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RESUMO

A reducao da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) é comum em diferentes
tipos de hipertenséo, incluindo a essencial (HE), pulmonar (HP) e renovascular
(HR). Como o nitrito de sodio (NS) pode ser reciclado em NO, este estudo foi
dividido em dois capitulos complementares que tem como objetivos: 1) avaliar
os efeitos do NS nos danos renais causados pela HR no modelo 2 rins um clipe
(2R1C); 2) mapear na literatura cientifica os efeitos do NS no tratamento da HE
e HP em humanos. Na primeira etapa, a HR foi induzida em ratos Wistar pelo
modelo 2R1C. ApéOs 2 semanas, 0s animais receberam tratamento com NS por
gavagem (1 ou 15 mg/kg/dia) por 4 semanas. A dose de 15 mg/kg/dia reduziu a
pressao arterial e melhorou a funcao renal (ureia e creatinina). Além disso, essa
dose reverteu alteracdes estruturais renais, como o aumento do volume
glomerular e a glomeruloesclerose e reduziu o infiltrado inflamatério no rim
contralateral. Ambas as doses de NS reduziram a producédo de espécies reativas
de oxigénio. A dose mais baixa restaurou a atividade da superoxido dismutase
no rim esquerdo e a mais alta restaurou a catalase em ambos 0s rins e 0s niveis
de glutationa reduzida no rim contralateral. A peroxidacéo lipidica foi revertida
com a dose de 15 mg/kg/dia. Além disso, a atividade da metaloproteinase-2
(MMP-2), aumentada pela hipertensao, foi reduzida no rim direito. Ndo houve
alteracdo de metemoglobina. Os resultados indicam que o tratamento com
15mg/kg/dia de NS atenuou a pressao arterial, melhorou a funcéo, inflamacéo e
a estrutura renal, reduziu MMP-2 no rim contralateral e fortaleceu as defesas
antioxidantes. Na segunda etapa, foi realizada uma revisdo de escopo para
mapear a eficacia e seguranca do uso de NS em pacientes com HE e HP. Foram
analisados nove estudos clinicos extraidos das bases de dados: MEDLINE
(PubMed), EMBASE, Scopus, Web of Science e LILACS. Os estudos incluidos
tinham amostras entre 5 e 36 pacientes e utilizavam doses de NS variando entre
240 pg/kg/h e 325 mg. Cinco estudos mostraram resultados positivos no
tratamento da HE, enquanto quatro sugeriram eficacia e seguranca em HP
(exceto no grupo 1). Contudo, um estudo indicou possiveis efeitos adversos
associados ao uso de doses mais altas. As limitagoes dos estudos sugerem que
as evidéncias atuais ndo sdo suficientes para confirmar de forma conclusiva a

eficacia e seguranca do NS.
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ABSTRACT

Reduced bioavailability of nitric oxide (NO) is common across different types of
hypertensions, including essential hypertension (EH), pulmonary hypertension
(PH), and renovascular hypertension (RVH). Since sodium nitrite (SN) can be
recycled into NO, this study was divided into two complementary chapters with
the following objectives: (1) to evaluate the effects of SN on kidney damage
caused by RVH in the two-kidney, one-clip (2K1C) model; and (2) to map, in the
scientific literature, the effects of SN in the treatment of EH and PH in humans.
In the first stage, RVH was induced in Wistar rats using the 2K1C model. After
two weeks, the animals were treated with SN via gavage (1 or 15 mg/kg/day) for
four weeks. The 15 mg/kg/day dose reduced blood pressure and improved renal
function (urea and creatinine levels). Additionally, this dose reversed structural
kidney changes such as increased glomerular volume and glomerulosclerosis
and reduced inflammatory infiltrate in the contralateral kidney. Both doses of SN
reduced the production of reactive oxygen species. The lower dose restored
superoxide dismutase activity in the left kidney, while the higher dose restored
catalase activity in both kidneys and increased reduced glutathione levels in the
contralateral kidney. Lipid peroxidation was reversed with the 15 mg/kg/day dose.
Furthermore, the activity of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), which was
increased by hypertension, was reduced in the right kidney. No changes in
methemoglobin levels were observed. These results indicate that treatment with
15 mg/kg/day of SN lowered blood pressure, improved renal function,
inflammation, and structure, reduced MMP-2 in the contralateral kidney, and
enhanced antioxidant defenses. In the second stage, a scoping review was
conducted to map the efficacy and safety of SN use in patients with EH and PH.
Nine clinical studies were analyzed, sourced from the following databases:
MEDLINE (PubMed), EMBASE, Scopus, Web of Science, and LILACS. The
included studies had sample sizes ranging from 5 to 36 patients and used SN
doses ranging from 240 ug/kg/h to 325 mg. Five studies showed positive results
in treating EH, while four suggested efficacy and safety in PH (except for group
1). However, one study indicated potential adverse effects associated with higher
doses. The limitations of the studies suggest that current evidence is insufficient

to conclusively confirm the efficacy and safety of sodium nitrite.
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1 INTRODUCAO

A hipertenséo arterial € uma condicdo multifatorial definida pela elevacao
persistente da pressao arterial sistémica, sendo um dos principais fatores de
risco para doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais (McEvoy et al.,
2024). Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas sejam afetadas pela
hipertensdo no mundo, contribuindo para cerca de 10,8 milhdes de mortes
anuais, o que a caracteriza como um dos mais relevantes problemas de satde
publica global (WHO, 2023).

Dentre suas manifestacbes clinicas, destacam-se formas
particularmente graves: a HR e a HP. A primeira decorre, em geral, da estenose
da artéria renal, resultando em hipoperfusdo renal crénica e subsequente
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, com efeitos deletérios
como vasoconstricdo sustentada, inflamacédo, estresse oxidativo e perda
progressiva da fungéo renal (Mannemuddhu et al., 2020). A HP, por sua vez, é
caracterizada pelo aumento anormal da pressédo na circulacdo pulmonar e
frequentemente culmina em disfuncdo do ventriculo direito e elevada
mortalidade. Suas causas sdo diversas, incluindo doencas cardiacas,
pulmonares e tromboembdlicas, e sua classificacdo abrange multiplos grupos
etiologicos (Humbert et al., 2023; Maron, 2023).

Apesar de distintos em sua etiologia, ambos os quadros compartilham um
importante mecanismo fisiopatoldgico: a reducéo da biodisponibilidade de éxido
nitrico (NO). Esse gas sinalizador é essencial para a regulacdo do tonus
vascular, integridade endotelial, perfusdo renal e modulacdo de processos
inflamatorios e tromboticos. A deficiéncia de NO contribui significativamente para
a disfuncdo endotelial observada na HR e pulmonar (Duric & Duric, 2024;
Roumeliotis et al., 2020).

Nesse contexto, o nitrito de sodio (NS) tem despertado crescente
interesse como um agente terapéutico promissor, devido a sua capacidade de
atuar como fonte alternativa de NO, especialmente sob condi¢des de hipoxia e
estresse oxidativo — caracteristicas frequentemente presentes nas formas mais
graves de hipertensdo. A conversdo do nitrito em NO proporciona efeitos

vasodilatadores, anti-inflamatérios e antitrombaticos, o que o torna um potencial
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modulador da funcdo vascular e renal em diferentes contextos patologicos
(Lundberg et al., 2008; Tejero et al., 2019; Kuczeriszka & Wasowicz, 2022).

Além desses efeitos, estudos tém demonstrado que o NS pode exercer
acOes benéficas adicionais, como a modulacao do estresse oxidativo e a inibicao
da atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2), enzima associada ao
remodelamento patolégico da matriz extracelular e a progressdo do dano
tecidual em diversas doencas cardiovasculares e renais (Amaral et al., 2019;
Rizzi et al.,, 2019a). Essas propriedades sdo especialmente relevantes em
condi¢cdes como a HR e pulmonar, nas quais a producao de NO enddgeno esta
comprometida (Algarni et al., 2023; Benza et al., 2024; D’Agostino et al., 2024;
Genovesi et al., 2022; Kiowski et al., 2021; Konukoglu & Uzun, 2016).

Contudo, apesar dos avancos experimentais e das evidéncias clinicas
preliminares, ainda ndo ha consenso sobre a eficacia e a seguranca do NS como
agente terapéutico para o manejo da hipertensdo arterial, sobretudo em
subgrupos especificos como pacientes com HP ou formas secundérias da
doenca. Além disso, o uso clinico dessa molécula levanta preocupacdes
relevantes, como o risco de formacao de meta-hemoglobina — que compromete
o transporte de oxigénio — e a producdo de espécies reativas de nitrogénio,
como o peroxinitrito, com potencial citotoxico elevado (Radi, 2018; Elsherbini et
al., 2021).

Diante desse panorama, esta tese foi organizada em duas etapas
complementares. A primeira etapa corresponde a um estudo experimental que
investiga os efeitos do NS sobre a funcéo renal e a atividade da MMP-2 em ratos
com HR induzida pelo modelo dois rins, um clipe (2R1C), buscando esclarecer
0S mecanismos moleculares envolvidos na sua agéo. A segunda parte consiste
em uma revisdo de escopo, cujo objetivo € mapear as evidéncias clinicas
disponiveis sobre 0 uso do NS em pacientes com hipertensao arterial sistémica
ou pulmonar, abordando tanto sua eficacia na reducéo da presséo arterial quanto
0s aspectos relacionados a seguranca do tratamento.

Com essa abordagem translacional — da pesquisa pré-clinica ao
mapeamento do uso clinico —, esta tese busca contribuir para a compreensao
dos potenciais beneficios e limitacbes do NS como alternativa terapéutica no

tratamento de diferentes formas de hipertensao arterial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HIPERTENSAO

A hipertensao arterial sistémica € uma condicao crénica multifatorial que
afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, representando um dos principais
desafios de saude publica. No Brasil, dados da Organiza¢cao Mundial da Saude
indicam que, em 2019, cerca de 50,7 milhdes de adultos entre 30 e 79 anos eram
hipertensos. A prevaléncia padronizada por idade foi de 45% entre os homens
e 48% entre as mulheres — indices superiores a média global. Apesar disso,
apenas 33% dos casos estavam com a pressao arterial efetivamente controlada.
Estima-se que, com uma taxa de controle de 50%, aproximadamente 365 mil
mortes poderiam ser evitadas até 2040, desde que 8,4 milhdes de pessoas a

mais recebam tratamento adequado (WHO, 2023).

