOS e dos niveis cGMP. O mesmo se verifica no caso dos
tratamentos para a disfuncdo como sildenafil, vardenafil e tadalafil, que para serem
efetivos necessitam igualmente de uma atividade minima da nNOS, pois s inibem as
fosfodiesterases-5, que degradam o GMP ciclico responsavel pela vasodilatacéo
(FOrstermann & Sessa, 2012).

Oxido nitrico sintase induzida (iNOS):

A sintase do NO induzida iNOS, ndo é expressa em células especificas, como no
caso das outras isoformas. Esta pode ser expressa em qualquer célula ou tecido, desde
que relina os agentes indutores adequados, podendo ser induzida por citoquinas,
oligossacaridos bacterianos, entre outros. A iINOS foi identificada primeiramente nos
macrofagos, e contrariamente as outras isoformas eNOS e nNOS quando expressa, esta
constantemente ativa e produz grandes quantidades de NO, independentemente das
concentrages intracelulares de célcio (Bogdan, 2015; Forstermann & Sessa, 2012).

O oxido nitrico sintetizado pela isoforma Il iINOS, é um mediador tanto na
resposta imunitaria inapta, como na adquirida, sendo responsavel por efeitos
antimicrobianos, antiparasitarios, antivirais e antitumorais. Isto € possivel uma vez que o
NO, bem como outras espécies reativas de nitrogénio (RNS), tém a capacidade de inibir
a atividade de mecanismos essenciais a divisao, desenvolvimento ou metabolismo celular,
ao interferir com processos como o ciclo do &cido citrico, ou no transporte mitocondrial
de eletrdes, ou replicacdo do ADN (Bogdan, 2015).

Desta forma, o NO provoca fragmentacao e ou inibigdo do crescimento celular,
sendo assim responsavel pelo efeito citotdxico e citostatico nos microrganismos e
algumas células tumorais. A expressdo desta enzima é fundamental no controlo de
bactérias intracelulares como por exemplo Micobacterium tuberculosis e parasitas como
Leishmania ou esporozoitos da malaria (Bogdan, 2015).

O radical de NO sintetizado pela iINOS ¢ labil, reagindo portanto com varias

espécies, com formacgdo de maltiplos RNS que podem estar tanto na origem de alguns
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efeitos regulatorios, como também de efeitos toxicos. Estes grupos incluem S-nitrosotiol
formado a partir da reacdo do NO, com grupos tiol das cisteinas dos péptidos e proteinas;
e a peroxinitrite (ONOO-) que é um produto da reacdo do NO com o superdxido (O2),
capaz de modificar proteinas com alteracdo da sua funcéo (Bogdan, 2015).

Assim, o NO derivado da iNOS nédo é apenas tdxico para 0S microrganismos
patogénicos, mas pode também ser citotoxico para 0 ser humano, provocando stress
oxidativo e danos tecidulares. A iNOS regula ainda varios tipos de sintomas e doencas
inflamatdrias e € mediadora de varios dos seus sintomas como vasodilatacdo e hipotensao
(Bogdan, 2015; Forstermann & Sessa, 2012).

Em casos de exacerbacéo, estes sintomas podem levar ao choque séptico. A larga
maioria de lesdes inflamatdrias e autoimunes estdo associadas a locais de grande
concentracdo de macrofagos e neutrdfilos ativados, colocando em debate a
responsabilidade da iNOS na rejeicdo de transplantes (Bogdan, 2015; Forstermann &
Sessa, 2012).

Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS):

De caréter distinto das outras isoformas, a eNOS é proeminentemente expressa
em todas as células endoteliais. O éxido nitrico NO derivado desta enzima desempenha
um papel regulador homeostético de diversas funcgdes fisiologicas cardiovasculares
essenciais, como vasodilatacdo, protecdo vascular, estimulacdo da angiogénese, e
inibicdo dos seguintes processos fisioldgicos: agregacdo plaquetar, adesdo leucocitaria,
inflamacdo vascular e aterogénese (Qian & Fulton, 2013).

No que diz respeito & atividade da enzima e quantidade de NO sintetizado, ao
contrério do que se pensava originalmente, a eNOS ndo sintetiza NO de forma
constitutiva. E regulada através de modificacBes transcricionais, pos-trancricionais e
principalmente pds-traducionais, sendo que a sua atividade é dependente de varios fatores
como a biodisponibilidade de substratos e cofatores, grau de fosforilagdo da enzima, nivel
de acetililacdo, S-nitrosilacéo e interacao de proteinas. Quando maior for o nivel de calcio
intracelular maior sera a atividade da enzima pois o célcio estimula a ligacdo da enzima
com a caM, permitindo a transferéncia de eletrées (Qian & Fulton, 2013).

Adicionalmente varias outras proteinas influenciam e regulam a atividade da
eNOS, como por exemplo, a proteina de choque térmico 90 (HSP 90), a qual ativa
alostericamente a enzima, ao promover o acoplamento enzimatico (Forstermann & Sessa,
2012; Qian & Fulton, 2013).
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Por outro lado, existem mecanismos que regulam a eNOS negativamente, ou seja
diminuem a sua atividade, como € o caso da S-nitrosilagdo pelo proprio NO como
mecanismo de retroalimentacdo, quando este estd em excesso. Ou o0 caso da peroxinitrite
(ONOO"), que inativa a enzima ao promover o desacoplamento da eNOS. A atividade
desta enzima pode também ficar comprometida em casos disfuncdo endotelial, riscos e
ou doencas cardiovasculares (Forstermann & Sessa, 2012; Qian & Fulton, 2013).

De um modo geral, a sinalizagdo do NO nos vasos sanguineos, que regula
importantes funcdes fisioldgicas cardiovasculares, € conseguida através de dois
mecanismos de acdo. O primeiro mecanismo processa-se atraves da ativacdo da via de
sinalizacdo sGC-cGMP por ligagdo do NO a sGC. A afinidade deste Gltimo aos grupos
hemo da sGC, resulta num aumento dos niveis de cGMP, que ativa kinases GMP-
dependentes, com consequente diminuicdo dos niveis de célcio intracelular. Desta forma,
esta via medeia processos como o relaxamento de células vasculares do musculo liso,
bem como inibicdo da agregacdo plaquetar (FOrstermann & Sessa, 2012; Qian & Fulton,
2013).

O segundo mecanismo de acdo consiste na S-nitrosilacao de proteinas por parte
do NO ou dos seus metabolitos, e baseia-se na capacidade destes em reagirem com 0s
residuos de cisteina de algumas proteinas alvo, provocando modificacdes covalentes
reversiveis nestes residuos, com consequente formacao de S-nitrosotiol (Qian & Fulton,
2013). As enzimas que tornam possivel a reversao da S-nitrosilacdo nas proteinas sao, a
redutase S-nitrosoglutationa (GSNOR) e a tioredoxina 1 (Trx1), que por sua vez
permitem ao NO atuar como sinalizador intracelular, e regular de forma reversivel a
atividade e a funcéo de varias proteinas, influenciando desta maneira um variado nimero
de processos biologicos como apoptose, secrecdo de proteinas, proliferacdo celular,
atividade da NOS, canais ionicos, contractibilidade muscular e regulagdo do fluxo
sanguineo (Qian & Fulton, 2013).

2.1.2- Via nitrato-nitrito-6xido nitrico

Até ha relativamente pouco tempo, 0 nitrato e nitrito inorganicos eram
classificados como produtos estaveis da oxidacdo do NO. Enquanto o primeiro é
considerado inerte, o segundo é conhecido pela sua toxicidade, ao ser um agente causador
de meta-hemoglobinemia (cianose ou blue baby sindrome) em recém-nascidos. Por outro

lado pensava-se que 0 seu uso em conservas alimentares e carne curada, originava
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espécies mutagénicas denominadas nitrosaminas (Greer & Shannon, 2005; Lundberg,
Weitzberg & Gladwin, 2008; Sindler et al., 2014; Yamasaki, Watanabe, Fukuto, Cohen
& Ascorbate, 2014). No entanto, testes em animais bem como estudos epidemioldgicos
prolongados, ndo indicaram correlagéo entre nitritos e a carcinogénese. Alias nos ultimos
anos tém-se vindo a descobrir que estes anies, podem afinal, em certas condi¢es, ser
reciclados no sangue e tecidos para formar NO atraves de multiplas vias (Kevil et al.,
2011; Lundberg et al., 2008; Yamasaki et al., 2014). Nos mamiferos, em condicGes
fisioldgicas normais (normdxia), o dxido nitrico sintetizado pela NOS, é rapidamente
oxidado no sangue por hemoproteinas, como a oxihemoglobina dando origem a NO3", ou
a ser oxidado no sangue na presenca de oxigénio ou ceruloplasmina em NO>" (figura 3).
Em situagdes de hipoxia e ou isquemia, 0 NO que tem importantes fungdes reguladoras,
ndo pode ser produzido pela via classica NOS, uma vez que esta é dependente de Oz, no
entanto a sua sintese é assegurada pela reducdo dos nitratos e nitritos de forma
independente de O., como serd abordado adiante neste subcapitulo e no capitulo 3.
(Bogdan, 2015; Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008).

Ceruloplasmina

NO B Noz-

Redutases do nitrito

Figura 3 - Via nitrato-nitrito-dxido nitrico. Traduzido e adaptado
de: (Kapil et al., 2014)
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Assim num processo de compensacdo, a via nitrato-nitrito-oxido nitrico, €
gradualmente ativada, a medida que os niveis de oxigénio baixam. Deste ponto de vista,
esta via pode ser encarada como um sistema complementar a via cléssica, assegurando a
producédo de NO, mesmo quando o fornecimento de O fica comprometido (Bryan, 2015;
Hord, Tang & Bryan, 2009).

Em condic@es fisiopatologicas ou de stress fisioldgico, sdo Varios 0s processos
alternativos capazes de reduzir o nitrito e assegurar a formagdo de NO no sangue e
tecidos, nomeadamente a reducdo acidica, reducdo por globinas proteicas contendo

grupos hemo, ou ainda por reducao enzimatica (Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008).

Reducao do nitrito (NO>") por proteinas hémicas

Tanto o Oxido nitrico NO como o nitrito NO2™ s8o moléculas oxidadas rapidamente
no sangue, dando origem a nitratos NOs". Em condigdes fisiologicas de normoxia a
hemoglobina oxigenada ou oxihemoglobina (oxiHb), tem uma grande afinidade para
reagir com o0 NO e NO2, com consequente formacdo de NOs e metahemoglobina
(metHb) (equacdo 1) (fig. 2) (Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008;Curtis, Hsu,
Noguchi, Geary & Shiva, 2012; Jensen, 2009).

Equacdo 1 - 4NO2 + 4HbO; + 4H" <> 4NO3 + 4metHb + 2H,0 + O2

Porém, a hemoglobina pode, dependentemente da tensdo parcial de oxigénio P (O) e
do seu estado de conformacdo R-T, reduzir o NO2" em NO. A desoxihemoglobina
(desoxiHb), forma preferencial assumida a baixas P (O.), tem a capacidade de reduzir o
NO. em éxido nitrico (equacéo 2), e provocar assim vasodilatacdo (figura 4) (Kevil et
al., 2011; Lundberg et al., 2008;Curtis, Hsu, Noguchi, Geary & Shiva, 2012; Jensen,
2009).