A hipertensao pode ser classificada como essencial, quando sua causa
especifica ndo € identificada, ou secundaria, quando esta associada a uma
etiologia definida. Dentre os tipos de hipertensao secundaria, a hipertensao HR
€ a mais prevalente, sendo responsavel por cerca de 75% dos casos (Nair &
Vaqar, 2022; Textor, 2009). Estima-se que entre 10% e 35% dos pacientes
hipertensos apresentem formas secundarias da doenca (McEvoy et al., 2024).
A principal causa de HR é a estenose da artéria renal de origem ateroscleroética
(aproximadamente 90% dos casos), seguida pela displasia fioromuscular e
outras condi¢cdes menos frequentes, como aneurismas e doenca renal unilateral
(Dalman & Coleman, 2023; Samadian et al., 2017). Areducédo do fluxo sanguineo
renal leva a ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
aumentando a producdo de angiotensina Il (Ang Il), que promove
vasoconstri¢cao, retencéo de sédio e 4gua, secrecdo de aldosterona e ativagédo
simpética (Textor, 2009; Herrmann & Textor, 2019). Além de elevar a presséo
arterial, a Ang Il também exerce efeitos pro-inflamatérios e pro-fibroticos,
contribuindo para glomeruloesclerose, fibrose tdbulo-intersticial e,
consequentemente, para a progressao da doenca renal cronica (Dalman &
Coleman, 2023; Nair & Vaqar, 2022; Wheatley et al., 2009; Duric & Duric, 2024).
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Os pacientes com HR frequentemente apresentam resisténcia ao tratamento
medicamentoso, 0 que agrava ainda mais o risco de complicagdes renais (Duric
& Duric, 2024; Pereira et al., 2022).

A HP representa outra forma relevante da doenca, afetando a circulacéo
pulmonar e sendo caracterizada pelo aumento da pressdo média na artéria
pulmonar (PAPm) acima de 20 mmHg em repouso (Humbert et al., 2023,
Mocumbi et al., 2024; Ruopp & Cockrill, 2022). Apesar das lacunas nos dados
epidemioldgicos globais, estima-se que a HP afete ao menos 1% da populagéo
mundial, com maior prevaléncia em paises de baixa e média renda (Mocumbi
et al.,, 2024). A HP compreende um espectro clinico heterogéneo e é
classificada em cinco grupos, segundo suas causas subjacentes: (Grupo 1)
hipertenséo arterial pulmonar idiopatica ou hereditaria; (Grupo 2) associada a
doencas do coracgéo esquerdo; (Grupo 3) decorrente de doengas pulmonares
e/ou hipdxia; (Grupo 4) relacionada a obstrucdo crbnica da vasculatura
pulmonar; e (Grupo 5) com etiologias multifatoriais ou indefinidas (Boucly et al.,
2023; Johnson et al., 2023). Em formas associadas a disfuncdo endotelial,
como nos grupos 1 e 3, observa-se uma redugéo na biodisponibilidade do NO,
devido a menor producéo pela eNOS e ao consumo aumentado por espécies
reativas de oxigénio (ERO). Esse desequilibrio leva a queda da sinalizacao via
guanosina monofosfato ciclico (cGMP), promovendo vasoconstricao
sustentada, inflamacé&o e remodelamento vascular progressivo (Tejero et al.,
2019; Humbert et al., 2023).

2.2 NITRITO DE SODIO NAS HIPERTENSOES RENOVASCULARE
PULMONAR

O nitrito, antes considerado um subproduto inerte do metabolismo do NO,
é hoje reconhecido como umafonte alternativa e funcional de NO, especialmente
em condi¢cdes em que a via enzimatica esta comprometida (Gladwin et al., 2005;
Lundberg et al., 2008). A via nitrato—nitrito—NO tem papel central na regulagéo

dos niveis sistémicos de NO, sendo o nitrito reduzido a NO por mdultiplas vias,
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como a hemoglobina (Cosby et al., 2003), mioglobina (Rassaf et al., 2007),
xantina oxidorredutase (XOR) (Godber et al., 2000; Millar et al., 1998), polifendis
e prétons (Lundberg et al., 1994; Peri et al., 2005). Essa conversdo é
intensificada em situacfes de hipoxia e acidose, como na HP e renovascular,
contribuindo para a sinalizacdo celular, vasodilatacdo e adaptacao ao estresse
isquémico (Nair & Vaqar, 2022; Lundberg et al., 2008; Hsieh et al., 2015; Jankov
et al., 2018).

No sistema renal, o NO participa da regulacéo da natriurese, diurese e da
hemodinamica renal, mantendo a perfusdo medular e modulando processos
inflamatorios (Mount e Power, 2006; Majid e Navar, 2001). A reducdo da sua
biodisponibilidade esta associada a hipertensdo, menor excrecao de sédio e
agravamento de lesdes isquémicas renais (Martinez et al., 2002). De forma
analoga, no sistema respiratorio, 0 NO enddgeno regula o ténus vascular
pulmonar, sendo liberado em resposta ao estresse de cisalhamento sobre o
endotélio e promovendo vasodilatacdo por meio da ativacdo da guanilato ciclase
e do aumento de GMPc, o que leva ao relaxamento do musculo liso (Mount e
Power, 2006; Majid e Navar, 2001).

Nesse cenario, diversos estudos apontam o nitrito como uma alternativa
eficaz para restaurar a biodisponibilidade de NO. Em modelos de hipertensao
2R1C, a administracdo oral de NS reduziu a pressao arterial por meio da
formacdo de S-nitrosotidis gastricos (Pinheiro et al., 2015) e manteve efeito
hipotensivo mesmo sem a circulagdo enterosalivar de nitrato (Pinheiro et al.,
2016). Além disso, o NS reverteu a remodelagdo vascular associada a
hipertensédo, possivelmente via reducdo da atividade da NADPH oxidase e

geracédo de NO mediada por xantina oxidase (Rizzi et al., 2019).

No pulmao, o NS também tem mostrado efeitos terapéuticos relevantes.
Hunter et al. (2004) demonstraram que o NS inalado € convertido em NO no
tecido pulmonar, elevando progressivamente os niveis de NO exalado, mesmo
apos a interrup¢ao da administracéo, o que sugere uma liberacdo sustentada.
Jankov et al. (2018c) mostraram que o NS inalado foi mais eficaz do que o NO
inalatorio no tratamento da HP induzida por hipéxia crdnica, aumentando os
niveis de NO nos pulmdes sem promover nitracdo proteica e melhorando os

parametros da doenca. Complementarmente, Cortés-Puch et al. (2019)
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observaram que o nitrito inalado produziu liberacao prolongada de NO exalado
por mais de 5 horas em modelo canino de HP aguda, associada a aumento dos
niveis de nitrato e nitrito no sangue, indicando efeito sustentado na
biodisponibilidade de NO.

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E METALOPROTEINASES NA
HIPERTENSAO RENOVASCULAR

A HR, especialmente no modelo experimental 2R1C, esta fortemente
associada a ativacdo exacerbada do SRAA e ao consequente aumento da
producdo de ERO e de nitrogénio (ERN) (de Bhailis & Kalra, 2022). A
angiotensina Il (Ang Il), principal efetor do SRAA, atua sobre receptores do tipo
1 (AT1), estimulando a atividade da NADPH oxidase e seus homélogos,
altamente expressos em diferentes regifes do rim (Welch et al., 2003). Essa
ativacao leva a producéo exacerbada de anion superoéxido (O,7) e, por meio da
interacdo com o 6xido nitrico (NO), a formacédo de peroxinitrito (ONOO~), uma
ERN altamente reativa (Alawi et al., 2021a; Boshra & Abbas, 2017; Fuijii et al.,
2005).

Estudos demonstram que mesmo a infusdo de baixas doses de Ang Il é
capaz de dobrar a atividade da NADPH oxidase e elevar significativamente os
niveis de O, (Rajagopalan et al., 1996). O acumulo dessas espécies reativas
compromete a funcéo vascular ao reduzir a biodisponibilidade de NO e favorecer
a acao de vasoconstritores como a prépria Ang Il e a endotelina-1. Além disso,
o ONOO™ induz nitrosilagcdo de proteinas e peroxidacao lipidica, promovendo
dano celular e disfungéo endotelial (Griendling et al., 2021; Higashi et al., 2014).
A sobrecarga oxidativa € evidenciada por marcadores como o 8-isoprostano
PGF2a e o malonaldeido, além da maior imunorreatividade para nitrotirosina nos
rins de animais com hipertensdo 2R1C (Griendling et al., 2021; Higashi et al.,
2014).

O organismo dispde de um sistema de defesa antioxidante enzimatico,

composto por enzimas como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
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glutationa peroxidase (GPx), que promovem a neutralizacdo das ERO. A SOD
converte O,~ em peréxido de hidrogénio (H,0,), que é subsequentemente
degradado pela CAT e GPx. No entanto, a atividade dessas enzimas encontra-
se reduzida no cortex de rim de ratos submetidos ao modelo 2R1C, contribuindo
para o agravamento do estresse oxidativo (Miguel-Dos-Santos et al., 2021).

Paralelamente, as alteracbes oxidativas influenciam diretamente a
atividade de metaloproteinases de matriz (MMPSs), especialmente a MMP-2, uma
gelatinase envolvida na remodelacdo da matriz extracelular. A MMP-2 é
sintetizada como zimogénio (forma latente de ~72 kDa), sendo ativada por
clivagem proteolitica ou por mecanismos dependentes de ERO e ERN. O
peroxinitrito, em especial, pode ativar a MMP-2 ao promover a ruptura da
interac&o do grupo tiol da cisteina do pro-peptideo com o zinco no sitio catalitico,
mantendo a enzima ativa mesmo sem clivagem do pro-peptideo (Donnini et al.,
2008; Frears et al., 1996) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura da MMP-2
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Fonte: Adaptado de Chow, Cena et al. 2007

Legenda: A enzima apresenta um pro-peptideo inibitério ligado ao sitio
catalitico contendo zinco, com dominio hemopexina e trés
repeticbes de fibronectina tipo IlI, essenciais para ligacdo a
gelatina/colageno.

Além disso, a propria MMP-2, quando ativada, pode estimular vias de sinalizagéo
intracelular que elevam a formagdo de ERO, em um mecanismo de

retroalimentacao observado, por exemplo, em aortas isoladas de coelhos (Prado
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et al., 2018) (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismos de ativacdo da MMP-2.
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Fonte:  Adaptado de Kandasamy et al., 2010.

Legenda: A clivagem proteolitica do pro-peptideo gera a forma ativa de 64
kDa. Alternativamente, a exposi¢ao ao peroxinitrito ativa a enzima
sem clivagem, mantendo-a na forma de 72 kDa.

Assim, o estresse oxidativo reduz a biodisponibilidade de NO, favorece
a geracdo de ONOO™ e contribui para a ativacdo da MMP-2, estabelecendo um
ciclo patologico que promove a remodelacéo tecidual e a progressao da leséao

renal na HR (Tousoulis et al., 2011; Roumeliotis et al., 2020).

Farmacos com acdo antioxidante tém demonstrado potencial terapéutico
nesse cenario, por inibirem a formacdo de ONOOT, reduzirem a ativacdo da
MMP-2 e atenuarem seus efeitos deletérios sobre o parénquima renal. Por
exemplo, o tempol, um mimético da SOD, foi eficaz em reduzir a producéo de
ERO, melhorar afuncéo renal e atenuar a hipertenséo no modelo 2R1C (Campos
et al., 2011). Da mesma forma, o extrato de sementes de acai reduziu o estresse
oxidativo, restaurou os niveis de NO e atenuou a leséo renal induzida pela HR
(DaCostaetal., 2017), reforgcando a relevancia da modulag&o do equilibrio redox

na protecéo da funcéo renal e cardiovascular.
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2.4 SEGURANCA DO NITRITO DE SODIO

Estudos iniciais com NS foram associados a formac&o de metemoglobina
e a producao de N-nitrosaminas potencialmente cancerigenas (Oppé, 1951;
Thwaites, 1956). A metemoglobinemia resulta da oxidacao do ferro na molécula
de hemoglobina (Fe2*) para sua forma férrica (Fe3*), formando a metemoglobina,
que é incapaz de transportar oxigénio. A exposicao sistémica a altas doses de
nitrito pode levar a producéo significativa de metemoglobina, comprometendo
o transporte de oxigénio e, em casos graves, resultando em hipoxia tecidual e
morte (Pluta et al., 2005; Rozanova et al., 2012). J& a formacdo de N-
nitrosaminas, como a N-nitrosodimetilamina (NDMA), ocorre por meio da
nitrosacao de aminas secundarias, especialmente em condi¢des de pH éacido,
como no estdbmago. A NDMA é um composto altamente carcinogénico em

modelos animais, tendo sido associada a hepatocarcinogénese (Jensen, 2003).

Apesar dessas preocupacdes, estudos mais recentes tém revelado
potenciais efeitos terapéuticos do NS em diversas condi¢des clinicas. O NS tem
sido explorado como vasodilatador, broncodilatador, no manejo do
vasoespasmo cerebral pos-hemorragico e no infarto do miocardio (Webb et al.,
2004; Pluta et al., 2005; Ansari et al., 2017). Além disso, dados pré-clinicos
demonstram que o NS pode reduzir a hipertrofia ventricular direita, melhorar o
fluxo sanguineo e modular a inflamacdo em modelos de HP, isquemia-

reperfusao e lesédo vascular (Hughan et al., 2020; Dejam et al., 2007).

Embora as doses terapéuticas em modelos animais tenham demonstrado
efeitos benéficos, os dados de seguranca ainda sao limitados. Estudos de
toxicidade repetida com a formulacdo inaladvel de NS (AIR001) revelaram
metemoglobinemia  dose-dependente, além de alteragbes como
esplenomegalia, aumento do hematdcrito e sinais comportamentais sugestivos
de hipoxia cronica (Borlaug et al., 2016). Além disso, o potencial de formagéo de

N-nitrosaminas em exposicdes cronicas ainda é motivo de preocupacao.

Portanto, apesar dos resultados promissores observados em estudos

experimentais, o perfil de seguranca do NS em tratamentos para hipertensao
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ainda requer investigacao cuidadosa. A possibilidade de efeitos adversos nao

pode ser descartada.

Como dito, a HR € uma das principais causas de hipertensao secundaria
e, no modelo experimental de 2R1C, estd associada a alteracbes renais
mediadas por estresse oxidativo e ativacdo da MMP-2. O NS tem demonstrado
efeitos anti-hipertensivos e antioxidantes, incluindo a capacidade de reduzir a
atividade da MMP-2 em tecidos vasculares e cardiacos. No entanto, seu impacto
sobre os rins no contexto da HR ainda néo foi elucidado. Assim, o primeiro
objetivo desta tese € investigar se o tratamento com NS é capaz de atenuar as

alteracdes morfoldgicas e funcionais renais induzidas pela HR no modelo 2R1C.

Além disso, considerando a crescente evidéncia do papel do NS como
potencial fonte NO em condi¢cbes de hipdxia e estresse oxidativo — fatores
comuns nas formas renovascular e pulmonar da hipertensdo — e frente aos
resultados encorajadores observados em estudos pré-clinicos, torna-se
necessario avaliar sua aplicabilidade clinica. Entretanto, ainda existem
incertezas quanto a eficacia e seguranca do NS em humanos, especialmente em
subgrupos com hipertensao secundaria ou pulmonar, que podem responder de
forma distinta ao tratamento. Nesse contexto, o segundo objetivo desta tese &
realizar uma revisdo de escopo para mapear sistematicamente as evidéncias
disponiveis sobre o uso clinico do NS em pacientes com hipertenséo arterial
sistémica ou pulmonar, com énfase em sua efetividade na reducéo da pressao

arterial e nos principais aspectos relacionados a seguranca terapéutica.
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3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a HR é uma das maiores causas de hipertensdo secundaria.
Em modelos animais de HR, como 0 2R1C, s&o observadas altera¢des no tecido
e na funcao renal e o estresse oxidativo e a ativacdo de proteases como as
MMPs parecem contribuir para tais alteracfes. Sabe-se, ainda, que o tratamento
de animais hipertensos com baixas doses de NS apresenta efeitos anti-
hipertensivo e antioxidante, que parecem levar a uma diminuig&o da atividade da
MMP-2 em tecidos vasculares e cardiaco. No entanto, o efeito renal da

administracdo de NS ainda nao é conhecido no modelo 2R1C de HR.

Complementarmente, embora estudos pré-clinicos demonstrem
resultados promissores, a aplicacao clinica do NS no tratamento da hipertenséo
ainda é pouco explorada, com evidéncias limitadas e heterogéneas quanto a
eficacia, seguranca e vias de administracdo. A realizacdo de uma revisao de
escopo é, portanto, relevante para mapear e sintetizar as evidéncias clinicas
existentes sobre o0 uso do NS na hipertensao arterial sistémica e pulmonar,
identificando lacunas no conhecimento e orientando futuras investigacfes. A
articulacdo entre os achados experimentais e os dados clinicos disponiveis
permitird uma analise translacional mais robusta sobre o uso do NS como agente

anti-hipertensivo.

Assim, a hipotese dessa tese é que a HR 2R1C leve a alteracdes
morfolégicas renais e na funcéo renal de ratos Wistar, por aumento de
estresse oxidativo e ativacdo de MMP-2 e que o tratamento desses animais
com NS na dose de 1 e 15mg/kg/dia pode atenuar essas alteracdes. Além
disto, esperamos que as evidéncias sobre a eficacia e seguranca do uso
de NS no tratamento da hipertensao e HP disponiveis naliteratura mostrem

gue ele é seguro e eficaz.
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PRIMEIRA ETAPA — EFEITO DO NITRITO DE SODIO NO DANO
RENAL DA HIPERTENSAO RENOVASCULAR 2-RINS, 1-CLIPE (2R1C)
EM RATOS

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com diferentes doses de NS na funcéo

renal e dano tecidual renal em ratos Wistar submetidos ao modelo de HR 2R1C;

4.1.2 Objetivos especificos

a)

b)

Avaliar a presséo arterial, peso e fun¢éo renal dos animais 2R1C e o efeito
do tratamento com diferentes doses de NS sobre eles;

Avaliar as alteracdes morfologicas renais de animais 2R1C e o efeito do
tratamento com diferentes doses de NS sobre elas;

Avaliar o estresse oxidativo renal de animais 2R1C e o efeito do
tratamento com diferentes doses de NS sobre ele;

Avaliar a participagédo da MMP - 2 nas alteragdes renais dos animais 2R1C
e o efeito do tratamento com diferentes doses de NS sobre ela;

Avaliar o hematdcrito e niveis de metemoglobina e de nitrito sanguineos

nas diferentes doses de NS utilizadas.
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5 METODOLOGIA

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar (180 a 200 gramas), provenientes
e fornecidos pelo Anilab Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda —
Laboratorios Veterinarios (Paulinia, SP). Os animais foram alojados em
instalacdes especificas no biotério, em caixas de polietileno sob condicbes
controladas de temperatura (22-25°C) e com ciclo alternado de 12 horas de
claro/escuro. Durante todo o periodo experimental, 0os animais tiveram acesso
irrestrito a agua e alimento. O protocolo experimental foi previamente submetido
e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
de Ribeirdo Preto — UNAERP (Anexo A) e Universidade Federal de Alfenas,

conforme parecer numero 007/2020 e 0015/2023, respectivamente (Anexo B).

5.2 HIPERTENSAO ARTERIAL INDUZIDA PELA TECNICA DE GOLDBLATT

A hipertensao arterial nos animais foi induzida pela técnica de Goldblatt,
gue promove a estenose da artéria renal esquerda por meio da inser¢cdo de um
clipe de prata com abertura de 0,2 mm.

Para a realizacdo do procedimento, ratos Wistar com peso corporal entre
180 e 200 g foram anestesiados por via intraperitoneal com Cetamina (100
mg/kg) e Xilazina (5 mg/kg). Em seguida, foi realizada a tricotomia, laparotomia
abdominal e exposicao da artéria renal esquerda, onde foi posicionado o clipe
de prata. Animais do grupo controle (Sham) foram submetidos apenas a
laparotomia, sem a introducéo do clipe na artéria renal. Apds o procedimento
cirdrgico, os animais foram suturados e monitorados até a completa
recuperacgdo. A pressao arterial sistolica foi avaliada semanalmente pelo método
nao invasivo da cauda, sendo considerados hipertensos 0s animais que
apresentaram pressao arterial sistolica igual ou superior a 160 mmHg na
segunda semana (14 dias) apds a cirurgia. O protocolo experimental teve
duracdo total de seis semanas (42 dias), com o inicio do tratamento com NS em

duas doses a partir da segunda semana de hipertensao, estendendo-se por



30

qguatro semanas consecutivas (28 dias) (Figura 3).

Figura 3 - Desenho experimental

RS o Ativagdo do ' PAS: Pletismografia de
180g ‘ SRAA e 1PA cauda
Clipe de prata
(0,2 mm)
« Nitrito: 1mg/kg/dia
Tratamento & Nitro: 15 io/kodia
160 mmHg
Protocolo mp p—25emanas . 4 semanas .
Clipe Eutanasia

Legenda: SRAA: sistema renina-angiotensina aldosterona, PA: Pressao
Arterial. Fonte: Elaborada pela autora

O tratamento com NS foi realizado nas doses de 1mg/kg/dia considerada
dose nédo anti-hipertensiva nesse modelo de HR (Rizzi et al., 2019a), e de 15
mg/kg/dia, considerada uma dose anti-hipertensiva (Amaral et al., 2019;
Guimaraes et al., 2018; Rizzi et al., 2019a), administradas por gavagem. Um
grupo de animais hipertensos receberam apenas veiculo (dgua). Animais
controles (Sham) foram tratados com veiculo (dgua) ou NS. As solu¢cdes de NS
foram preparadas diariamente e administradas logo em seguida nos animais. Os

animais foram randomizados e distribuidos em 5 grupos (n=12/grupo):

a) 2R1C + Nitrito 1 mg/kg/dia: Animais com estenose de artéria
renal tratados com NS na dose de 1 mg/kg/dia.

b) 2R1C + Nitrito 15 mg/kg/dia: Animais com estenose de artéria
renal tratados com NS na dose de 15 mg/kg/dia.

c) 2R1C + Agua: Animais com estenose de artéria renal tratados
com o veiculo (4gua).

d) Controle + Nitrito 15 mg/kg/dia: Animais sem estenose de
artéria renal tratados com NS na dose de 15 mg/kg/dia.

e) Controle + Agua: Animais sem estenose de artéria renal

tratados com o veiculo (dgua).