Equagio 2 — NOy + Fe?* + H* <> *NO + Fe*" + OH"

No entanto, existem outras globinas que também participam na reducdo do nitrito,
como é o caso da mioglobina, neuroglobina e citoglobina. Estas ultimas da mesma forma
gue a hemoglobina, nas suas formas desoxigenadas, podem também atuar como redutases
do nitrito, sendo que a desoximioglobina (desoxiMb), em particular, pode reduzir o nitrito
a uma velocidade 30 vezes superior a (desoxiHb) (Kevil et al., 2011; Lundberg et al.,
2008; Curtis, Hsu, Noguchi, Geary & Shiva, 2012; Jensen, 2009). Quando a mioglobina,
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no sub-endocéardio do coracao, fica no seu estado desoxigenado, condi¢do observada em
situacdes de esforco ou exercicio do muasculo-esquelético, tem a capacidade de reduzir
rapidamente o nitrito. Como explicado e desenvolvido mais & frente no, o NO sintetizado
desta forma consegue ligar-se a oxidase do citocromo C da cadeia transportadora de
eletrbes da mitocdndria, reduzindo o consumo de oxigénio. Ensaios em modelos animais,
onde foi silenciada a expressdo de mioglobina, resultaram na auséncia da sintese de NO,
bem como na observacdo de maiores consumos cardiacos, evidenciando o importante
papel da mioglobina e do nitrito na regulacdo energética cardiaca, bem como dos
consumos de Oz em situagdes de hipoxia (Kevil et al., 2011; Curtis, Hsu, Noguchi, Geary
& Shiva, 2012; Jensen, 2009).

Estes resultados vieram clarificar a existéncia de vias alternativas que conferem ao
nitrito a capacidade de ser reciclado biologicamente em NO, tornando evidente o papel
do primeiro como reservatério e percursor do segundo. Deste modo, a producdo e a
biodistribuicdo do anido NO2 no corpo humano, pode ser encarado como um mecanismo
fisiologico para o NO atuar de forma endocrina, explicando como uma molécula téo
instavel e com curto tempo de semivida como o NO pode atuar em tanta variedade de

proteinas e assim regular variadissimos processos fisioldgicos (Curtis et al., 2012).

RESERVA BIOLOGICA
de oxido nitrico no sangue

e tecidos

MARCADOR BIOLOGICO
- Actividade da (NOS)
- Disfungao endotelial

|

e — i v~ W

Figura 4 - Fungdo e metabolizacdo do nitrito e dxido nitrico pela hemoglobina em diferentes tensées de
oxigeénio adaptado e traduzido de: (Dejam et al., 2004)
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Reducéo acidica do nitrito (NO>")

Na auséncia de oxihemoglobina, e a um pH fisiolégico de 7.0-7.4 o anido NO2" é
estavel, o que ja ndo se verifica em condicGes acidicas (pH de 3.2- 3.4) onde o nitrito é
convertido primeiramente em &cido nitroso (HNOz), uma molécula instavel que da
origem ao trioxido de dinitrogenio (N203), que por sua vez forma NO. Existem evidéncias
que a desprotonacdo acidica do nitrito ocorre em Vvérias situacdes bioldgicas, em todo o
corpo humano, e constitui um importante mecanismo de reducéo do nitrito em varios
compartimentos tecidulares (Kevil et al., 2011; Yamasaki et al., 2014).

No estdmago, por exemplo, é possivel reduzir acidicamente os nitritos provenientes
da saliva. Estes, formam (HNO2) que da origem a (N203) (equagdo 3), que por sua vez
se decompde em NO (equacéo 4). Esta reacdo pode ser potenciada com a presenca de
acido ascorbico (vitamina c) (equacdo 5 e 5.1) e polifendis (equacéo 5 e 5.2) (Bryan,
2015). A presenca destes compostos no estbmago, confere propriedades bactericidas ao
fluido géstrico e promove a secre¢cdo de muco ao estimular o fluxo sanguineo
gastrointestinal, através da acdo vasodilatadora. Estas caracteristicas defendem o
estdmago de invasdes contra microrganismos patogénicos bem como ajuda a prevenir e

a curar Ulceras gastricas (Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008; Yamasaki et al., 2014).

Equacdo 3 - 2NOy + 2H* <> 2HNO2 <> N2Os + H,0
Equacéo 4 - N2O3z <> *NO + *NO;
Equacdo 5 - NO2 + H" < HNO>
Equacgéo 5.1 - 2ZHNO> + Asc «<» 2NO + DesidroAsc + 2H20
Equagdo 5.2 - HNOz + Ph-OH < HNO: + Ph-*O + NO + H>O

Na urina também se verifica a reducéo do nitrito a 6xido nitrico, quando a mesma se
encontra moderadamente &cida (pH 5-6). A formacéo de NO tem a funcéo de atuar como
agente bactericida, de forma semelhante ao estbmago, protegendo assim da colonizagéo
de microrganismos. Este efeito é significativamente potenciado na presenca do acido
ascorbico (vitamina c). Alguns resultados, mostram que in vitro a poténcia bactericida do
nitrito e acido ascorbico podem ser comparadas a poténcia de antibioticos tradicionais,
como nitrofurantoina e trimetropim. Note-se que na medicina tradicional, a ingestéo de
vitamina c esta indicada no tratamento de infe¢des urinarias (Lundberg et al., 2008).

Estudos recentes em modelos animais, também revelaram que em casos de isquémia

e de alteraces moderadas do pH fisioldgico, os niveis fisiologicos de nitrito provocaram
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vasodilatacdo da aorta dos ratos. Uma vez que a inibicdo da sGC provocou a inibicao
desse efeito, foi possivel mostrar que o NO € responsavel pela vasodilatagdo da aorta.
Esta observacéo revelou que alteragdes moderadas do pH séo suficientes para induzir a
reducdo do NO2” em NO, demonstrando que esta via pode modular de forma significativa
a biodisponibilidade de NO, durante situacGes hipoxia e isquemia onde a NOS se encontra
inativa (Kevil et al., 2011).

Reducéo enzimatica do nitrito (NO2)

Vaérias enzimas incluindo a oxiredutase da xantina (XOR); enzimas mitocondriais da
cadeira transportadora de eletrfes, mais especificamente a oxidase o citocromo C, podem
utilizar o nitrito alternativamente ao (O2) como aceitador de eletrdes e assim formar NO
em situacdes de hipoxia. Estudos mais recentes demonstram a existéncia de mais enzimas
e vias mediadoras da reduc¢do do nitrito, incluindo a desidrogenase 2 do aldeido (ALDH2)
e a prépria eNOS (Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008).

A XOR ¢ particularmente conhecida por reduzir o (O2) em superdéxido, mas pode em
condicdes anaerodbicas e baixos valores de pH, reduzir o nitrito para formar NO através

do seu grupo quimico molibdénio (equacao 6) (Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008).

Equacdo 6 - NOz + Mo*" + H* < *NO + Mo*" + OH"

A XOR utiliza o NADPH como substrato redutor, que atua por sua vez como doador
de eletrdes a enzima, catalisando assim a redugéo do nitrito. De forma controversa, alguns
estudos evidenciam que a xantina e a hipoxantina séo inibidoras desta reagdo, enquanto
outros indicam que podem atuar da mesma forma que o NADPH, estimulando a reducéo
do nitrito (Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008).

A oxidase do citocromo C (complexo IV) é um complexo proteico transmembranar
mitocondrial, importante na respiragdo celular, que faz parte integrante da cadeia
transportadora de eletrdes ao atuar como recetor final de eletrées. Em normoxia, o0 NO
sintetizado pela NOS inibe diretamente o complexo IV, com consequente formacéo de
especies oxidativas reativas ROS, potencialmente lesivas para a célula. No entanto em

hipoxia, 0 mesmo complexo pode reduzir o nitrito em NO, assim como 0 nitrito pode
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inibir diretamente o complexo (1) gerindo a formagdo de ROS (Kevil et al., 2011;
Lundberg et al., 2008).

Adicionalmente a eNOS em condi¢fes de andxia, também pode ser responsavel pela
reducdo do nitrito em NO. Nestas circunstancias, ndo ha O suficiente para a conversao
da L-arginina em NO, e desta forma a via fica bloqueada. No entanto, no dominio
oxigenase da proteina, o nitrito pode ser utilizado como substrato substituto da L-arginina
e convertido em NO, sem recurso a utilizacdo do confator BH4, evidenciando assim que
a a via da reducdo anoxica do nitrito pode sustentar os niveis basais de NO, observando-
se um aumento da sua producao em 6 vezes (Gautier, van Faassen, Mikula, Martasek &
Slama-Schwok, 2006)

Devido a intervencdo ALDH2, na catélise do nitrato organico glicerill trinitrato
(GTN) em gliceril dinitrato (GDT) e nitrito, investigadores hipotitezaram se esta teria um
papel na reducao do nitrito. Desta modo, testou-se a intervencgéo desta enzima em modelos
animais, ao administrar em ratos nitrito de sédio com e sem inibidores da enzima. Assim,
observou-se uma diminuicdo da reducdo da pressdo arterial apds a administracdo de
nitrito de sédio com inibidores enzimaticos, comparativamente a administracdo de NOy
sem inibidores, comprovando que a ALDH2 tem um papel ativo na reducdo do nitrito em

modelos animais (Sonoda et al., 2014)

2.2 — Biorelacgdo entre éxido nitrico (NO) e nitrito (NO2)

O o&xido nitrico € uma molécula responsavel pela regulacdo de vérias funcGes
fisioldgicas, uma vez que pode atuar como sinalizador intracelular e modulador da fungédo
de varias proteinas. Diversos processos fisiologicos estdo dependentes desta molécula
para o seu funcionamento. Desta forma, o NO é fulcral ao bem-estar e saide humana,
sendo que manter os niveis homeostaticos de NO é essencial para manutencao de variados
processos fisioldgicos, nomeadamente cardiovasculares (Bryan, 2006; Dejam et al., 2004;
Sindler et al., 2014). Esta molécula tem um curto tempo de semivida (t12) na ordem dos
microssegundos (Tabela 1), sendo rapidamente oxidada no sangue para nitritos e nitratos.
Ja estes anides, tém (t2) significativamente mais longos na ordem dos minutos ou horas,
pois sdo rapidamente captados da circulagdo para os tecidos periféricos, prorrogando a
sua metabolizagdo. Assim em caso de necessidade podem ser, novamente reduzidos no

sangue e tecidos em NO, por acdo de varias redutases endogenas. Esta via de reducdo do
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NO." pode em certos tecidos originar uma quantidade de NO 10.000 vezes maior,

comparativamente a quantidade sintetizada pela via constitutiva NOS (Bryan, 2006;

Dejam et al., 2004; Sindler et al., 2014).

Tabela 1 - Tempos de semivida dos nitratos, nitritos e 6xido nitrico no plasma. Traduzido e adaptado de:

(Hord et al., 2009)

Espécies Tempo de Semivida (ti/2)

Nitrato
Nitrito
Oxido Nitrico

No entanto, apesar da maioria das funcdes fisiologicas do NO2 serem conseguidas
maioritariamente por via da acdo do NO, ha evidencias que este anido também
desempenha funcGes pela sua acéo direta, nomeadamente na citoprotecdo, através da sua
acdo na mitocondria em condicdes de hipoxia, prevenindo a formacdo de (ROS).

(Lundberg et al., 2009; Omar et al., 2015).
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Figura 5 - Ciclo do nitrato, nitrito e 6xido nitrico no mamifero. Traduzido e adaptado

de: (Lundberg et al., 2009)
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Em suma, todas estas vias desempenham um papel fulcral como vias de apoio
alternativas a via cléssica, compensando e assegurando a sintese de NO, em situacdes
fisiopatologicas, mantendo assim 0s seus niveis homeostaticos. Assim, 0 aumento da
compreensdo do papel fisioldgico destes anides, bem como das suas vias metabolicas e
acOes fisioldgicas, vieram renovar a sua antiga imagem, de um produto do metabolismo
do NO e agente causador de mutagénese e cianose, para um percursor de NO num vasto
namero de funcdes fisioldgicas, modulando assim a sua biodisponibilidade e bioatividade
em casos fisiopatoldgicos ou de disfuncdo da NOS. No global todos estes compostos, 0s
nitratos, nitritos e o oOxido nitrico estdo biorelacionados e compdem o ciclo do 6xido
nitrico no corpo humano, como ilustrado em cima (figura 5) (Kevil et al., 2011; Lundberg
et al., 2008).
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3. Nitritos inorganicos

Os nitritos inorganicos fisiologicamente disponiveis no nosso organismo, podem
ser fornecidos por via exdgena, bem como ser biossintetizados por via enddgena. A dieta
e outras fontes ambientais constituem as fontes exdgenas, enquanto que as vias enddgenas
englobam a auto oxidacdo do NO sintetizado pela NOS, bem como a reducdo do nitrato
pela XOR ou por bactérias comensais presentes na cavidade oral e no trato gastrointestinal
(Jansson et al., 2008; Yamasaki et al., 2014).

3.1-Fontes exdgenas

Dieta e outras fontes ambientais:

Os nitratos e os nitritos podem ser obtidos por via exdgena por diversas vias,
porém a dieta é a sua maior fonte, sendo que a ingestdo de alimentos ricos nestes
compostos, traduz-se num significante aumento dos seus niveis séricos. Apds uma
refeicdo rica em nitratos, tanto os niveis plasmaticos destes como os de nitritos sobem
significativamente, e mantém-se elevados durante um periodo prolongado, visto que o
tempo de semivida plasmatica do nitrato é de aproximadamente 5 a 6 horas e do nitrito 1
a 5 min (Tabela 1). Adicionalmente, ainda é observavel elevacdo das concentracfes ao
nivel salivar de nitratos e nitritos para (10 mM) e de (1-2 mM) respetivamente (Hord et
al., 2009; Lundberg, Carlstérm, Larsen & Weitzberg, 2011; Machha & Schechter, 2011;
Yamasaki et al., 2014). Assim, 0s nitratos provenientes da dieta sdo rapidamente
absorvidos pelo trato gastrointestinal superior, entrando na corrente sanguinea onde se
encontram com outros NOs’, provenientes da oxidacdo do NO enddgeno, sintetizado por
seu turno, pelo complexo enziméatico NOS. Embora a maior parte deste nitrato seja
excretado na urina, cerca de 25% é levado através da circulagdo enterosalivar para as
glandulas salivares, como ilustrado mais adiante na (figura 7 no subcapitulo 3.1.1) (Hord
et al., 2009; Lundberg et al., 2011; Machha & Schechter, 2011; Yamasaki et al., 2014)

Os grupos alimentares com maior teor em nitratos e nitritos sao as carnes curadas,
os horticolas e os fruticolas, no entanto a sua distribuicdo ndo € equilibrada, visto que
existem alimentos ricos em nitratos e pobres em nitritos ou vice-versa. Apesar dos nitritos
serem diretamente obtidos na alimentagdo por via de carnes curadas ou produtos

processados industrialmente, a maior parte de NO2  biodisponivel é fornecida pela
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ingestdo de nitratos NOs", encontrados em grande numero nos horticolas (Tabela 2)
(Hord et al., 2009; Lundberg et al., 2011; Machha & Schechter, 2011; Yamasaki et al.,
2014). Da totalidade de nitratos ingeridos pela dieta, mais de 80% sdo provenientes dos
alimentos vegetais, sendo que as concentracdes destes podem variar vastamente conforme
a espécie do vegetal, bem como entre os proprios tecidos deste Gltimo (Tabela 3). Estas
variacOes de concentragcbes podem ser justificadas devido a diferentes modos de
fertilizacdo com nitratos, ao longo do cultivo. (Hord et al., 2009; Lundberg et al., 2011,
Machha & Schechter, 2011; Yamasaki et al., 2014).

Tabela 2- Teores de nitritos e nitratos nos fruticolas, horticolas e carnes curadas. Traduzido e adaptado de
(Hord et al., 2009)

Tipo de Alimentos Teor em Nitritos Teor em Nitratos
(mg/100g) (mg/100g)
Fruticolas
Banana 0.009 4.5
Salada de frutas 0.08 0.9
Laranja 0.02 0.8
Molho maca 0.008 0.3
et
Espinafres 0.02 741 ‘
Brocolos 0.07 39.5
Tomate 0.03 39.2
Sopa de legumes 0.001 20.9
Carnes processadas
Cachorro Quente 0.05 9.0
Bacon 0.38 5.5
Fiambre 0.89 0.9
Lombo de porco 0 3.3

Adicionalmente, estes anides também podem ser ingeridos como consequéncia da
utilizagdo dos nitratos e nitritos pelo ser humano como fertilizantes, aditivos e ou
conservantes alimentares, que sdo consequentemente ingeridos nos alimentos ou agua
contaminada. O processo de cura e conservacao de carnes curadas é conseguido atraves
da utilizagdo um sal de nitrato de potéssio, um conservante (E252) denominado saltpetre.
Existindo registos de ha mais de 5,000 anos, da sua aplicagdo como conservante. No
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entanto so a partir do séc. XIX é que se comecou a utilizar diretamente os nitritos em vez
de nitratos como conservante em alimentos como, bacon, presunto, fiambre e outras

carnes curadas (Yamasaki et al., 2014).

Tabela 3- categorizacdo dos vegetais de acordo com os teores de nitratos. Traduzido e adaptado de:
(Hord et al., 2009)

Teor em Nitratos (mg/100g peso fresco) Variedade de vegetais

) ) Alcachofra, aspargos, fava, beringela, alho, cebola,
Muito Baixo < 20 feijdo-verde, cogumelos, ervilha, pimenta, batata,
abobrinha, batata-doce, tomate e melancia

Baixo < 50 Brécolos, cenoura, couve-flor, pepino e abdbora
Médio < 100 Repolho, nabo e couve lombarda
Aipo-rabano, couve chinesa, endivia, erva-doce,
Alto <250 couve-rabano e alho-porro
Muito Alto > 250 Aipo, agrido, cerefélio, alface, beterraba vermelha,

espinafre e rdcula

Por outro lado, o consumo de &gua pode constituir igualmente uma fonte
significante destes aniBes, principalmente em areas rurais e agricolas, onde as fontes
aquiferas podem conter maiores niveis de contaminacdo por nitratos e nitritos, derivados
da utilizacdo de fertilizantes agricolas. Adicionalmente o éxido nitrico proveniente da
poluicdo atmosférica, provocada pela combustdo industrial e veiculos automdveis,
potencia a contaminacdo das reservas aquiferas (figura 6) (Hord et al., 2009; Lundberg
etal., 2011; Machha & Schechter, 2011; Yamasaki et al., 2014).

s ; Contaminacio -
Bebidas Poluicédo
\ —=
. y,

Via de reducio r
do nitrito

Alimentos /-\
0y NO [0 4{‘)

le
‘ %0 ‘ NO; wp| N
t Efeitos
l / m— NOS Hisiologicos
ST

Figura 6 - Ciclo do nitrato, nitrito e 6xido nitrico no mamifero. Traduzido e adaptado de: (Lundberg
et al., 2009)

Digestio
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Sabendo que o leite representa a dieta principal dos mamiferos recém-nascidos,
faz sentido avaliar a possivel passagem destes compostos no leite materno (Yamasaki et
al., 2014). Nos primeiros dias de amamentacao, a quantidade de nitritos presentes no leite
pode variar entre 0.8 e 2.1 mg L1, enquanto que ao longo deste periodo, as fémeas
secretam quantidades de NOs de 1.4 até 11.2 mg L"1. No entanto as concentra¢des destes
anides séo substancialmente mais elevados no leite do que as concentragdes observadas
no plasma (Yamasaki et al., 2014). Contrariamente & ideia inicial que associava um grau
de toxicidade ao nitrato e nitrito, estes resultados vieram informar que estes anides
possam afinal, ser benéficos e de certo modo essenciais, a satde e fisiologia humana caso
contrario estes compostos ndao seriam naturalmente introduzido no leite materno. Em
reforco, os mamiferos também secretam durante a lactagdo niveis substanciais de
fitoquimicos, inclusive flavonoides, que por sua vez, aumentao a conversdo do nitrito em
NO (Yamasaki et al., 2014).

3.2 - Fontes enddgenas

3.1.1- Reducdo do nitrato salivar por bactérias comensais

Na cavidade oral existem bactérias anaerdbias facultativas capazes de reduzir o nitrato
a nitrito, através da enzima redutase do nitrato. Como fonte energética alternativa, na
auséncia de (Oy) estas bactérias conseguem utilizar os nitratos como aceitadores finais de
eletrbes para ganhar adenosina trifosfato (ATP) (Lundberg et al., 2011). Assim, numa
relagdo de simbiose entre bactéria e hospedeiro, os nitratos obtidos na dieta ou oriundos
da circulacdo enterosalivar, sdo reduzidos pela flora comensal da cavidade oral em nitritos
(Equacéo 7). Estes ultimos quando em contacto com o ambiente acidico do estomago
ddo origem a &cido nitrico (HNO.) e, consequente, ao trioxido de dinitrogénio (N203),
que por sua vez se decompbe em NO (figura 7). (Kevil et al., 2011; Yamasaki et al.,
2014).

Equacdo 7 - NO3™ + 2e” + 2H" & NO2 + H20

O oxido nitrico formado no estbmago, tem propriedades bactericidas e
vasodilatadoras, que se manifesta numa melhor protecéo géastrica contra o acido, através

do aumento da secre¢cdo de muco, bem como numa defesa contra microrganismos
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patogénicos. Apesar de alguns microrganismos, conseguirem prosperar no ambiente
acidico do estdbmago, dificilmente conseguem sobreviver, perante a jungéo de nitritos com
acidos gastricos, uma mistura que constitui um eficiente agente bactericida (Lundberg et
al., 2008; Yamasaki et al., 2014)

NO;

Acumulado
na saliva pela
NO; —* NOy circulagdo
Rediiids por enterosalivar | Redugdo acidica
bactérias da
flora oral
NO

Oxidagido no sangue
e tecidos

Figura 7 - Reducdo do nitrato salivar por bactérias da flora oral. Adaptado e traduzido de: (Kevil et
al., 2011)

Assim apesar do nitrito ingerido poder ter origem direta da dieta, a maior parte €
obtido apos reciclagem do nitrato do plasma para a saliva, através da circulacdo
enterosalivar, com posterior reducao em nitrito pela flora comensal bacteriana e repeticdo
da ingestdo. Deste modo, relativamente a quantidade nitritos totais ingeridos, 93% sao
obtidos por esta via enterosalivar, enquanto apenas 7% sdo obtidos por via alimentar
(Kevil et al., 2011; Yamasaki et al., 2014). Estes dados estdo em concordancia com outro
estudo que demostra que o ato compulsivo de cuspir saliva reduz a recirculagao de nitrato
para nitrito, apos consumo de uma suplementacéo de nitratos. Estudos efetuados em ratos
e porcos evidenciam que a reagdo de conversdo do nitrato salivar ocorre huma area da
parte posterior da lingua, onde se observa maior colonizacao bactérias capazes de reduzir
0s nitratos em nitritos. Sendo que a relevancia e influéncia desta via nos niveis séricos de
nitritos é significante ao ponto de se observar uma reducéo dos niveis séricos destes com
0 uso de antibidticos ou colutdrios antissépticos de higiene oral (Kevil et al., 2011;
Yamasaki et al., 2014).
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3.1.2- Oxidacao do oxido nitrico (NO) enddgeno

Apesar da producgdo enddgena de nitrito ja ter sido identificada h& mais de um século,
0 agente responsavel pela mesma, bem como o0s respetivos mecanismos de regulagéo
permaneceram desconhecidos até finais do sec. XX. Atualmente diversos estudos
indicam, de forma consensual, que o nitrito de origem endogena é formado através da
oxidagdo do NO, também ele sintetizado endogenamente atraves do complexo enzimatico
NOS (Yamasaki et al., 2014). O 6xido nitrico assim formado, é oxidado no sangue e nos
tecidos na presenca de oxigenio, com formacdo de nitrito (equacéo 8). Apesar desta
reacao ser muito demorada, pode ser catalisada no plasma pela enzima ceruloplasmina
(equacdo 9, 9.1 e 9.2), que facilita e acelera a conversédo de NO em NO" (Lundberg et
al., 2008; Yamasaki et al., 2014).