5.3 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA E PESO CORPORAL

Para monitorar a evolugdo da presséo arterial sistélica durante as seis
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semanas de estudo, foi utilizada a técnica de pletismografia de cauda. O
procedimento consistiu na colocacdo de um manguito acoplado a um transdutor
de pressédo emtorno da cauda dos animais, permitindo a mensuragao da pressao
arterial. As variagOes de presséao foram registradas pelo sistema PowerLab 4/S
analog-to-digital converter, um equipamento especifico para aquisi¢céo e analise
de dados fisiolégicos. A avaliacédo foi realizada semanalmente e o peso corporal
diariamente. Para minimizar o estresse, 0s animais foram previamente treinados
no aparelho de pletismografia antes do inicio do experimento. Ao término do
protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por exsanguinacao apés
anestesia com Cetamina (300mg/kg) e Xilazina (10mg/kg), via intraperitoneal.
Amostras de sangue e cortex renal foram coletados para as analises histologicas

e bioguimicas.

5.4 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE
NITRITO

Para determinar as concentracfes plasmaticas de nitrito, as aliquotas
plasméticas foram analisadas em duplicata utilizando o método de
quimioluminescéncia dependente de ozonio. De forma resumida, para a
guantificacdo de nitrito, 50 yL de amostra de plasma foram injetados em 8 ml de
uma solucdo acida de iodo/iodeto (2g de iodeto de potassio e 1,3g de iodeto
dissolvidos em 40 mL de dgua com 140 ml de acido acético), o que resultou na
formacao de NO. Esse gas foi entdo transportado por nitrogénio até o analisador
de NO (Sievers Modelo 280 NO Analyzer, Boulder, CO, EUA). Os dados obtidos
foram processados utilizando o software Origin 8.5 (OriginLab, Northampton,

MA, EUA). Os dados foram expressos como pumol/L (Montenegro et al., 2011a).

5.5 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

Para avaliar a funcéo renal, foram dosados os niveis plasmaticos de ureia
e creatinina. O sangue foi coletado em tubos contendo heparina, seguido de
centrifugacdo a 3000 rpm por 15 min a 4°C para separacdo do plasma. A

concentracdo de ureia foi determinada por meio do método enzimatico
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colorimétrico, utilizando os kits comerciais Labtest (Ref.: 27). A concentracao de
creatinina foi medida utilizando os kits comerciais Labtest (Ref.: 35). Os

resultados foram expressos em mg/dL.

5.6 DOSAGEM DE METEMOGLOBINA EM SANGUE

A determinacdo de metemoglobina em amostras de sangue € fundamental
para a avaliacao de condic¢des clinicas e ocupacionais relacionadas a exposi¢ao
a agentes metemoglobinizantes, como o NS. Para cada 0,8 mL de sangue
heparinizado, foram adicionados 2,2 mL de agua destilada e 1 mL de solucao
tampéao-fosfato. Em seguida, foi adicionada uma gota de Triton X-100, com
agitacao até a completa hemalise. Dessa mistura, 2,4 mL foram transferidos para
uma cubeta (1) e 0,2 mL para outra cubeta (Il). A cubeta Il foram adicionados 2,2
mL da solucéo Reativo Ferricianeto-fosfato, composta por Ferricianeto-fosfato
5%, 7,0 mL de NaOH 0,5 mol/L e 10 mL de KH,PO, 0,5 mol/L. As absorbéancias
das cubetas | e Il foram medidas em 632 nm, utilizando agua como branco.
Posteriormente, adicionaram-se 100 pL da Solucdo de Cianeto Neutralizada
(preparada com 1 mL de cianeto de sédio a 10% e 0,9 mL de acido acético a
12%) a ambas as cubetas, com agitacao. Apds 1 minuto, realizaram-se novas
leituras de absorbancia, obtendo-se os valores Ill e IV (Hegesh et al., 1970). A
porcentagem de metemoglobina em relacdo a hemoglobina total foi calculada

utilizando a formula abaixo:

(Al — AIIDx100

% MtHb:
% (AIl — AIV)x12

5.7 HEMATOCRITO

Imediatamente apés a eutanasia, o sangue foi coletado e transferido para
um tubo capilar até preencher % de sua capacidade. Em seguida, uma das
extremidades do capilar foi selada com massa apropriada e o tubo foi colocado
em centrifuga para microhematocritos (211 Fanem) por 5 min. A interpretacdo

dos resultados foi realizada utilizando uma escala de leitura de 0 a 100,
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observando o ponto de separacdo entre a massa de eritrocitos e o plasma
(Tombridge, 1968).

58 ALTERACOES MORFOLOGICAS

Utilizamos técnica histolégica para analisar altera¢cdes morfoldgicas renais
dos animais, este método visa a preparagao dos tecidos destinados ao estudo a
microscopia de luz. Para isso, utilizamos os corantes Hematoxilina e Eosina que
sdo adequados para evidenciar caracteristicas estruturais. O 6rgao foi embebido
em solucdo de formol para fixagdo. Foram entdo incluidos em parafina para
posterior sec¢do. Foram obtidos cortes histoldégicos com 5um de espessura em
micrétomo (Biobase BK-2258). Blocos de parafina foram cortados em sec¢fes de
5 um de espessura. Sec¢Oes adjacentes foram coradas com hematoxilina/eosina
(HE), para avaliacdo de glomérulos e infiltrado inflamatério, ou com Tricrémico
de Masson, para quantificacdo da deposi¢cdo de coldgeno no tecido renal. As
andlises foram realizadas em 20 imagens por animal, obtidas em microscopio
Optico (DM5000; Leica, Alemanha) com aumento de 400x%, e processadas com 0
software QWin Image Processing and Analysis v3 5.1 (Leica). A contagem de
glomérulos escleréticos foi feita a partir de 20 imagens de glomérulos por animal,
considerando como escleréticos aqueles cuja area ultrapassava a média do
grupo Sham em mais de 1,5 desvios-padrao. O indice de glomeruloesclerose foi
calculado pela razdo entre o numero de glomérulos escleréticos e o numero total
de glomérulos analisados por animal. O volume glomerular foi posteriormente

calculado utilizando a formula especifica descrita a seguir.:

1,38

1,01

onde 1,38 representa o coeficiente de forma e 1,01 representa o coeficiente de
distribuicdo de tamanho (Giribabu et al., 2017).

Volume glomerular: 1,5 x
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59 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA

Para a realizacdo dos ensaios abaixo descritos, a concentracado proteica
de cada amostra foi normalizada utilizando o método colorimétrico de Bradford.
Inicialmente, foi triturada uma parte do cortex renal com posterior centrifugacao
do homogenato a 4°C a 6000 rpm por 40 minutos, para coleta do sobrenadante
limpido. Em seguida, 5 yL da amostra foi transferida para uma placa de Elisa,
juntamente com 200 pL do reagente de Bradford. Além disto, preparou-se uma
curva padréo de albumina de soro bovino em concentragdes crescentes (0,0625
mg/dL; 0,0125 mg/dL; 0,250 mg/dL; 0,5 mg/dL; 1,0 mg/dL e 2,0 mg/dL). Diluicdes
da amostra também foram preparadas, para que a melhor absorbancia fosse
escolhida (Adaptado- XV Curso de Verao, Instituto de quimica, Universidade
Federal de Sao Paulo, 2020).

5.10 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

5.10.1 Determinacao de espécies reativas de oxigénio in situ

Os niveis de ERO nos rins foram analisados in situ utilizando a sonda
dihidroetideo (DHE, 10 pymol/L), que reage principalmente com o Oz gerando
fluorescéncia vermelha (Wang et al., 2023)(Wang et al., 2023). Para isso, 0s
tecidos foram congelados em OCT, cortados em criostato (4 ym) e incubados
com DHE por 30 minutos em camara umida. Apés lavagem com PBS, as
imagens da fluorescéncia foram capturadas com um microscopio de
fluorescéncia a 400x (Leica Imaging Systems Ltda., Cambridge, England). A
intensidade da fluorescéncia vermelha foi quantificada com o programa ImageJ,
analisando 30 campos (120x50) por lamina (n=5/animal). Os resultados foram

expressos em unidades arbitraria de intensidade de fluorescéncia.
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5.10.2 Avaliacéo dos niveis de H202

O substrato fluorogénico Amplex® Red (#A22188, Invitrogen, Carlsbad,
CA) foi utilizado para medir a concentracao de H202 no cortex renal. As amostras
foram homogeneizadas em solucdo de Krebs (pH 7,4), seguidas de
centrifugagcéo a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 50 pyL de cada
sobrenadante foram incubados no escuro por 30 minutos a temperatura
ambiente com 50 pL do reagente Amplex® Red. (10 uM). A fluorescéncia foi
detectada com o espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse (Aexcitagdo= 571 nm,
Aemissdo= 585 nm). Os resultados foram expressos como pmol H202/mg de
proteina. (Carda et al., 2015; Do Valle et al., 2021).

5.10.2 Avaliacao da atividade tecidual da Superéxido Dismutase

Para avaliar a atividade da SOD, uma porcado do cortex renal foi triturado
em solucdo PBS (pH 7,4) e centrifugada por 30 minutos a 4°C, a 3000 rpm. O
sobrenadante (20 pL) foi transferido para tubos identificados e o volume foi
completado com 230 pL de agua destilada. Em seguida, 50 pL de hidroxilamina
(0,1M), 100 pL de hipoxantina (0,1M) e 100 pL de xantina oxidase foram
pipetados na solugdo. Essa mistura foi incubada em banho-maria a 37°C, no
escuro, por 30 minutos. Apos a incubacéo, foi adicionada 1mL da solucdo de
acido sulfanilico (0,129), a-naftilenodiamina (0,002g) e acido acético (25mL) por
20 minutos em ambiente escuro. A absorbéancia da amostra foi medida a 550 nm,
com o aparelho calibrado usando o branco. Neste ensaio, o Oz  gerado pela acéo
da Xantina oxidase sobre a hipoxantina reage com a hidroxilamina formando ions
nitricos, que, por sua vez, reagem com o &cido sulfanilico e a a-naftilenodiamina,
produzindo um produto colorido cuja intensidade € proporcional a quantidade de
Oz produzido. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina, na qual 1
U corresponde a atividade da enzima capaz de inibir 50% da reacdo (Yanagui,
1984). (Oyanagui, 1984).
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5.10.3 Avaliagéo da atividade da Catalase

Para determinar a velocidade de decomposicdo da Catalase no tecido
renal, homogeneizou-se parte do coértex renal com 300 pL PBS (pH 7,4) com
posterior centrifugacéo por 30 min a 4°C a 3000 rpm. Entao, foi adicionado 1 pL
do sobrenadante limpido a 1699 pL de PBS e 300 uL de peroxido de hidrogénio
(100mM) em cubeta de quartzo com agitador magnético. Imediatamente apos a
adicdo dos reagentes, a velocidade de decomposicao do peréxido de hidrogénio
foi monitorada durante 60 segundos. Para os calculos, a absorbancia final foi
subtraida da absorbancia inicial, expressando os resultados em unidades
CAT/mg de proteina (Aebi, 1984).