Equacdo 8 - 4*NO + Oz + 2H20 < 4NOz + H*
Equacéo 9 - *NO + Cu?" <> NO* + Cu*
Equacdo 9.1 - NO* + H20 <> HNO, + H*
Equacdo 9.2 - HNO2 <> H* + NO2’

3.1.3- Reducdo do nitrato pela xantina oxiredutase (XOR)

Apesar de, durante muito tempo, se pensar que células eucaridticas eram
incapazes de reduzir o nitrato em nitrito, pois careciam da enzima redutase do nitrato.
Resultados obtidos por Jasson et al. (2008), efetuados em roedores e tecidos humanos,
demonstraram que afinal os mamiferos também sdo capazes, embora de forma pouco
significativa, reduzir o nitrato em NO2 e NO através de enzimas enddgenas redutoras do
nitrato (Jansson et al., 2008; Lundberg et al., 2011).

O facto da utilizacdo de alopurinol, inibidor da enzima XOR, provocar uma
diminuigdo dos niveis de nitritos em ratos deficientes da enzima NOS, bem como

privados de flora comensal, veio mostrar que a oxiredutase da xantina, para além da flora
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comensal e da oxidacdo do NO derivado da NOS, constitui uma fonte de nitrito, capaz de

elevar os seus niveis através da reducgdo do nitrato (Jansson et al., 2008)

3.3- Nitratos e nitritos inorganicos vs. Nitratos organicos

Quando se fala genericamente em nitratos e nitritos, € importante ndo confundir
0S nitratos e nitritos inorganicos com os nitratos e nitritos organicos, pois enquanto 0s
primeiros sdo simples ibes formados endogenamente ou obtidos através da dieta, 0s
nitratos organicos sdo mais complexos. Na sua maioria, sdo sintetizados a nivel
laboratorial, e podem variar no nimero de nitratos que os compdem, podendo ser mono,
di, tri, ou tetranitratos. Alguns dos mais utilizados no tratamento de patologias
cardiovasculares séo, por ordem crescente de poténcia, 0 mononitrato de isossorbido
(ISMN), o dinitrato de isossorbido (ISDN) o gliceril trinitrato (GTN), e ainda o
pentaeritril tetranitrato (PETN) (Omar, Artime & Webb, 2012).

Apesar de os compostos de ambas as origens, desempenharem a maior parte das
suas funcdes por via da acdo do éxido nitrico, existem bastantes diferencas entre as suas
caracteristicas moleculares e vias metabdlicas, que se fazem refletir em perfis
farmacocinéticos e farmacodinamicos distintos. Tal facto traduz-se em niveis diferentes
de biodisponibilidade obtidos, que por sua vez se manifestam em diferentes vias de

administracdo, bem como possiveis formas farmacéuticas distintas. ( Omar et al., 2012).

Administracdo:

Ao contrario dos compostos organicos, 0s nhitratos e nitritos inorganicos sao sais
hidréfilos, cuja absorcao se realiza no trato gastrointestinal superior, e por isso conseguem
evitar o efeito de primeira passagem hepatica. Podem desta forma, ser administrados por
via oral, pois conseguem obter uma maior biodisponibilidade relativamente aos nitratos
organicos (Omar et al., 2012). No entanto apesar de a maioria dos nitratos organicos
serem administrados por via bucal, sublingual ou transdérmica, o (ISMN) e o (ISDN), em
particular, apresentam niveis mais reduzidos de metabolizacdo hepatica, o que lhes
permite de igual forma ser administrados por via oral. Para além destas, vias tanto os
nitratos organicos como os inorganicos podem ser administrados por via inalatéria (Omar
etal., 2012).

Farmacodinamica:
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Ao comparar os perfis farmacodinamicos, verifica-se que o0s nitratos organicos
séo vasodilatadores agudos muito mais potentes do que os nitritos inorganicos, na medida
que estes apresentam efeitos mais subtis e estdo dependentes de certas condigdes
fisioldgicas. Por outro lado, o uso cronico de nitratos organicos estd limitado pelo
desenvolvimento de tolerancia, caracterizado pelo desenvolvimento de disfungédo
endotelial, e agravamento de lesGes isquemicas preexistentes, enquanto o uso de nitritos
inorganicos, para além de conferir efeitos citoprotetores, ajuda na reperfusdo apos
isquemia, ndo provoca tolerancia, e pode ainda compensar a funcéo endotelial diminuida
(Omar et al., 2012).

Farmacoterapia:

Os nitratos organicos estdo indicados no tratamento sintomatico da angina de peito
bem como do enfarte do miocérdio, e séo utilizados com este fim desde o inicio do século
XIX. Apesar dos seus efeitos adversos, este grupo farmacolégico tem vindo a dominar o
mercado na terapéutica de doencas coronarias agudas, devido & sua rapida distribuicao e
pico de acdo, associado a escassez de alternativas terapéuticas eficientes (Omar et al.,
2012). Ja os nitritos inorganicos, num espaco de duas décadas, passaram de produtos
potencialmente carcinogénicos resultante do metabolismo do Oxido nitrico, para
percursores e reguladores da biodisponibilidade de NO, o qual, € um potente
vasodilatador, como ja foi anteriormente referido. A partir do momento em que foram
descobertas varias vias de reducao do nitrito em NO, que permitem a sua reciclagem in
vivo, estes compostos tém vindo a ganhar grande protagonismo do ponto vista cientifico.
Desde entdo variados efeitos benéficos destes compostos tem sido descritos,
evidenciando o enorme potencial terapéutico do nitrito em variadas condicdes
fisiopatologias, principalmente em doencas cardiovasculares (Bailey, Feelisch, Horowitz,
Frenneaux & Madhani, 2014; Omar et al., 2012)

3.4- Nitrito - marcador biologico e método de diagndstico de fisiopatologias

Dado que o distarbio da biodisponibilidade de NO, assim como o distdrbio da
biorelagdo entre nitrito e 6xido nitrico, podem contribuir para o desenvolvimento estados
fisiopatoldgicos distintos, principalmente ao nivel cardiovascular, desde disfuncéo
celular endotelial, desenvolvimento de aterosclerose, doenca vascular periférica, bem

como em casos mais graves leses isquémicas (Bryan, 2006; Kevil et al., 2011). Para
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além de sintomas cardiovasculares, os mesmos disturbios, podem ainda provocar
inimeras alteracdes fisiologicas nomeadamente, inflamacdo, disfungdo neuroldgica e
cancro. Realgando a importancia da manutencéo dos niveis homeostaticos de NO para
prevenir desenvolvimento de estados fisiopatoldgicos. Dado que 70 a 90 % dos niveis
plasmaticos de nitritos sdo resultado da sintese de NO pela eNOS, e consequente oxidacao
a NO-, torna-se evidente que 0s nitritos relinem as caracteristicas ideais para servir como
marcador bioldgico de NO, com interesse ao nivel da identificacdo de diagnostico de
individuos assintomaticos, em risco de doencas cardiovasculares (Bryan, 2006, 2015).

Sabendo que o 6xido nitrico NO é responsavel pela regulacéo de varios processos
fisiol6gicos como da pressao sanguinea, respostas imunitaria e comunicacao neural, e que
as alteracbes nos seus niveis plasmaticos e biodisponiveis, podem estar na base do
desenvolvimento de varias condicdes fisiopatoldgicas. Entdo torna-se crucial conhecer os
niveis fisiologicos basais de NO na salude e na doenca, para poder identificar
antecipadamente os riscos e condicdes fisiopatoldgicos, numa fase assintomatica (Bryan
& Grisham, 2007; Bryan, 2006, 2015; Dejam et al., 2004; Kevil et al., 2011).

A taxa de metabolizacdo do NO é muito rapida, caracteristica que torna a sua
identificacdo em amostras bioldgicas muito dificil, levando a necessidade de desenvolver
estratégias alternativas para a quantificacdo, de forma precisa e sensivel, dos niveis basais
de NO. Assim os candidatos ideais para este efeito sdo os metabolitos do NO, que por sua
vez possuem tempos de semivida mais elevados, permitindo a sua detecéo, quantificacdo
e consequente extrapolacdo para os respetivos niveis NO (Bryan & Grisham, 2007;
Bryan, 2006).

Inicialmente, as técnicas e métodos de detecdo e de quantificacdo do NO,
nomeadamente o ensaio colorimétrico de Griess, mostraram ser tdo pouco sensiveis como
precisas, ndo sendo capazes de uma eficiente distingéo entre o NO e 0s seus metabolitos,
(Bryan & Grisham, 2007; Kevil et al., 2011). Mais tarde, técnicas de quimiluminescéncia
vieram permitir identificar e quantificar reduzidas quantidades de NO2", bem como de
outras espécies nitrosiladas. No entanto, ja existem métodos mais eficientes e sensiveis
para medicdo dos metabolitos de NO, nomeadamente a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) (Bryan & Grisham, 2007; Kevil etal., 2011). A quantificagédo destes
metabolitos, em especial do nitrito, permite a recolha de informacgdo valiosa no que
respeita & producdo, metabolismo e biodisponibilidade de NO. O facto do nitrato NO3"
ser estavel no corpo humano, exceto quando é reduzido em nitrito pela flora bacteriana

oral, faz com que seja pouco Util, para estimar os niveis totais de déxido nitrico no
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organismo (Bryan & Grisham, 2007; Bryan, 2006, 2015). Uma revisao recente evidencia
que a detecdo do nitrito salivar, devido & sua bioatividade e caracteristicas metabdlicas,
pode revelar-se um importante método de medida da biodisponibilidade de NO. Na saliva
0 metabolito NO2™ reflete bem as alteragcBes consequentes do balango resultante da
producdo e consumo de NO (Bryan & Grisham, 2007; Bryan, 2006, 2015).

Os niveis de nitritos salivares, como ilustrado na (figura 8), s&o influenciados por
diversos fatores, nomeadamente pelas quantidades de nitratos ingeridas na dieta,
quantidades de NO sintetizadas por via enddgena, atividade bacteriana da flora oral, ratio
de saliva produzida versus ingerida, pH gastrico, ou ainda aumento da metabolizacdo de
NO. Deste modo caso haja distdrbios negativos dos niveis biodisponiveis de NO, esse
efeito é repercutido na reducdo proporcional dos niveis de nitritos salivares.
Resumidamente qualquer disturbio deste ciclo ira refletir-se nos niveis de nitritos

salivares, com possivel indicacdo de condic¢des fisiopatoldgicas (Bryan, 2015).

Amostra de Witrito Salivar comp Biomarcador da Biodisponibilidade de (NG)

Biceeinteze de
oxico nirico pela Deta
(NS
’/;\ /\\ Reduzida [mgestio na
Disfumeio Endotelial NO,- Dieta
A l J = Preducdy sclivar roduzida
. e = Antihidticos
Diagnistico _ - Colutérios Antissépticos
mic - NO,
invasivo
\\/ l }7 + Keduzida Acidez
Castricn
= RKeduzida Deghoticho
€ Saliva
NO*
1 Aumente da
metabalicagio de (NO)
Bicatividade

Figura 8 - Amostra de nitrito salivar como marcador da biodisponibilidade de NO.
Adaptado e traduzido de: (Bryan, 2015)

A amostra salivar, por ser de simples recolha e ndo invasiva, adicionalmente ao
facto de refletir de forma mais aproximada os niveis de NO totais, oferece varias
vantagens relativas aos outros compartimentos biologicos de diagnésticos, como plasma

e sangue. No entanto esta longe de ser perfeita, na medida em que uma pessoa que
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apresente disfuncao endotelial deveria apresentar valores elevados de nitritos salivares,
mas caso ingira uma alimentacdo rica em nitratos, pode falsear os niveis de nitritos
observados na saliva, que se verificam aumentados (Bryan, 2015).

Assim, quando as suas variaveis e limitagdes vierem a ser melhor compreendidas,
0 método de diagndstico do biomarcador nitrito, pode vir a fornecer informagdes vitais
relativas ao estado de saude, bem como presenca de riscos cardiovasculares, mesmo em
doentes assintomaticos, permitindo uma abordagem terapéutica muito mais precoce, e
com melhores progndsticos (Bryan & Grisham, 2007; Bryan, 2006, 2015; Dejam et al.,
2004).
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4. Potencial terapéutico do nitrito inorganico

A aplicacéo terapéutica corrente que tem sido atribuida ao nitrito inorganico sob
a forma de nitrito de sodio, é a de antidoto contra intoxicacGes por intermédio de cianeto
e ou sulfureto de hidrogénio. Estes toxicos, ttm uma elevada afinidade para se ligarem a
ferro ferroso (Fe2+), e nomeadamente ao citocromo C oxidase mitocondrial,
repercutindo-se na inibicdo da respiragéo celular. Tal facto, manifesta-se numa toxicidade
ao nivel tecidular, uma vez que as células ficam incapazes de utilizar o (O2) e,
dependentemente da via de intoxicacdo e do tempo de exposi¢do, 0s sintomas podem
variar desde uma simples irritacdo aérea até a morte, em poucos minutos (Kevil et al.,
2011; Omar et al., 2012).

A administracdo terapéutica de 300 mg de nitrito de s6dio, numa taxa de perfusao
de 30mg/ml, provoca a formacdo de metahemoglobina. Como esta também tem uma
elevada afinidade para o cianeto, compete com a oxidase do citocromo C por este ligando,
dando origem a ciano-metahemoglobina, e desta forma, reduzindo a inibicdo da
respiracdo celular ao nivel da mitocondria. No entanto ndo se pode considerar que o nitrito
seja um antidoto muito eficiente, nem com muita relevancia, pois comparativamente a
outros antidotos, tem uma a taxa de formacéao de (metHb) significativamente lenta, o que

faz com que o seu uso em situacBes urgentes ndo seja possivel. (Kevil et al., 2011).
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Figura 9 - Potencial terapéutico do nitrito inorganico. Adaptado e traduzido
de: (Kevil et al., 2011)
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Nos ultimos anos, 0s nitritos inorganicos tém vindo a ganhar terreno na area
terapéutica, nomeadamente, no tratamento e prevencdo de condi¢des fisiopatoldgicas
como doengas cardiovasculares, doencas inflamatorias e ou infeciosas (figura 9). Como
ird ser desenvolvido neste capitulo, especificamente doencas associadas a reducdes dos
niveis tecidulares de oxigénio (O2), que provoquem uma reducdo do pH, ou ainda que
blogueiem o fluxo sanguineo, definem os principais alvos terapéuticos dos nitritos (Bueno
et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Apesar de 0s nitritos inorganicos terem sido investigados intensivamente nos
ultimos anos, e demonstrado um grande potencial terapéutico, ha evidéncias da utilizacao
terapéutica destes na antiguidade. No inicio do séc. XX foi encontrado um manuscrito
budista, que data um periodo de aproximadamente 1000 anos atras, evidenciando
utilizacBes destes compostos no tratamento nas dores cardiacas agudas e na regulagéo e

aumento da temperatura corporal (Lundberg et al., 2008).

4.1- Potenciais aplicacOes terapéuticas em patologias cardiovasculares
4.1.1- Hipertenséo

A hipertensao ou a elevacao da pressao sanguinea é uma condicdo, perante a qual
0s vasos sanguineos estdo constantemente sujeitos a pressdes elevadas. E medida em
milimetros de mercdrio (mmHg), com base em dois valores, a pressdo sistolica e a
diastolica, que correspondem, respetivamente, & pressdo maxima e minima, observadas
durante a contracdo e relaxamento do coracdo. Considera-se hipertensdo, quando os
valores de pressao sistolica e diastolica se elevam para valores maiores do que 140
(mmHg) e 90 (mmHg) respetivamente (World Health Organization, 2013).

Deste modo, quanto mais elevada estiver a pressao arterial, maior sera o trabalho
exercido pelo coracdo para fazer chegar o sangue ao resto dos tecidos, pois ha uma maior
resisténcia oferecida pelos vasos durante esse transporte. Apesar de em condigdes
precoces nao causar sintomas, e haver um elevado niumero de pessoas ndo diagnosticadas,
a hipertensdo pode em casos mais graves, conduzir a uma série de complicagdes como
valvulopatias, faléncia cardiaca, hiperplasia e enfarte do miocéardio, desenvolvimento de
aneurismas, AVC, faléncia renal e ou cegueira (World Health Organization, 2013).

Em 2008, de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, o nimero de pessoas

diagnosticadas com hipertensdo subiu de 600 milhdes para 1 bilido, sendo que as
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complicacdes derivadas da hipertensdo, foram responsaveis por mais de 9.4 milhdes de
mortes ao nivel mundial, nesse mesmo ano. Caso seja detetada a tempo e seja efetuado
um tratamento eficiente e antecipado, pode-se evitar intervencdes mais dispendiosas e
invasivas como bypass cardiaco, cirurgia da artéria cardtida ou hemodialise (Department
of Health Statistics and Informatis, 2011; World Health Organization, 2013). Neste
sentido, os nitritos inorganicos tem vindo a ser intensivamente investigados ao longo dos
ultimos, numa tentativa de poderem vir a fornecer mais uma alternativa terapéutica na
area da vasodilatacdo, com consequente melhoria do fluxo e perfusdo sanguinea
(Gilchrist, Shore & Benjamin, 2011; Omar et al., 2012).

Acdo vasodilatadora:

As propriedades vasodilatadoras do nitrito inorganico foram sugeridas
primeiramente por (Reichert & Mitchell, 1980) que demonstraram que o nitrito de
potéssio alterava a pulsacdo arterial de uma forma dependente da dose. Mais tarde,
(Furchgott & Bhadrakom, 1953) provaram que o nitrito in vitro provocava vasodilatacdo
de pedacos pré-contraidos da artéria aorta de coelho. Ja as doses farmacoldgicas para este
efeito foram, propostas posteriormente, por (Modin et al. 2001) onde se verificou que
concentracdes de nitrito de 200 umol/I séo suficientes para relaxar, in vitro, a aorta de
rato em condicdes fisiol6gicas aerdbicas, enquanto concentragdes de apenas 160 umol/l
sd0 necessarias para observar o mesmo efeito em condicdes de hipoxia (Bailey et al.,
2014; Gilchrist et al., 2011).

J& em ensaios in vivo realizados por (Cosby et al., 2003; Gladwin et al., 2006),
confirma-se que apds perfusdo de nitritos na artéria braquial, ocorre vasodilatacdo e
aumento do fluxo sanguineo no braco (figura 10A), com formacdo de metabolitos do
oxido nitrico e da hemoglobina. Como ilustrado na (figura 10B) verifica-se que fluxo
sanguineo é maior, quando é administrado nitrito concomitantemente, com inibidor da
NOS (L-NMMA), do que este ultimo sozinho, comprovando que o nitrito &€ mediador de
vasodilatacdo e capaz de fornecer NO mesmo quando NOS estd inativa. Como a
administracdo de nitrito em esforco fisico, provoca um aumento mais acentuado do fluxo
sanguineo comparativamente a administragdo de nitrito em repouso, este resultado
demostra que a reducdo do nitrito em NO, e a sua a¢do vasodilatadora, sdo potenciadas
em hipoxia ou esforco fisico (figura 10B). Visto que houve formacdo de produtos da

reacdo com a hemoglobina, e que a taxa de formagdo destes é inversamente proporcional
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a taxa de saturacdo de (oxiHb), foi também possivel inferir que a (desoxiHb) é

responsavel pela redugdo do NO>" em NO (Cosby et al., 2003; Gladwin et al., 2006).
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Figura 10 A - Influéncia do nitrito no aumento do fluxo sanguineo B-
Influencia da NOS e do exercicio fisico, na vasodilatacdo mediada pelo nitrito.
Adaptado e traduzido de: (Cosby et al., 2003; Gladwin et al., 2006)

Num estudo realizado por Maher et al. em (2008), com o objetivo de testar a
hipbtese de que a taxa de reducdo do nitrito variava de acordo com a tensdo de oxigénio
P (02), e se o efeito de vasodilatagdo aumentava consequentemente, & medida que estas
tensbes iam diminuindo. Com os resultados obtidos neste estudo foi possivel demonstrar
que o nitrito é um potente vasodilatador em norméxia e em hipoxia, e que em condi¢des
fisioldgicas, a sua acdo vasodilatadora nas artérias e vasos de resisténcia € modesta, mas
¢ acentuada nas veias e vasos de capacidade. Por outro lado, em hipoxia, o nitrito revela-
se um potente vasodilatador das arterias e vasos de resisténcia. Isto deve-se ao fato de que
durante condigdes fisioldgicas normais, existe uma menor tensdo de oxigenio P (O2) nos
vasos de capacidade, onde circula sangue venoso, do que nos de resisténcia onde flui
sangue arterial. Ja em condicGes de hipoxia a P (O2) diminui mais acentuadamente nos
vasos de resisténcia em comparagdo ao estado fisiologico normal. Estes resultados
reforcam as evidéncias anteriores ja referidas atras que as tensdes de oxigénio
desempenham um importante papel na determinacdo da resposta vasodilatadora (Maher
et al., 2008; Bailey et al., 2014).

Atualmente é consensual que o nitrito em situag¢fes de hipoxia, pode atuar como

percursor de NO, e mediar indiretamente a vasodilatacdo, atraves da ativacdo da sGC e
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aumento dos niveis de cGMP, com consequente diminui¢cdo dos niveis de célcio
intracelular. (Bailey et al., 2014; Omar et al., 2015). Porém ainda existe alguma
controvérsia no que toca ao seu mecanismo de a¢do vasodilatador, pois ndo foi ainda
possivel, explicar como 0 NO escapa a metabolizagdo sanguinea apés reducéo do nitrito,
uma vez que o seu tempo de semivida no sangue é de aproximadamente 2 us. Por outro
lado, ainda néo foi descrito nem ha conhecimento da existéncia de recetor do nitrito na
parede endotelial. As evidéncias disponiveis até & data sugerem que o nitrito, ndo
consegue exercer bioatividade antes de ser reduzido em NO ou outros metabolitos (Bailey
et al., 2014; Gladwin et al., 2006).

A hipertensdo pulmonar, anemia falciforme, e vasoespasmo cerebral retardado,
sdo condicdes fisiopatoldgicas, que sdo agravadas pela hipertensdo, sendo que as
propriedades vasodilatadoras do nitrito podem conferir efeitos terapéuticos, nestas

situacOes patoldgicas em particular (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Hipertensdo Pulmonar:

A hipertensdo pulmonar (HP) é uma condicdo caracterizada pela elevada
resisténcia vascular pulmonar, que se manifesta por niveis sistémicos de (O2) reduzidos
(hipoxia). Em casos graves pode levar a disfungdo ventricular direita, reducdo output
cardiaco e morte (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008). Ensaios efetuados em
animais com (HP), comprovou-se que 0s nitritos e o éxido nitrico tém acédo vasodilatadora
pulmonar seletiva, pois reduzem a vasoconstricdo pulmonar induzida pela hipoxia
caracteristica desta patologia, em modelos ovinos. Comparativamente ao efeito com o
nitrito, o NO teve maior rapidez de acdo mas menor duracdo do efeito, enquanto por outro
lado, o efeito vasodilatador do nitrito foi mais prolongado (60min) e ndo se observou
alteracOes ao nivel da presséo sanguinea sistémica (Bueno et al., 2012).

Ja em ensaios efetuados em modelos de roedores, no sentido de avaliar também o
potencial do nitrito na (HP) por administracdo sistémica. Verificou-se que ao contrario
do nitrito inalado, o nitrito de sddio sistémico tem a capacidade de provocar vasodilatagéo

da circulagéo pulmonar, bem como da circulagéo sistémica (Bueno et al., 2012).