5.10.4 Avaliacao dos niveis de Glutationa reduzida

O cértex renal dos animais foi triturado em tampéo fosfato (PBS pH 7,4),
seguido de centrifugacdo por 30 min a 4°C a 3000 rpm. Os sobrenadantes foram
utilizados para o ensaio. Para verificar os niveis da glutationa reduzida no tecido
renal, 100 uL do homogenato foi adicionado a 100 pL de acido tricloroacético
(0,0125%), que permaneceu no gelo por 30 minutos e foi centrifugado a 3000
rpm durante 15 minutos a 4°C. Apdés, 100 pL da amostra com 200 pL de Tampao
Tris pH 8,0 (0,4M) e 5 pL de Acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) (10mM) foi
adicionado em placas de Elisa. Quando o acido entrou em contato com o grupo
SH — tiol dos grupos sulfidrilicos, uma coloracdo amarelada foi produzida e lida
em espectrofotbmetro a 415 nm. Dividiu-se entdo, o valor encontrado pela
concentracéo de proteina, expressando os resultados em GSH/mg de proteina
(Simplicio et al., 2015).

5.10.5 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica

O MDA tem sido amplamente utilizado em pesquisas como marcador de
peroxidacao lipidica devido a sua facil reacdo com o &cido tiobarbitarico (TBA).
A reacdo leva a formacdo de MDA-TBA 2, um conjugado que absorve no

espectro visivel em 540 nm e produz uma cor vermelho-rosa (Aguilar Diaz De
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Leon & Borges, 2020). Para a avaliagdo do TBARS, utilizou-se o cértex renal
triturado e centrifugado, 3000 rpm por 10 minutos a 4°C, com tampéao de lise (1
ml de PBS 10x; 0,1 ml de igepal; 0,05 g de deoxicolato de sodio; 0,1 ml de dodecil
sulfato de sodio (SDS) 10%; agua destilada qsp 10 ml; 4 pyL de fluoreto de
fenilmetanossulfonil e 5 pL do inibidor de protease). Em seguida, 150 uL de
amostra foram misturados com 25 pL de solucdo SDS 8,1%, e 1mL reagente de
cor (acido acético, NaOH e TBA 0,6%). A solucéo foi incubada em banho maria
a 100°C por 1 hora. Logo apos, as amostras foram resfriadas em banho de gelo
por 10 min, a fim de parar a reacdo. A seguir, as amostras foram centrifugadas
por 10 min a 8000 rpm 4°C. Por fim, as amostras foram analisadas em leitor de
ELISA a 540 nm. Os resultados foram corrigidos com base na quantidade de
proteina presente nas amostras. Os resultados foram expressos como nmol/mg
proteina (TBARS assay Kit, Cayman Chemical Company MODIFICADO).

5.11 ZIMOGRAFIA EM GEL

A MMP-2 presentes no cortex renal, foram quantificadas por meio da
técnica de Zimografia em gel. Parte do cortex renal foi triturado e homogeneizado
em tampao de extracéo (tampao CaCl2 10 mM, tris-HCI 50 mM, pH 7,4; contendo
os inibidores de proteases NaF 50 mM, Ortov 50 mM, fenantrolina 20 mM;
seguindo a seguinte propor¢ao: 20 uL NaF, 20 yL Ortov, 50 yL fenantrolina para 910
pL de tampdo). O homogenato foi centrifugado, e o sobrenadante coletado. A
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o método de Bradford,
descrito previamente.

A partir disso, foi calculado o volume correspondente a 25 ug de proteina,
gue foi transferido para tubos identificados e misturado com tampéao de amostra
nao redutor 2x. Para a técnica, foram preparados o gel de separacéo 10% (7,308
mL agua destilada; 3,75 mL da solucdo 40% acrilamida/bisacrilamida; 3,75 mL
de tampao tris CI/SDS 4X pH 8,8; 0,188 uL de gelatina; 100 pL de persulfato de
amonio; 20 yL de TEMED) e o gel de empilhamento 3,9% (3,212 mL de agua
destilada; 0,488 pL da solugcéo 40% acrilamida/bisacrilamida; 1,25 mL de tampé&o
tris CI/SDS 4X pH 6,8; 50 uL de persulfato de aménio; 10 yL de TEMED). As
amostras previamente preparadas foram pipetadas nos géis inserindo junto a

estes geéis os pentes para a formagao de poc¢os. Antes de aplicar as amostras no
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gel, elas foram colocadas em banho-maria por 15 minutos a 37°C. Apés a corrida
de eletroforese, os géis foram submetidos a banhos de Triton a 2% para remover
0 SDS presente, pois este mantém as enzimas desnaturadas ao expor seus
sitios ativos. Em seguida, os géis foram incubados em solucao de Tris-CaClz 50
mM por 24 horas para promover a renaturacéo das enzimas ativagdo enzimatica.
Posteriormente, os géis foram fixados e corados com solucdo de Coomassie
Blue 0,05% por 1,5 horas. Para visualizar as bandas formadas, os géis passaram
por um processo de descoloragdo com solucdo de metanol (30%) e &cido acético
(10%), trocando o descorante em trés tempos: 15 minutos, 30 minutos, e 60
minutos. As formas ativas e proativas da MMP-2 foram identificadas por meio do
peso molecular: 72 e 64 kDa. A quantificacdo das bandas foi realizada utilizando
o software Image J (Castro et al., 2008; Ceron et al., 2010; Rizzi et al., 2019b).

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nesse estudo foram analisados com ANOVA de duas
(analise de variancia) pos-teste de Sidak’s ou uma analise de uma via. Foram
considerados estatisticamente diferentes, valores com p<0,05. Os gréaficos foram

representados com média + erro padrdo da média.
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6 RESULTADOS
6.1  AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A partir da segunda semana poés-cirurgia, os animais do grupo 2R1C
apresentaram hipertenséo (p<0,05) (Figura 4). Apenas o tratamento com NS (15
mg/kg/dia) atenuou a pressdo arterial em comparacdo ao grupo hipertenso

(p<0,05).

Figura 4 - Presséao arterial sistélica
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Legenda: Pressao arterial sistélica (mmHg) de ratos Wistar Sham e 2R1C que
receberam NS em diferentes doses, por um periodo de 4 semanas.
Dados expressos em média + SEM. n=7 animais/grupo. *p<0,05
versus grupo Sham e Sham NS; #p<0,05 versus grupo hipertenso.
2R1C: hipertenso, 2R1C N1mg: hipertenso tratado com 1mg/kg/dia;
2R1C N15mg: hipertenso tratado com 15/mg/kg/dia.

6.2 EVOLUCAO PONDERAL DOS RATOS

Conforme ilustrado na Figura 5, ndo foram observadas diferencas

significativas no ganho ponderal entre os grupos experimentais (p>0,05).
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Figura 5 - Peso corporal (g)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2024).

Legenda: Peso corporal (g) de ratos Wistar Sham e 2R1C que receberam NS
em diferentes doses. n=7 animais/grupo. Teste ANOVA two way,
seguido pelo teste de Sidak’'s post-hoc (p>0,05). 2R1C:
hipertenso, 2R1C N1mg: hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C
N15mg: hipertenso tratado com 15/mg/kg/dia.

6.3 AVALIACAO DO PESO DOS RINS

Conforme apresentado na Figura 6, foi observado um aumento
significativo no peso do rim direito (g) no grupo hipertenso em comparagéo aos
grupos Sham (p<0,05). Por outro lado, os rins esquerdos dos grupos 2R1C e
2R1C tratados com NS (1 e 15 mg/kg/dia) exibiram uma reducao significativa no

peso em relagdo aos dos grupos Sham (p<0,05).
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Figura 6- Peso do rim (g)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).

Legenda: (A) Peso dos rins contralaterais (g) de ratos Wistar Sham e 2R1C que
receberam NS em diferentes doses, por um periodo de 4 semanas.
*p<0,05 versus rins direito - grupos Sham e Sham NS. n=7
animais/grupo. (B) Peso dos rins esquerdo (g) de ratos Wistar Sham
e 2R1C que receberam NS em diferentes doses, por um periodo de 4
semanas. #p<0,05 versus grupos Sham e Sham NS. n=7
animais/grupo. 2R1C: hipertenso, 2R1C N1: hipertenso tratado com
1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso tratado com 15/mg/kg/dia.

6.4 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE
NITRITO

As concentracbes plasmaticas de NS, como esperado, aumentaram
significativamente (p<0,05) nos grupos Sham NS e Hipertenso tratados com
15mg/kg/dia de NS como pode ser observado na Figura 7. N&o foi detectado
aumento de NS plasmatico no grupo hipertenso tratado com 1 mg/kg/dia de NS
(p>0,05).
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Figura 7 - Niveis de Nitrito (umol/L) plasmaticos.
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).

Legenda: Dados expressos em média £+ SEM. n=7 animais/grupo. *p<0,05
versus grupos Sham, 2R1C e 2R1C tratado com NS 1mg/kg/dia.
Teste ANOVA two way, seguido pelo teste de Sidak’s post-hoc
(p>0,05). 2R1C: hipertenso, 2R1C N1: hipertenso tratado com
1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso tratado com 15/mg/kg/dia.

6.5 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

Os animais hipertensos apresentaram um aumento significativo nos
niveis de ureia e creatinina plasmatica (p<0,05). O tratamento com NS na dose
de 15 mg/kg/dia reverteu ambos os aumentos, conforme demonstrado nas

Figuras 8A e B (p<0,05), enquanto a dose de 1 mg/kg/dia ndo teve efeito
significativo.
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Figura 8 - Ureia e creatinina plasméatica (mg/dL).
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).

Legenda: (A) Niveis de ureia (mg/dL) dosados no plasma de ratos Wistar Sham
e 2R1C que receberam Nitrito em diferentes doses, por um periodo
de 4 semanas. *p<0,05 versus grupos Sham e Sham Nitrito; #p<0,05
versus grupo 2R1C (B) Creatinina plasmatica (mg/dL) em ratos Wistar
Sham e 2R1C tratados com nitrito por 4 semanas. Dados expressos
em média £ SEM. n=7 animais/grupo. *p<0,05 versus grupos Sham e
Sham Nitrito; #p<0,05 versus grupo 2R1C. Teste ANOVA two way,
seguido pelo teste de Sidak’s post-hoc (p>0,05). 2R1C: hipertenso,

2R1C N1: hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso
tratado com15/mg/kg/dia.

6.6 DOSAGEM DE METEMOGLOBINA

Conforme observado na Figura 9, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos Sham e Sham tratados com NS (p>0,05).
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Figura 9 - % de Metemoglobina
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Fonte: Elaborada pela Autora.