Anemia falciforme:

A anemia falciforme, caracteriza-se pela oclusdo dos vasos sanguineos, pelos
eritrocitos falciformes, que por sua vez provocam vasoconstricdo e aumento pressao

arterial. Uma vez que pacientes com esta doenca, apresentam pré-disponibilidade para

51



Utilizagdo terapéutica de nitritos inorganicos em doengas cardiovasculares uma nova fungdo para um velho
conhecimento

desenvolver (HP) & medida que envelhecem. Foram realizados ensaios com o objetivo de
avaliar a potencialidade terapéutica do nitrito nesta condicéo, e constatou-se que apesar
deste provocarem vasodilatacdo, no que diz respeito elevacdo do fluxo sanguineo, estes
pacientes respondem de forma menos significativa aos nitritos, relativamente aos

controlos saudaveis (Bueno et al., 2012).

Vasoespasmo cerebral retardado:

Por ultimo, alguns trabalhos indicam que os nitritos, podem ajudar a prevenir a
vasoespasmo cerebral tardio ap6s hemorragia espontanea do aneurisma da artéria
subaracnoidea. Quando ndo é fatal, nos periodos ap6s o derrame, verifica-se diminuicao
do fluxo sanguineo na artéria cerebral média, devido ao seu estreitamento. Varios estudos
indicam que o espasmo vascular ocorre devido & reduzida biodisponibilidade de NO e
NO2 no fluido espinal cerebral. No entanto, em ensaios com modelos de primatas, a
administragdo por via sistémica de nitrito durante 2 semanas, resultou na prevengdo do
vasoespasmo, bem como na reducdo dos danos provocados pela isquemia, como seré
explicado com maior detalhe no proximo subcapitulo, noutras patologias que também se

caraterizam por lesdes isquémicas (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Dieta na reducdo da hipertensio:

De acordo com um jornal da organizacdo mundial de saude (World Health
Organization, 2013) uma ma dieta, consistindo numa alimentacdo desequilibrada, com
reduzida ingestdo de vegetais e frutos acompanhado de um elevado consumo de gorduras
e sal, engloba uma das principais causas de hipertensdo. Que por sua vez é um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento ou agravamento de doencas
cardiovasculares.

Estudos efetuados por (A. J. Webb et al., 2008) na tentativa de avaliar os possiveis
beneficios cardiovasculares duma dieta rica em nitratos e nitritos, verificou-se que 3 horas
apos a ingestdo de uma sobrecarga dietética de nitratos em voluntarios saudaveis,
observou-se uma reducéo significativa da pressao sanguinea, bem como uma reducéo da
agregacao plaquetar e prevencdo da disfuncdo endotelial. Estes efeitos confirmam-se,
uma vez que a interrupgdo da circulacdo enterosalivar e consequente a inibicéo da reducéo
do nitrato, resultou na inexisténcia da redugdo da pressdo sanguinea, bem como na
auséncia de efeito inibitorio sobre a agregacdo plaquetar, demonstrando que a

alimentacéo rica em frutos e vegetais € uma importante fonte de nitritos, representando
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uma serie de beneficios na satde cardiovascular, nomeadamente na hipertensdo (Hord et
al., 2009; Kapil et al., 2010; Lundberg et al., 2011; Machha & Schechter, 2011; A. J.
Webb et al., 2008).

4.1.2 - Citoprotecdo em lesdes de reperfusdo isquémica

A inibicdo ou bloqueio do fluxo sanguineo num tecido, que provoque um
desequilibrio entre o fornecimento de (O2) e a sua caréncia, denomina-se isquémia. As
lesbes de reperfusdo isquémica sdo uma componente determinante na patogenicidade de
varias doencas cardiovasculares, sendo ainda responsaveis pela mortalidade e
morbilidade, apos situacdes de restricdo ou bloqueio da circulagdo sanguinea, enfarte
agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e ou cirurgias (Frank et al., 2012; Murillo,
Kamga, Mo & Shiva, 2011). Por norma, os métodos usados para a reducao ou prevencao
deste efeito, baseiam-se na devolucdo do fluxo sanguineo ao tecido em isquémia. No
entanto, o aumento da perfusdo no tecido apds isquémia, resulta controversamente, na
exacerbacdo do processo isquémico e consequentes danos adicionais. Este fendmeno
denominou-se entdo de, lesbes de reperfusdao isquémica (I/R), ou seja, sdo lesdes
provocadas por isquémia ou pela reperfusdo sanguinea, num dado tecido. Em estudos
efetuados em modelos animais, verificou-se que apds, enfarte agudo do miocérdio, 50%
dos casos desenvolviam este tipo de lesdes (Frank et al., 2012).

Para além do miocardio, este processo também pode ocorrer noutros tecidos como
é 0 caso do figado, rim e cérebro. Especificamente no cérebro da mesma forma situacdes
como inibi¢do ou bloqueio da circulagdo sanguinea, e ou acidente vascular cerebral por
oclusdo trombdtica ou por rutura vascular, podem provocar posteriormente episodios
isquémicos com consequentes danos neuroldgicos e défices cognitivos (Sanderson,
Reynolds, Kumar, Przyklenk & Huttemann, 2013).

Em conjunto, a disfungdo endotelial e mitocondrial sdo responsaveis pela
progressao das lesdes de reperfusédo isquémicas. Na disfungédo endotelial, observada em
(I/R), produzem-se moléculas de adesdo, que por sua vez, induzem a migracdo e adesdo
de leucdcitos para a zona em isquémia, iniciando desta forma, as lesdes tecidulares
(Murillo et al., 2011). Tal facto foi comprovado por ensaios que demonstram que 0
silenciamento da expressao da eNOS exacerba as lesdes de (I/R), enquanto a sua sobre-

expressdo previne e protege o desenvolvimento destas lesdes (A. Webb et al., 2004). A
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nivel celular, a disfuncdo da mitocondria é responsavel pelos danos provocados durante
os periodos de isquémia bem como de reperfusdo, através da deplecdo de adenosina
trifosfato ATP, e da producdo de grandes quantidades de ROS, provocando lesdes nos
componentes celulares, induzindo a apoptose e ou a necrose celular (Murillo et al., 2011;
Sanderson et al., 2013; Shiva & Gladwin, 2009).

Acao citoprotetora e requladora dos consumos de O»:

Ja o Oxido nitrico e mais recentemente 0s nitritos, estdo a ser reconhecidos como
moduladores da funcdo mitocondrial e endotelial, e conceder desta forma citoprotecao
durante e apds os periodos de (I/R), caracteristicos, em patologias como o acidente
vascular cerebral (AVC), enfarte agudo do miocardio (EAM), e vasoespasmo cerebral
(Calvert & Lefer, 2009; Dezfulian, Raat, Shiva & Gladwin, 2007; Murillo et al., 2011;
Shiva & Gladwin, 2009; Shiva et al., 2007; A. J. Webb et al., 2008).

Em normoxia (Figura 11), o NO sintetizado pela NOS, pode ativar a via de cGMP
induzindo a vasodilatagdo ou entdo atuar na mitocondria inibindo a oxidase do citocromo
C ou complexo IV, que por sua vez é o ultimo aceitador de eletres da cadeia
transportadora. A ligacdo do NO ao complexo (IV), leva a utilizacdo alternativa do (O2)
noutros alvos, causando a producdo de ROS e danos celulares consequentes do stress
oxidativo (Lundberg et al., 2009). Por outro lado em hipoxia ou (I/R), o NO ja ndo é
sintetizado pela NOS devido a deplegdo de (O) e cofatores. Sendo que o nitrito pode ser
reduzido pela forma desoxigenada da mioglobina, oxiredutase da xantina, ou ainda por
enzimas da cadeia transportadora de eletrdes (ETC), originando NO, que inibe a
respiracdo no complexo (IV), e regula desta forma os gradientes e consumos de oxigénio
pela mitocondria, como ilustrado na (Figura 11). Em reforco o nitrito pode atuar
diretamente no complexo (1) da cadeia transportadora da mitocondria por S-nitrosilacao,
e inibir desta forma a sintese de ROS, mediando citoprotecdo durante a reperfuséo
(Lundberg et al., 2009).

Estudos efetuados por (Larsen, Weitzberg, Lundberg & Ekblom, 2007)
suportaram esta ideia ao demostrar a redugdo dos consumos de oxigénio em todo o corpo,
em jovens voluntarios saudaveis durante exercicio fisico intenso, apés suplemento de

nitrato de sodio, comparativamente ao grupo placebo.
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Figura 11 - Acéo citoprotetora do 6xido nitrico e do nitrito na
mitocdndria comparativamente & hipoxia. Adaptado de (Lundberg
et al., 2009)

Segundo (Shiva & Gladwin, 2009) o nitrito é a terapéutica ideal neste tipo de
lesGes e situacdes de (I/R), pois € o Unico entre os inibidores do complexo (I), que nao
inibe a sua atividade em normoxia. Para além disso, ainda atua de forma reversivel,
devido a modificacdo proteica por S-nitrosilagdo ser meramente temporaria, este é
vantajoso, uma vez que a sua irreversibilidade significaria interromper permanente a
producdo de ATP e consequente morte celular (Shiva & Gladwin, 2009). Apesar da
oxiredutase da xantina, ser normalmente responsavel por reduzir o (O2) em superdxido,
0 qual provoca danos celulares contribuindo para o stress oxidativo. No entanto o nitrito
em condigdes de hipoxia, compete com o substrato (O2) pela ligacdo a XOR, sendo desta
forma reduzido a NO, e conferindo simultaneamente citoprotecdo em alternativa aos
danos tecidulares que a XOR causaria, caso ndo houvesse NO>™ presente (A. Webb et al.,
2004).

Para comprovar que a administracdo de nitritos exdgenos produzia realmente
efeitos citoprotetores, e consegue limitar a extensividade das lesdes de reperfuséo
isquemica, foram realizados ensaios por (A. Webb et al., 2004) num modelo de coracéo
de rato isolado numa preparacao de langendorff, para avaliar a resposta fisiologica perante
a administracdo de nitritos com e sem inibidor enzimatico da XOR. Os resultados obtidos
evidenciaram que perfusdes com concentragbes de (10 a 100 uM) sem inibidor
enzimatico, reduziram a incidéncia de enfarte do miocardio de 47.3 £ 2.8% para 17.9 +
4.2% e 17.4 + 1.0% respetivamente, enquanto a administracdo do inibidor enzimatico

impediu a reducdo do nitrito, e consequentemente a reducdo da incidéncia EAM.
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Adicionalmente, ainda foram observados resultados relevantes a respeito da recuperacéao

da funcéo ventricular esquerda (A. Webb et al., 2004).

Angiogénese:

A promog&o ou estimulagdo da angiogénese também pode ser uma das estratégias
terapéuticas a adotar em situacfes de lesdo pds isquemia, como o acidente vascular
cerebral (AVC), enfarte agudo do miocardio (EAM), ou a doenca arterial periférica.
Nestas situacbes, 0 NO derivado da reducdo do nitrito induz formacédo de novos vasos
necessarios ao tecido lesado, devido ao periodo, que o este esteve em isquémia.
(Forstermann & Sessa, 2012; Jia & Sowers, 2014). Para desempenhar esta fungédo o NO
ativa as vias de sinalizacdo (cGMP/PKG); (Ras/Raf); e (MAPK), induz a migracédo das
células endoteliais estimulando a sua proliferacdo, e aumentando a expressao de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Este dltimo, por sua vez, tem a capacidade
reciproca de potenciar a sintese de oxido nitrico pela eNOS, bem como promover a
angiogénese de uma forma NO dependente. (Jia & Sowers, 2014).

Neste aspeto em particular, a aplicacdo terapéutica do nitrito, seria de especial
interesse, uma vez, que este ao contrario de outros farmacos doadores de NO. O NOy é
altamente seletivo para situacBes isquémicas, nao representando consequéncias
indesejadas como cianose, retinopatia, hipotensdo, e principalmente potenciacdo da

angiogénese tumoral (Jia & Sowers, 2014).