Legenda: % de Metemoglobina no sangue de ratos Wistar Sham tratados com
agua ou nitrito por 4 semanas. Dados expressos em média + SEM. n=7
animais/grupo. Teste ANOVA one way, (p>0,05). Sham N1: Controle
tratado com 1mg/kg/dia nitrito. Sham N15: Controle tratado com
15mg/kg/dia nitrito.

6.7 HEMATOCRITO

A analise de grupos ndo mostrou diferenca significativa no hematdécrito
dos animais Sham e tratados com NS, conforme observado na Figura 10.

Figura 10 - Hematdcrito
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Legenda: Hematdcrito de ratos Wistar Sham tratados com Nitrito ou agua por 4
semanas Dados expressos em média £+ SEM. n=7 animais/grupo.
Teste ANOVA one way, (p>0,05). Sham N1: Controle tratado com
1mg/kg/dia nitrito. Sham N15: Controle tratado com 15mg/kg/dia
nitrito.
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6.8 ALTERACOES MORFOLOGICAS

A hipertensdo provocou alteragbes estruturais nos rins direito e
esquerdo, incluindo aumento do volume glomerular e desenvolvimento de
glomeruloesclerose (p<0,05). Essas modificacbes foram significativamente
atenuadas (p<0,05) com o tratamento na dose de 15 mg/kg/dia, como mostrado
nas Figuras 12A e 12B. Também foi observado um aumento significativo de
infiltrado inflamatorio e deposicéo de colageno em ambos os rins dos animais
hipertensos (p<0,05). O tratamento com NS na maior dosagem, reduziu o
infiltrado inflamatorio no rim contralateral (p<0,05), conforme também
demonstrado na Figura 11A e B. Quanto a deposi¢do de colageno, embora
aumentada significativamente nos dois rins, foi revertida apenas no rim
contralateral com a dose mais alta de NS (p<0,05), conforme ilustrado na Figura
11C.
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Figura 11 - Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C.
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Legenda: Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C tratados com agua ou diferentes doses de nitrito por 4 semanas. (A)
Micrografia de luz dos rins ndo clipados de ratos Wistar dos grupos Sham e 2R1C, tratados com diferentes doses de
nitrito por 4 semanas, corados com hematoxilina-eosina. Graficos representativos da glomeruloesclerose (seta
preta), volume glomerular e do nimero de células inflamatdérias (seta vermelha) nos rins nao clipados. p<0,05
versus grupos Sham e Sham Nitrito; #p<0,05 versus grupo 2R1C.
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Legenda: Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C tratados com agua ou diferentes doses de nitrito por 4 semanas. (B)
Micrografia de luz dos rins clipados de ratos Wistar dos grupos Sham e 2R1C, tratados com diferentes doses de
nitrito por 4 semanas, corados com hematoxilina-eosina. Graficos representativos da glomeruloesclerose (seta
preta), volume glomerular e do nimero de células inflamatérias (seta vermelha) nos rins clipados. p<0,05 versus
grupos Sham e Sham Nitrito; #p<0,05 versus grupo 2R1C.
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Legenda: Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C tratados com agua ou diferentes doses de nitrito por 4 semanas. (C)
Micrografia de luz e representacao grafica dos rins e nao clipados de ratos Wistar Sham e 2R1C que receberam
Nitrito em diferentes doses, por um periodo de 4 semanas corados por Tricromico de Masson. Representagdo grafica
da glomeruloesclerose, volume glomerular e nimero de células inflamatérias encontrada em ratos Wistar Sham e
2R1C que receberam Nitrito em diferentes doses, por um periodo de 4 semanas. *p<0,05 versus grupo Sham e

Sham Nitrito. #p<0,05 versus 2R1C.
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6.9 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

6.9.1 Determinacédo de ERO in situ

Foi observado um aumento na intensidade de fluorescéncia vermelha no
grupo Hipertenso, quando comparados aos grupos Sham e Sham NS. Esse
aumento foi revertido com ambos os tratamentos com NS (Figural2 A e B)
(p<0,05).

Figura 12 - Fluorescéncia de ERO in situ (DHE).

Sham Sham N15 2R1C 2R1C N1 2R1C N15
B
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Legenda: Fluorescéncia de ERO in situ (DHE) nos rins de ratos Wistar
Sham e 2R1C tratados com nitrito por 4 semana. (A) Fotografias
representativas do cortex renal (400x) incubados com DHE (B)
Representacéo grafica da intensidade de fluorescéncia vermelha
dos produtos da reacédo do DHE com ERO. Dados expressos em
médiaz SEM. n= 7 animais/grupo. post-hoc. *p<0,05 versus
Sham e Sham Nitrito. # p<0,05 versus 2R1C. Teste ANOVA two
way, seguido pelo teste Sidak’s. 2R1C: hipertenso, 2R1C N1:
hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C 15: hipertenso tratado
com 15/mg/kg/dia.
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6.9.2 Avaliacdo dos niveis de H>O2 no cortex renal

Conforme observado na Figura 13, os niveis de H202 estavam
significativamente elevados no grupo hipertenso em ambos os rins. Em relagao
ao tratamento, ambas as doses resultaram em reducgéo significativa desses
niveis, também em ambos os rins.

Figura 13 - Niveis de H,0, (U/mg proteina)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025)

Legenda: (A) Niveis de H,O, (U/mg proteina) nos rins direito de ratos
Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes
doses, por um periodo de 4 semanas n=6 animais/grupo.
*p<0,05 versus Sham e Sham nitrito. #p<0,05 versus grupos
2R1C. (B) Niveis de H.O, (U/mg proteina) nos rins esquerdo de
ratos Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes
doses, pelo mesmo periodo. n=6 animais/grupo. *p<0,05 versus
Sham e Sham nitrito. #p<0,05 versus grupo 2R1C. Dados
expressos em média + SEM. Teste ANOVA two way, seguido
pelo teste de Sidak’s post-hoc (p>0,05). 2R1C: hipertenso,
2R1C NZ1: hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C 15:
hipertenso tratado com 15/mg/kg/dia.

6.10 AVALIACAO DO SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICO

6.10.1 Avaliacéo da atividade da Superoxido Dismutase

Quanto a atividade da SOD, os rins hipertensos de ambos os rins
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demonstraram menor atividade quando comparado ao grupo controle (p<0,05).
Ja nos rins esquerdos, o grupo hipertenso tratado com 1mg/kg/dia

evidenciaram uma maior atividade quando relacionado ao grupo hipertenso.
(Figura 14 A e B).

Figura 14 - Atividade da SOD (U/mg proteina)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).

Legenda: Atividade da SOD (U/mg proteina) nos rins de ratos Wistar
Sham e 2R1C tratados com nitrito ou agua por 4 semanas (A)
Atividade da SOD (U/mg proteina) nos rins direitos de ratos
Wistar Sham e 2R1C tratados com nitrito em diferentes doses
por 4 semanas. *p<0,05 versus grupo Sham. (B) Atividade da
SOD (U/mg proteina nos rins direitos de ratos Wistar Sham e
2R1C tratados com nitrito em diferentes doses pelo mesmo
periodo. *p<0,05 versus grupo Sham e Sham, #p<0,05 versus
grupo 2R1C. Dados expressos em média + SEM. n=12
animais/grupo. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste de
Sidak’'s post-hoc (p>0,05). 2R1C: hipertenso, 2R1C NI1:
hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso
tratado com 15/mg/kg/dia.

6.10.2 Avaliacéo da atividade da Catalase
Nos rins direito, a atividade da catalase foi reduzida (p<0,05) nos grupos

Sham Nitrito e 2R1C, e o tratamento em ambas as dosagens reverteram este

aumento (Figura 15A). Nos rins esquerdos, a atividade da catalase diminuiu
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significativamente nos animais hipertensos (p<0,05), mas o tratamento com NS

(15mg/kg/dia) reverteu essa alteracdo (Figura 15B).

Atividade da Catalase

(U/mg proteina)

Figura 15 - Atividade da Catalase (U/mg proteina)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).
Legenda: Atividade da Catalase (U/mg proteina) nos rins de ratos Wistar

Sham e 2R1C, tratados com nitrito por 4 semanas. (A) Atividade
da Catalase (U/mg proteina) nos rins direito de ratos Wistar
Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes doses, por
um periodo de 4 semanas. n=12 animais/grupo. *p<0,05 versus
2R1C e 2R1C Nitrito 1mg/kg/dia. #p<0,05 versus grupos Sham,
Sham Nitrito, 2R1C e 2R1C Nitrito 15mg/kg/dia (B) Atividade da
catalase (U/mg proteina) nos rins esquerdo de ratos Wistar
Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes doses, por
um periodo de 4 semanas. n=12 animais/grupo. *p<0,05 versus
Sham. #p<0,05 versus grupos Sham, Sham Nitrito, 2R1C e
2R1C Nitrito 1mg/kg/dia. Dados expressos em média + SEM.
Teste ANOVA two way, seguido pelo teste de Sidak’s post-hoc
(p>0,05). 2R1C: hipertenso, 2R1C N1: hipertenso tratado com
1mg/kg/dia; 2R1C N15: tratado com 15/mg/kg/dia.

6.10.3 Avaliagéo niveis renais de Glutationa reduzida

A anadlise de dados entre grupos evidenciou uma diminuicdo significativa

dos niveis renais de glutationa reduzida nos grupos 2R1C e 2R1C tratado com

1mg/kg/dia nos rins direitos dos animais. Ja o tratamento com maior dose de NS,

aumentou significativamente esses niveis (p<0,05) (Figura 16A). Ja nos rins
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esquerdos, somente o grupo hipertenso tratado com 1mg/kg/dia teve os niveis

diminuidos de GSH renal (p<0,05), e o tratamento com maior dose de NS nao

foi capaz de reverter esse quadro conforme observado na Figura 16B.

Figura 16 - Niveis de GSH (ug/mg proteina)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).
Legenda: Niveis de GSH (ug/mg proteina) nos rins de ratos Wistar Sham

e 2R1C, tratados com nitrito por 4 semanas. (A) Niveis de GSH
(ug/mg proteina) dosados nos rins direito de ratos Wistar Sham
e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes doses, por um
periodo de 4 semanas. n=12 animais/grupo. *p<0,05 versus
grupos Sham e Sham Nitrito. #p<0,05 versus 2R1C, 2R1C Nitrito
1mg/kg/dia. (B) Niveis de GSH (ug/mg proteina) nos rins
esquerdo de ratos Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito
em diferentes doses, por um periodo de 4 semanas. n=12
animais/grupo. *p<0,05 versus 2R1C. Dados expressos em
média + SEM. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste de
Sidak’'s post-hoc (p>0,05). 2R1C: hipertenso, 2R1C NI1:
hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso
tratado com 15/mg/kg/dia.

6.11 AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

Quanto a peroxidagéo lipidica, ambos o0s rins apresentaram aumento

significativo de TBARS nos grupos hipertensos (p<0,05), porém esse aumento

s6 foi revertido com NS na dose de 15mg/kg/dia e no rim direito, como
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demonstrado nas Figuras 17 A e B.

Figura 17 - Niveis de TBARS (nmol/mg proteina)
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).

Legenda: Niveis de TBARS (nmol/mg proteina) nos rins de ratos Wistar
Sham e 2R1C, tratados com nitrito por 4 semanas. (A) Niveis de
TBARS (nmol/mg proteina) dosados nos rins direito de ratos
Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes
doses, por um periodo de 4 semanas. n= 12 animais/grupo.
*p<0,05 versus grupos Sham, 2R1C Nitritol mg/kg/dia. #p<0,05
versus 2R1C 15mg/kg/dia. (B) Niveis de TBARS (nmol/mg
proteina) nos rins esquerdo de ratos Wistar Sham e 2R1C, que
receberam Nitrito em diferentes doses, por um periodo de 4
semanas. N=12 animais/grupo. *p<0,05 versus grupo Sham.
Dados expressos em média + SEM. Teste ANOVA two way,
seguido pelo teste de Sidak’s post-hoc (p>0,05). 2R1C:
hipertenso, 2R1C N1: hipertenso tratado com nitrito 1mg/kg/dia;
2R1C N15: hipertenso tratado com nitrito15/mg/kg/dia.

6.12 ZIMOGRAFIA EM GEL

Um zimograma representativo € mostrado na Figura 18D, que mostra
duas bandas diferentes de MMP-2 no rim direito, correspondentes aos pesos
moleculares de 72 e 64 kDa. Enquanto a hipertenséo elevou os niveis renais de
ambas as formas da MMP-2 (p<0,05), o tratamento com NS na dose de 1
mg/kg/dia reverteu o aumento da MMP-2 de 64 kDa, enquanto a dose mais alta

reduziu os niveis da forma de 72 kDa (p<0,05) (Figura 18A-C).
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Figura 18 - Atividade gelatinolitica da MMP-2 — Rim direito
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Fonte: Elaborado pela Autora (2025).
Legenda: Atividade gelatinolitica da MMP-2 no rim direito de ratos Wistar

Sham e 2R1C tratados com Nitrito, por 4 semanas. (A) MMP-2
72kDa *p<0,05 versus Sham e Sham nitrito. (B) MMP-2 64kDa
#p<0,05 versus 2R1C. (C) MMP-2 72 + 64 kDa *p<0,05 versus
Sham e Sham nitrito. (D) Gel representativo de zimografia SDS-
PAGE de extrato de renal com peso molecular das bandas de
MMP-2 (72 kDa e 64 kDa). Teste ANOVA two way, seguido pelo
teste de Sidak’s post- hoc (p>0,05). 2R1C: hipertenso, 2R1C N1:
hipertenso tratado com nitrito 1mg/kg/dia; 2R1C N15 hipertenso
tratado com nitrito15/mg/kg/dia.
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Um zimograma representativo € mostrado na Figura 19D, evidenciando
duas bandas distintas de MMP-2 no rim esquerdo, correspondentes aos pesos

moleculares de 72 e 64 kDa.

Figura 19 - Atividade gelatinolitica da MMP-2 — Rim esquerdo
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Fonte: Elaborada pela autora (2025)

Legenda: Atividade gelatinolitica da MMP-2 por zimografia em tecido
renal esquerdo de ratos Wistar Sham que receberam Nitrito
em diferentes doses, por um periodo de 4 semanas.

Dados expressos em média + SEM. n=12 animais/grupo.
(A) MMP-2 72kDa (B) MMP-2 64kDa. (C) MMP-2 Total (72 + 64
kDa). (D) Gel representativo de zimografia SDS-PAGE de
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extrato de renal com peso molecular das bandas de MMP-2 (72
kDa e 64 kDa). Teste ANOVA two way, seguido pelo teste de
Sidak’s post-hoc (p>0,05).
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7 DISCUSSAO

Demonstramos que a hipertensdo 2R1C provocou alteragdes estruturais
renais, evidenciadas pelo aumento do volume glomerular e pela
glomeruloesclerose. Esses danos foram acompanhados por maior producao de
ERO, reducéo da atividade do sistema antioxidante enzimatico, elevagcado dos
niveis de MMP-2 e aumento do infiltrado inflamatério no rim contralateral. No rim
clipado, também observamos aumento de H,O,, diminuicdo ou tendéncia a
reducdo das enzimas antioxidantes, elevacdo da peroxidacédo lipidica, maior
infiltrado inflamatodrio e intensa deposicdo de colageno. O conjunto dessas
alteragbes resultou em niveis elevados de ureia e creatinina plasmaticas,
indicando dano renal funcional. O tratamento dos animais hipertensos com NS
na dose de 15 mg/kg/dia mostrou-se promissor. Essa intervencdo nédo apenas
reduziu o estresse oxidativo, como também promoveu melhora histoldégica do
tecido renal em ambos os rins. Observamos reversao nos niveis de creatinina e
ureia, além de reducdo da expressdo de MMP-2, do infiltrado inflamatério e da
deposicdo de coldgeno no rim contralateral. Por outro lado, a dose de 1
mg/kg/dia, embora tenha atenuado o estresse oxidativo, ndo foi eficaz na
reducdo da pressao arterial nem na reversao dos danos histoldgicos observados.
Até onde sabemos, este € 0 primeiro estudo a avaliar os efeitos renais do

tratamento com NS na hipertenséo 2R1C.

No experimento, a hipertensdo arterial induzida pela técnica de 2R1C,
resultou ndo apenas na elevacdo, mas também na manutencdo de niveis
elevados de pressao arterial durante todo o periodo experimental. Em relacdo
ao tratamento, observamos que apenas a maior dosagem (15 mg/kg/dia)
atenuou o quadro hipertensivo. No entanto, 0s animais continuam com a pressao
arterial superior a dos animais controles. Resultados semelhantes foram
relatados por Rizzi et al. (2019), que investigaram se diferentes dosagens de NS
(1 e 15 mg/kg/dia) poderiam atenuar a ativacdo da MMP-2 e a remodelagéo

vascular associada a hipertensao.

Para avaliar se a hipertensdo ou o tratamento com NS influenciariam o
ganho de peso (g) dos animais, esse parametro foi avaliado semanalmente. A
auséncia de alteracdo no ganho de peso corporal observada neste estudo foi

semelhante a encontrada por Neto-Neves et al., (2019) que induziram a
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hipertensdo 2R1C em ratos, por 4 semanas a fim de trata-los com NS e avaliar

possiveis melhorias na funcéo cardiaca.

Apbs o final do protocolo experimental, conforme o esperado, 0os animais
hipertensos divergiram quanto ao peso do rim direito e esquerdo. A histologia
realizada nos rins contralaterais dos animais hipertensos, demonstrou aumento
do volume glomerular, resultado que corresponde aos de Chaihongsa et al.,
(2022) que encontraram hipertrofia glomerular. O aumento do volume glomerular,
como uma resposta adaptativa a sobrecarga funcional, contribui diretamente
para a glomeruloesclerose. Os glomérulos escleréticos foram encontrados em
ambos os rins, mas em quantidade superior no rim contralateral, o rim clipado
mostrou glomeruloesclerose menos pronunciada, o que corrobora os resultados
encontrados por Kobayashi et al., (1999), que pesquisavam o bloqueio de Ang II
em ratos hipertensos pelo modelo 2R1C.

O tratamento com NS na menor dose, ndo foi capaz de reverter a
glomeruloesclerose observada, isso pode justificar a auséncia de melhora nos
niveis de ureia e creatinina plasmatica com 1 mg/kg/dia de NSNS. Estudos
anteriores demonstraram que o rim clipado tornou-se menor devido a
hipoperfusdo (Chaihongsa et al., 2022; J. Cheng et al., 2009; Kobayashi et al.,
1999). A literatura sugere que essa atrofia é resultado de lesdo glomerular,
aumento de deposicao de colageno entre outros eventos, que sao caracteristicas
de lesBes causadas pela estenose da artéria renal esquerda (Kobayashi et al.,
1999). Com a quantificacdo das laminas de colageno, isso foi comprovado. Em
ambos os rins hipertensos, foi encontrado deposicao significativa de colageno,
porém em maior quantidade no rim clipado. De modo semelhante, Alam et al.,
(2015) também encontraram aumento da deposi¢do de colageno em ambos os

rins de animais hipertensos pelo modelo 2R1C por 6 semanas.

Outra caracteristica histopatologica marcante observada no tecido renal
foi o aumento da infiltracdo de células inflamatérias em ambos os rins dos
animais hipertensos, achado que corrobora os resultados de Thongsepee et al.,
(2024), que investigaram os efeitos anti-hipertensivos do extrato de Garcinia
dulcis, uma planta tropical, em ratos Wistar submetidos ao modelo de HR 2R1C
por quatro semanas. Esse resultado era esperado, uma vez que 0 estresse

oxidativo pode induzir a ativacdo de vias inflamatorias e favorecer a infiltracdo
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de células imunes no parénquima renal, contribuindo para a progressédo da
inflamac&o cronica nesse modelo (Selim et al., 2021; Shuvo et al., 2025). Essa
cascata de eventos favorece a morte celular e o inicio do processo de fibrose,
alteracbes também observadas no presente estudo. Quanto ao tratamento,

apenas a maior dosagem foi eficaz em diminuir.

Na hipertensédo induzida pelo modelo 2R1C, as cargas de volume e
pressao no rim levam a danos e disfungéo renal (Gunst et al., 2019; Sawant &
Bodhankar, 2016). Esse efeito foi confirmado neste estudo, onde observamos
aumento dos niveis plasmaticos de ureia e creatinina em animais hipertensos,
indicando disfuncao renal. Esse achado € consistente com Le et al., (2022), que
relataram elevacdo de ureia em ratos submetidos ao modelo 2R1C por 6
semanas, assim como com os estudos de Da Costa et al., (2017) e Huang et al.,
(2014), que também observaram aumento da creatinina em modelos de
hipertenséo por 6 e 4 semanas, respectivamente. No grupo hipertenso tratado
com 15 mg/kg/dia, os niveis de ureia e creatinina plasmética foram normalizados,
sugerindo que a dose foi eficaz em reverter os danos provocados pela
hipertenséo na funcao renal, embora os animais continuem hipertensos quando
comparado aos controles. Por outro lado, a dose de 1 mg/kg/dia ndo foi capaz

de reverter esse parametro, indicando ser ineficaz na melhora da fungéo renal.

Como o NS foi utilizado como tratamento em nossa pesquisa, 0 préximo
passo foi medir sua concentracdo plasmatica. Observamos que 0s niveis
plasmaticos de NS aumentaram nos grupos Sham e 2R1C tratados com 15
mg/kg/dia, como esperado. Guimaraes et al., (2018) também observaram um
aumento significativo dos niveis plasméticos de NS em ratos Wistar submetidos
a hipertensao 2R1C e tratados com NS na mesma dose e duracao deste estudo.
Como o NS pode gerar NO, que promove vasodilata¢cdo, o aumento plasmatico
observado pode estar relacionado a reducdo da presséo arterial, favorecendo a

dilatacéo dos vasos sanguineos.