Acdo antiagregante plaguetar:

Por ultimo, o NO derivado da reducdo do nitrito pode ainda contribuir para o
tratamento ou prevencdo da extensdo das lesdes, em episodios isquémicos, ao inibir a
formagéo de trombos e consequente bloqueio dos vasos. Ensaios realizados in vitro,
evidenciaram que concentragdes de (0.1 uM) provocam inibicao da ativacéo da agregacéo
de plaquetas humanas, sendo que esta acdo é potenciada pela diminui¢do dos niveis de
O, e pela presenga de eritrdcitos, sugerindo que existe uma correlagdo inversa entre 0s
niveis plasmaticos de nitritos e a atividade/ agregacdo plaquetar. (Park, Piknova, Huang,
Noguchi & Schechter, 2013).

Este efeito € conseguido atraves bioativagdo do NO2" em NO, o qual, é um potente
inibidor da agregacdo plaquetar, e por via da por ativagdo da sGC, estimula a producdo
cGMP, provocando mobilizacdo do célcio intracelular e consequente inibicdo da
atividade das plaquetas (Park et al., 2013).
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4.1.3 - Doenga arterial periférica (DAP)

A doenca arterial periférica (DAP) € uma condicéo provocada classicamente por
eventos patologicos como trombose, vasculite e aterosclerose, caracterizada por um
blogueio ou oclusdo generalizada dos membros inferiores e superiores. A aterosclerose é
o mediador patoldgico principal do desenvolvimento de DAP. Sendo que 0 seu tratamento
é crucial no tratamento coincidente da DAP (Pattillo, Bir, Rajaram & Kevil, 2011).

O processo fisiopatoldgico da aterosclerose ciclico e dificil de inverter, pois esta
associado a uma exacerbacdo inflamatdria vascular, com recrutamento de leucdcitos e
plaquetas que vao aderir &s paredes do endotélio, e provocar estreitamento do diametro
vascular e consequente disfuncdo endotelial. Esta Gltima, por sua vez, manifesta-se na
reducdo dos niveis de NO, que facilita a adesdo leucocitéria e agregacdo plaquetar,
agravando desta maneira a DAP (Pattillo et al., 2011).

Apesar da DAP costumar ser uma doenca incidente na populacdo idosa, devido
aos maus habitos alimentares e sociais, no entanto esta a ser diagnosticada mais
frequentemente, na populacdo abaixo dos 40 anos de idade. Ao contrario das doencas
cardiovasculares (DCV), a incidéncia da DAP continua a aumentar (Pattillo et al., 2011).

Assim, dado que a DAP é uma condicdo com poucas alternativas terapéuticas,
cuja sua incidéncia estd a aumentar. Em adicdo ao facto, de representar um risco para o
desenvolvimento de outras DCV e contribuir para a sua morbilidade e mortalidade, torna-
se entdo urgente encontrar alternativas terapéuticas eficientes para a resolucdo desta
patologia (Kumar et al., 2008; Pattillo et al., 2011).

Os nitritos inorganicos, como percursores de NO em hip6xia, podem vir a fornecer
uma boa solucéo terapéutica, pois 0 aumento da disponibilidade de NO ajuda em atenuar
a disfungéo endotelial, estimulando a angiogénese, e inibindo a aderéncia leucocitéaria e
plaquetar a parede vascular (FOrstermann & Sessa, 2012). A inibicdo da ades&o
leucocitaria € conseguida, uma vez que o NO tem a capacidade de inibir ou silenciar a
expressao da proteina CD11/CD18. Que é responsavel pela adesdo dos leucécitos a
parede endotelial. J& a agregacdo plaquetar ¢ diminuida através da ativacdo da via de
sinalizacdo da sGC, e em conjunto estas duas respostas conduzem a reducgéo e prevencao

da formacdo de placas de ateroma (FOrstermann & Sessa, 2012).
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4.2 - Formulagdes do nitrito e vias de administragéo

Visto que o0s nitritos inorganicos apresentam um grande potencial como estratégia
terapéutica em diversas patologias, a dosagem e tipos de formulacées a utilizar bem como
as diferentes vias de administragdo, podem divergir conforme seja a acdo farmacoldgica
desejada, tipo de patologia e local de acdo (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Relativamente a via de aplicacdo topica, 0s nitritos inorganicos podem ser
formulados sob a forma de sal em nitrito de s6dio (NaNO>), e posterior mistura com um
composto acidificante como o &cido ascorbico. Esta formula resulta numa répida
libertacdo de NO, que confere propriedades bactericidas e antissépticas. Sendo gque a sua
aplicacdo tdpica apresenta efetividade comprovada no tratamento de varias infecdes da
pele (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Jé a aplicacdo tdpica nas vias aéreas, de nitrito de sodio por nebulizacdo, apresenta
efetividade bactericida contra pseudomonas no tratamento da fibrose quistica em modelos
animais. Neste tipo de via de administracdo inalatéria, a acdo farmacoldgica do nitrito
restringe-se seletivamente ao pulméo (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Uma das infecBes nosocomiais do trato urinario mais comuns, € a da cistite
provocada pela colonizacdo bacteriana do cateter urinario. Com o sentido de melhorar
este facto, foram realizados estudos na tentativa de utilizar o baldo de retenséo deste
cateter como deposito e método de entrega intravesicular do nitrito acidificado,
permitindo a prevencdo e o tratamento destas infe¢cbes. Em estudos in vitro o NO foi
formado no baldo de retensdo, difundiu-se na urina infetada onde eliminou o patogéno
echerichia coli (Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

Quanto & administracdo entérica, ha varios factos e evidencias que comprovam
que o nitrito pode ser administrado por via oral sem perder bioatividade. Pois ao contrario
dos nitratos organicos, estes ndo sofrem efeito de primeira passagem hepatica. No entanto
a sua biodisponibilidade pode ser variavel, pois esta intimamente dependente de varias
condicBes como reducdo pela flora bacteriana e pelo pH géstrico, sendo que os distdrbios
destes, influencia e reflete-se imediatamente nos niveis de nitritos bio disponiveis (Bueno
et al., 2012; Lundberg et al., 2008). Faz ainda sentido combinar a administracdo
concomitante de sais de nitratos e de nitritos por via oral, pois este Ultimo iria provocar
efeitos imediatamente apds a absorcdo, que € interessante para obter tempo de acéo

rapido, enquanto o nitrato iria ser lentamente metabolizado devido a circulacdo
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enterosalivar, e provocar uma duracao de acdo prolongada (Bueno et al., 2012; Lundberg
et al., 2008).

Por ultimo o nitrito de sodio pode ainda ser administrado por via sistémica, e neste
caso dependentemente da condicao a tratar € necessario adequar e ajustar as doses bem
como o tempo de tratamento. Enquanto na prevencdo do vasoespasmo cerebral, em
modelos animais, sdo necessarios elevadas doses de nitritos e longos tempos de
tratamento, para obter efeito benéfico visivel, por outro lado no tratamento de lesdes de
reperfusdo isquémica sdo suficientes doses pequenas para Se observar citoprotecao
(Bueno et al., 2012; Lundberg et al., 2008).

4.3 - Toxicidade e efeitos adversos dos nitritos

Desde ha muito tempo os nitratos e nitritos sdo reconhecidos pela sua potencial
toxicidade, associada a formacdo de S-nitrosaminas carcinogénicas ou pelo risco de
metahemoglobinemia em recém-nascidos, também denominada cianose ou “Blue baby
syndrome”. Porém, a efetiva responsabilidade do nitrito nestes efeitos tem vindo a ser
posta em causa, sendo, atualmente, tema de controversa. Apesar dos avangos nas
pesquisas biomédicas e de resultados recentes demonstrarem que 0s nitritos tém
potenciais efeitos benéficos, continua a ser atribuida uma pesada carga negativa a estes
compostos (Bailey et al., 2014; Lundberg et al., 2008; Powlson et al., 2008; Yamasaki et
al., 2014).

O potencial perigo toxico do nitrito proveniente da dieta baseia-se entdo na sua
capacidade de oxidac3o do ferro ferroso (Fe?*) da hemoglobina para ferro férrico (Fe®"),
resultando na formacao de metahemoglobina (metHb). Esta, por sua vez, ndo se consegue
ligar ao oxigénio, provocando hipoxemia e cianose (Greer & Shannon, 2005).0s recém-
nascidos estdo particularmente predisponiveis a intoxicacdo por metHb, pois apresentam
uma reduzida atividade da metahemoglobina redutase (Yamasaki et al., 2014). A
correlacéo entre o nitrito e a ocorréncia de meta-hemoglobinemia nos recém-nascidos é
suportada por estudos efetuados em 1940, onde se mostrou que a preparacéo de leite com
agua contaminada com nitratos é a causa do blue baby syndrome. Apds reducdo
bacteriana e absor¢do gastrointestinal, o nitrito na corrente sanguinea reage com a (oxiHb)
com consequente formacdo de metHb, agente responsavel pela cor azulada da pele
(Bailey et al., 2014; Greer & Shannon, 2005; Powlson et al., 2008; Yamasaki et al., 2014).

O pediatra Hunter Conly (1945), verificou que a meta-hemoglobinemia nédo era causada
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diretamente pela contaminac&o de nitritos mas sim pela contaminacao por bactérias fecais
presentes nas aguas rurais, tendo relacionado a incidéncia deste sindrome com a utilizacéo
de aguas de pocos e fontes aquiferas contaminadas, em locais proximos de pecuarias,
enquanto a preparacédo de leites com agua engarrafada prevenia a cianose (Powlson et al.,
2008; Yamasaki et al., 2014).

Desta forma, tém sido efetuados, varios ensaios de toxicidade e exames cinéticos
prospetivos em modelos animais, com o objetivo de avaliar a seguranga do nitrito, quando
administrado por via oral e sistémica, por periodos de tempo prolongados (Hezel et al.,
2015; Kevil et al., 2011; Powlson et al., 2008). Assim, Cornblath e Hartmann (1948)
administraram, por via oral, doses entre 175 e 700 mg de nitratos em criangas e adultos e
constataram que, em nenhuma das dosagens se observou elevacdo superior a 7.5% dos
niveis (metHb), sugerindo que o nitrato sozinho ndo formava metHb (Powlson et al.,
2008).

Em concordancia, Pluta et al. (2011) verificaram que perfusdes agudas de nitrito
de s6dio eram bem toleradas até doses de 267 pg/kg/h, e que doses de 466 pg/kg/h,
estabeleciam a dose limite, observando-se efeitos assintomaticos, com descida da pressdo
arterial média (PAM) e elevacdo dos niveis de metHb em 5%. Desta forma, os autores
afirmaram que o nitrito de s6dio pode ser administrado por via sistémica de forma segura,
nas dosagens definidas, por longos intervalos de tempo (Bailey et al., 2014).

Segundo (Lundberg et al., 2008), o EC50 do nitrito em humanos, ou seja
concentracdo de nitrito necessaria para se observar metade do efeito maximo (formacéo
de metHb), é de 1 g. Em reforco, estimativas com base em extrapolac@es da informacéo
recolhida através de estudos em animais, indicam que as doses necessarias no humano
para o tratamento do enfarte do miocardio seriam apenas 40 mg num adulto de 70 kg,
referindo ainda que a elevacéo de metHb nesta situacdo néo é detetavel, pelo que o risco
de metahemoglobinemia por ingest&o de nitritos pode ser negligenciavel (Lundberg et al.,
2008).

No entanto, ainda existem preocupagdes relativas ao potencial carcinogénico do
nitrito, devido ao facto de este, quando utilizado no processo de cura alimentar e durante
a confecgdo de alimentos, conduzir & formacéo de nitrosaminas carcinogénicas,. Contudo,
estudos epidemiolOgicos extensivos em animais indicaram que a ingestdo nitritos, ndo
induz a carcinogénese (Yamasaki et al., 2014). Por outro lado, de acordo com Powlson et
al. (2008), foram efetuados, desde 1973, cerca de 50 estudos epidemiolégicos com o

objetivo de avaliar a relagdo existente entre a incidéncia e mortalidade do cancro géastrico,
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e a ingestdo de nitrito pela dieta. No entanto, em nenhum destes estudos, se encontrou
evidéncias significativas que indicassem que o nitrito provocasse ou agravasse 0 cancro
géstrico.

Muito recentemente (Bouvard et al., 2015; World Health Organization, 2015) o
efeito carcinogénico do consumo de carnes vermelhas e de carnes processadas foi
avaliado, tendo-se classificado estes alimentos como carcinogénicos para 0 Homem, pois
a a confecdo destes alimentos a altas temperaturas (grelhados ou fritos), libertam
compostos carcinogénicos como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas
aromaticas heterociclicas. J& o processamento destas carnes (salga, cura, defumacéo e
fermentacdo) pode resultar na formagdo de compostos N-nitrosos potencialmente
carcinogénicos. Na tentativa de investigar a associacdo entre o cancro e consumo de
carnes vermelhas, bem como de carnes processadas, 0 grupo acedeu a 800 estudos
epidemioldgicos,. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se uma associagédo
positiva com o cancro colonoretal, gastrico, pancreatico e da préstata. A analise do cancro
colonoretal em 10 estudos cohort, evidenciou uma correlagdo estatisticamente
significativa, na medida que se observou um aumento em 17% do risco associado a este
cancro com o consumo médio diario de 100g de carne vermelha, e de 18% quando sdo
consumidos em média por dia 50g de carne processada (Bouvard et al., 2015; World
Health Organization, 2015). A analise destes resultados vieram determinar a classificacao
das carnes processadas como produtos carcinogénicos para 0 Humano (grupo 1), com
base em evidéncias suficientes para a associacdo do consumo destes produtos com o
cancro colonoretal e gastrico, enquanto que, as carnes vermelhas ndo processadas foram
classificadas como potencialmente carcinogénicas para 0 humano (grupo 2A), por se
verificar uma associacdo positiva entre o consumo destas e 0s cancros colonoretais,
pancreaticos e da prostata (Bouvard et al., 2015; World Health Organization, 2015).

Embora seja consensual a existéncia desta associacédo, e apesar de haver varios
compostos suspeitos na carne vermelha capazes de provocar cancro, seja pelo modo de
confecéo ou pelo tipo de processamento, ainda ndo foi compreendido de que maneira o
consumo destes produtos aumenta o risco de alguns tipos de cancro, ndo sendo ainda
possivel explicar qual o agente causal e qual o seu mecanismo de acdo (Bouvard et al.,
2015; World Health Organization, 2015).

Ja Hezel et al. (2015), realizou varios tipos de exames fisioldgicos e bioguimicos
em modelos animais, na tentativa de desmistificar as preocupacdes putativas relativas aos

efeitos adversos carcinogénicos resultantes da exposicdo prolongada por nitritos. Para
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este efeito, os ratos foram sujeitos a uma suplementacdo de nitratos na dieta e agua,
durante 17 meses. Ao longo desse periodo de tempo, foram avaliados pardmetros como
peso e composicdo corporal, consumo de agua e comida, pressao sanguinea, metabolismo
da glucose, bem como os gastos de oxigénio (Hezel et al., 2015). No entanto, para além
da auséncia de efeitos toxicos, ainda se verificou efeitos benéficos em vérios dos
parametros avaliados, levando a concluséo que a exposicdo prolongada de nitritos pela
dieta em ratos em doses correspondentes, na escala humana, ao limite méximo ingerido
por dia pela sociedade ocidental, ndo ¢ prejudicial a saude (Hezel et al., 2015).

Adicionalmente, ainda foi comparada a incidéncia de cancro entre 0s
trabalhadores duma fébrica de fertilizantes derivados dos nitratos, e os trabalhadores
duma empresa sem exposicao a nitratos. Apesar do primeiro grupo ser exposto de forma
superior e prolongada, nao se verificou diferencas significativas na incidéncia do cancro,
indicando que o nitrito inorganico ndo é agente carcinogénico (Powlson et al., 2008).

Resumidamente, embora os nitritos estejam associados a graves efeitos adversos
putativos, informacdo recolhida até a data, demonstra inexisténcia de correlacdo entre a
exposicao do nitrito e a incidéncia destes efeitos associados, sejam eles cancro ou cianose
(Bailey et al., 2014; Hezel et al., 2015; Kevil et al., 2011; Lundberg et al., 2008; Powlson
et al., 2008; Yamasaki et al., 2014).
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5. Concluséao

A compreensdo do papel fisioldgico dos nitritos inorganicos e da sua relagdo com
0s outros 6xidos de azoto (nitrato e dxido nitrico), modificou o antigo conhecimento
negativamente associado a estes compostos. De facto, a informacéo reunida ao longo
deste trabalho, apresenta uma nova perspetiva biomédica dos nitritos, demonstrando que
estes compostos, ndo sdo apenas produtos metabdlicos do 6xido nitrico, mas sim
compostos integrantes e ativos no ciclo do NO, regulando a sua biodisponibilidade e
tornando possivel a sua acao a nivel enddcrino.

A importancia fisiolégica do 6xido nitrico é conhecida ha mais de vinte anos,
tendo sido descritas variadas funcdes ao nivel neuroldgico, imunitério e, principalmente,
cardiovascular. No entanto, na integra, a biorrelacdo entre o nitrito e 0 NO tem sido
desconhecida até ha relativamente pouco tempo. Com efeito, foi recentemente
demonstrado que os nitritos inorganicos servem de reservatdrio de NO e que participam
no seu metabolismo de forma bidirecional, ou seja, ndo s6 sdo produtos formados pela
sua oxidacdo, como podem ser reduzidos in vivo, formando novamente NO em caso de
insuficiéncia por disfuncéo da biossintese deste ultimo, devido a fatores fisiopatoldgicos
(e.g. hipoxia). Estas descobertas vieram esclarecer a funcdo fisioldgica dos nitritos,
desprezada até a data, bem como a sua biorrelacdo com o NO, revelando desta forma o
grande potencial terapéutico do nitrito inorganico em diversas patologias, especialmente
nas doencas cardiovasculares.

Para além dos seus efeitos vasoreguladores e citoprotetores em situacbes de
isquémia, os nitritos inorganicos podem ser detetados biologicamente, ao contrario do
NO, e desta forma podem refletir a biodisponibilidade deste Gltimo, sendo assim evidente
tanto a sua potencial funcdo terapéutica, bem como a sua potencial aplicagdo como
método de diagnostico e identificacdo de diversos estados patoldgicos associados a
insuficiéncia de oxido nitrico.

Contrariamente aos efeitos putativos associados aos nitritos inorganicos, recentes
estudos epidemioldgicos demonstraram fracas evidéncias que sustentem a hipdtese dos
nitritos como substancias toxicas para o ser humano. Esta afirmacdo é comprovada e
reforcada pelo facto das doses méaximas toleradas pelo homem, excederem

significativamente as doses necessarias a aplicacdo terapéutica, de acordo com estudos
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toxicoldgicos e estimativas das doses terapéuticas em humanos, a partir de ensaios em
animais.

A dieta como fonte de nitritos e nitratos pode vir a fornecer uma boa via de
prevencdo para a ocorréncia de doencas cardiovasculares. No entanto, ndo pode ser
encarada como via terapéutica uma vez que esta deve ser moderada e equilibrada. Assim,
a recomendacéo da ingestdo de nitritos na dieta tem o objetivo exclusivo de impedir a
caréncia destes compostos e nunca deve ser utilizada como suplementagéo para aumentar
0s niveis destes, pois 0 excesso deste ou de qualquer nutriente pode ser prejudicial para a
salde.

Com base nestas informagdes, conclui-se que 0s nitritos inorganicos apresentam
de facto um grande potencial biomédico e clinico, quer seja no tratamento de diversas
patologias, quer no seu diagndstico, oferecendo uma potencial solugdo terapéutica com
reduzidos efeitos adversos, ou entdo conferindo diversos beneficios e prevenindo varios

estados patoldgicos atraves da sua mera inclusao na dieta alimentar.
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6. Perspetivas futuras

O interesse clinico nos nitritos inorganicos tém vindo a aumentar
significativamente, desde a evidéncia que o nitrito pode ser reduzido in vivo por varias
vias, de uma forma dependente das tensdes de oxigénio e do pH (Lundberg et al., 2008).
Estas evidéncias vieram demonstrar que o nitrito afinal tem bioatividade, podendo atuar
como mediador da biodisponibilidade de NO em vaérios estados fisiopatologicos, e desta
maneira representar uma potencial alternativa terapéutica, de forma seletiva e com poucos
efeitos adversos, numa variedade de doengas e diversas condi¢fes patoldgicas (Kevil et
al., 2011; Vitturi & Patel, 2011).

A razdo que despoletou no nitrito, tanto interesse ao longo destes Ultimos anos,
foi o facto das vias de reducdo do NO>", serem ativadas em situagdes patologicas e de
hipoxia, onde a biossintese enddgena fica disfuncional, e desta forma assegurar uma via
alternativa para a manutencéo da biodisponibilidade de NO (Vitturi & Patel, 2011). Para
além disso as evidéncias que os nitratos e nitritos, podem ser fornecidos em grandes
quantidades na dieta, contribuiram para o aumento do seu valor e interesse clinico, na
medida que a ingestdo moderada e equilibrada destes compostos na dieta podem ajudar a
prevenir o desenvolvimento de estados fisiopatolégicos (Kapil et al., 2014; Vitturi &
Patel, 2011).

No entanto ainda ha varias questdes a responder no que diz respeito ao mecanismo
de acdo do nitrito, bem como do seu metabolismo. Apesar de varias enzimas mostrarem
capacidade de reducdo do nitrito in vitro, ndo significa que tenham eficiéncia e relevancia
terapéutica in vivo (Vitturi & Patel, 2011). Assim, ainda existe alguma controvérsia
relativamente aos mecanismos de acdo. No sentido que ndo se sabe como 0 NO escapa &
metabolizacdo pelos eritrocitos, sendo que também ndo ha evidéncias da acdo direta do
nitrito, uma vez que ainda ndo foi descoberto nenhum recetor no endotélio (Bailey et al.,
2014).

Assim ainda ficam por responder varias questdes farmacocinéticas e
farmacodinamicas, para uma possivel administracio segura e eficiente do nitrito. E nesse
sentido que e necessario desenvolver e realizar ensaios clinicos adequados, de modo a
poder responder a estas questdes e assim elucidar acerca da real aplicagdo do nitrito nas

diferentes patologias. E caso se confirme este potencial, poder desenhar de forma
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assertiva, estratégias terapéuticas eficazes e seletivas (Kevil et al., 2011; Vitturi & Patel,
2011).

Com este sentido foram realizados este ano ensaios clinicos de fase Il em 80
pacientes com EAM, onde se verificou-se que a administracao de nitrito de sédio durante
a intervencdo coronaria percutanea e antes da abertura do balao cateterizado, ndo reduziu
a dimens&o do enfarte do miocérdio mas teve efeitos notdrios no aumento do indice de
recuperacdo da lesdo pds enfarte bem como reduziu bastante os eventos adversos
cardiacos (Jones et al., 2014). Em pacientes sujeitos a trombdlise, para além dos efeitos
citoprotetores verificou-se ainda uma reducédo da dimensao do enfarte do miocéardio. Estes
resultados vieram garantir o avango para ensaios clinicos de fase Il nos proximos anos,
para a utilizacdo do nitrito de sodio em pacientes com enfarte agudo do miocérdio,
mantendo ainda ativo o interesse no potencial terapéutico prometedor do nitrito

inorganico (Jones et al., 2014).
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