O modelo 2R1C de hipertenséao resulta em uma hipertensdo induzida por
Ang Il com aumento do estresse oxidativo (Pereira et al., 2022), com base nisso,
avaliamos o estresse oxidativo e investigamos os efeitos do NS na modulacéo

desse processo. Focando aqui somente nos animais hipertensos, iniciamos
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avaliando a producao de ERO e as enzimas que compde o sistema de defesa
antioxidante enzimatico, SOD, CAT e niveis de GSH, responsaveis pela
dismutacdo do O, em H:02 e, posteriormente, pela conversao deste em
oxigénio e agua, respectivamente. Observamos uma reducao na atividade
enzimatica da SOD, CAT e niveis de GSH nos rins contralaterais, e CAT e SOD
nos rins clipados. Essa diminuicao, aliada ao aumento conhecido da atividade
da NADPH oxidase, ativada pela Ang Il, cujos niveis estao elevados neste
modelo de hipertenséo (Alawi et al., 2021a; Nishi et al., 2010; Polizio et al., 2009),
explica o aumento das ERO e H202 observado nos animais hipertensos. Outro
fator que pode contribuir para os niveis elevados de ERO, mesmo com a
atividade reduzida da CAT, é o aumento da atividade da enzima XOR, que
também é ativada pela Ang Il. Quando regulada positivamente, ela aumenta a
producdo dessas ERO, e o tratamento de ratos 2R1C com inibidor da XOR,
promoveu melhora no sistema de defesa antioxidante enzimatico, indicando que
essa enzima pode contribuir para o desequilibrio redox encontrado na
hipertensdo 2R1C (Higashi et al., 2014; Shuvo et al., 2025). Corroborando
nossos resultados, diferentes estudos encontraram, neste modelo de
hipertensdo, uma reducdo no sistema de defesa antioxidante enzimatico,
acompanhada por um aumento na producédo de ERO (Alawi et al., 2021b; Nishi
et al., 2010).

Embora o0s mecanismos exatos desse efeito ainda néo sejam
completamente compreendidos, estudos sugerem que o NS reduz a atividade da
NADPH oxidase, reduzindo assim a formacdo ERO (Ling et al., 2018;
Montenegro et al., 2011b; Schiffer et al., 2020). Nossos resultados corroboram
esses achados, demonstrando que tanto a dose alta quanto baixa de NS
reduziram a formag&o de ERO renal, conforme avaliado pelas técnicas de DHE
e Amplex Red. Resultado semelhante foi encontrado por (Rizzi et al., 2019a) que
encontraram diminuicdo dos niveis de ERO na aorta de ratos hipertensos pelo
modelo 2R1C, tratado com 1 e 15mg/kg/dia de NS.

Quanto ao sistema de defesa antioxidante enzimatico, no rim contralateral
encontramos aumento da atividade da CAT e niveis de GSH, que provavelmente
contribuiram para a diminuigdo de H202 antes aumentada pela hipertenséo. Ja

nos rins estendticos, foi observado somente aumento da atividade da SOD na
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menor dosagem e CAT na maior dosagem. A alta atividade da CAT neste rim
pode ter sido suficiente para reduzir os niveis de H202, eliminando a necessidade
de maior atividade da GPX (consequentemente dos niveis de GSH) que € menos
abundante no rim. A melhora na defesa antioxidante enzimatica em ambos os
rins, comparados aos rins hipertensos, pode ajudar a explicar a diminuicdo dos

niveis de ERO encontrada nestes animais.

O Oz altamente reativo, reage com NO para formar OONO", que, por sua
vez, promove a peroxidacdo lipidica. No grupo hipertenso, o excesso de Oz
favorece essa reacdo, aumentando o estresse oxidativo. Ao analisar essa
interacdo Nnos grupos experimentais, observamos niveis elevados de MDA,
marcador de peroxidacao lipidica, em ambos os rins dos animais hipertensos.
Thongsepee et al., (2024) também encontraram aumento de MDA em ambos 0s
rins de ratos com 4 semanas de HR pelo modelo 2R1C. O tratamento com NSNS
(15 mg/kg/dia) reduziu os niveis de MDA especificamente nos rins direitos,
sugerindo uma diminui¢cdo nos danos oxidativos as membranas celulares neste
rim. Esse efeito era esperado, pois a reducdo dos niveis de ERO,
consequentemente de Oz observado neste grupo, diminui sua interagdo com o
NO, aumentando a biodisponibilidade deste ultimo. Essa maior disponibilidade
de NO favorece o vasorelaxamento e contribui para a protecao tecidual contra o
estresse oxidativo. Esse processo contribuiu para a reducao da pressao arterial
observada. Ainda, um estudo realizado por Guimaréaes et al., (2018) avaliou o
efeito do NS (1 e 15 mg/kg/dia) em ratos hipertensos 2R1C na reversdo da
hipertrofia cardiaca e observou uma reducdo nos niveis de MDA no coracdo
apenas com a maior dosagem (15 mg/kg/dia). De forma semelhante ao nosso
estudo, a dose de 1 mg/kg/dia néo foi eficaz na diminuigdo dos niveis de MDA

no tecido cardiaco.

O aumento do estresse oxidativo desempenha um papel importante na
ativacdo da MMP-2 (Liu & Staruschenko, 2023). Além disso, niveis elevados de
MMP-2 nos rins estdo associados a danos na estrutura e comprometimento
dafuncéo renal (Z. Cheng et al., 2017). Com a hipo6tese de inibir esses efeitos
com o uso do NS, avaliamos os niveis de MMP renal utilizando a zimografia em
gel. Observamos aumento da isoformas da MMP-2 no rim direito dos animais

hipertensos. O aumento da formacdo de ERO, que pode ser observado nos
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animais hipertensos neste modelo, ativa a MMP por meio da oxidagdo de um
residuo de cisteina na porcado pro-peptideo da enzima que desencadeia a
atividade gelatinolitica da MMP-2 (Viappiani et al., 2009), o que pode explicar
esse aumento de MMP-2. De forma semelhante ao observado em nosso estudo,
Liu et al. (2023) identificaram um aumento nos niveis de MMP-2 em ratos com
hipertensdo sensivel ao sal, enquanto investigavam o papel dessa MMP no
desenvolvimento de lesdes renais nesse modelo. No rim contralateral, o
tratamento com NS foi capaz de reverter 0 aumento observado no grupo
hipertenso. A maior dosagem, reverteu a MMP-2 72kDa e a menor a de 64 kDa.
Isso também pode ser explicado, pela diminuicdo do estresse oxidativo

observado em ambos os tratamentos com NS.

Estudos indicam que as MMPs regulam o desenvolvimento e a
remodelacéo tecidual, com expressao e funcdo no rim variando conforme a
patologia e o estagio da doenca (Z. Cheng et al., 2017; Parrish, 2017; Wozniak
et al., 2021). No inicio da fibrose renal, a MMP-2 promove a deposi¢do de matriz
extracelular (MEC) e acelera a progressao do processo fibrotico, enquanto em
estagios avancados sua atividade diminui, dificultando a degradacdo da MEC e
a reversao da fibrose (Wozniak et al., 2021). Esse declinio pode estar associado
a hipdxia e a endocitose, que também modulam a expressao de reguladores da
MMP-2 (Z. Cheng et al., 2018; Ronco et al., 2007). No rim clipado, a presenca
de hipdxia é bem estabelecida, o que pode ter influenciado os resultados
observados em nosso estudo. Como a fibrose se desenvolve progressivamente,
€ possivel que tenhamos analisado uma fase na qual a atividade da MMP-2 ja
se encontra reduzida, mas sem uma diferenca significativa nos niveis
detectaveis. Ap0s a quantificacdo das laminas coradas com Tricrémico de
Masson, observou-se aumento da deposi¢cao de colageno no rim clipado, mesmo
na auséncia de alteracdo significativa nos niveis detectaveis de MMP-2. Esses
achados sugerem que, no estagio avaliado, a atividade da MMP-2 se encontra

reduzida, contribuindo para a progresséao da fibrose. Além disso, o tratamento
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com NS ndo foi capaz de reverter esse padrédo, o que pode estar relacionado ao
estagio da fibrose no momento da intervencgéo, sugerindo uma limitacdo de sua

eficAcia em fases mais tardias do processo fibrético.

Este estudo avaliou a toxicidade do NS nas dosagens de 1 mg/kg/dia e 15
mg/kg/dia, considerando sua importancia como agente terapéutico e seu
potencial toxico em doses inadequadas. Embora os niveis de metemoglobina
tenham tido tendéncia ao aumento nos grupos tratados, eles permaneceram
abaixo de 0,49 = 0,18%, valor de referéncia estabelecido por De Moraes e
colaboradores., (2008) indicando que, apesar do aumento, 0S niveis ndo
ultrapassaram o limite considerado na literatura. A literatura cita uma dose letal
meédia (DL50) aguda oral de nitrito de 100 mg/kg (El-Nabarawy et al., 2020;
Imaizumi et al., 1980). Em contraste, nosso protocolo experimental envolveu a
administracdo diaria de 15 mg/kg durante um periodo de 4 semanas. A dose
aguda maxima utilizada em nosso estudo é significativamente menor
(aproximadamente 6,67 vezes) que a DL50 aguda, indicando uma margem de
seguranca consideravel para a toxicidade imediata. Essa abordagem de
administracé@o repetida em baixa dose visa explorar os beneficios terapéuticos
potenciais, como a reducado da presséo arterial, ao longo do tempo, minimizando
0s riscos associados a toxicidade aguda. Estudos prévios com administracao
oral, inalatoria ou intramuscular de doses menores que 20 mg/kg mostraram que
niveis de metemoglobina abaixo de 40% foram bem tolerados em ratos, sem
efeitos prejudiciais relevantes (De Moraes et al., 2008; El-Nabarawy et al., 2020;
Miller et al., 2021; Tepper et al., 2014)
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8 CONCLUSAO

Nosso trabalho sugere que a hipoétese inicial foi parcialmente refutada.
Observamos que, embora a hipertensdo tenha provocado alteracbes
morfoldgicas e funcionais nos rins de ratos Wistar, a menor dose de 1 mg/kg/dia
nao foi capaz de reduzir significativamente a pressao arterial, como inicialmente
proposto. No entanto, essa dose apresentou efeitos benéficos importantes, como
a melhora da defesa antioxidante enzimatica e a atenuacdo do estresse
oxidativo. Por outro lado, a dose de 15 mg/kg demonstrou melhores resultados,
reduzindo a pressao arterial e atenuando as alterac¢des histolégicas renais, com
diminuicdo do infiltrado inflamatério e da deposicdo de colageno no rim
contralateral ao clipe, além da reducao dos niveis de MMP-2 e da melhora da

funcao renal.
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Abstract

Evidence suggests that sodium nitrite may be effective in the treatment of hypertension and pulmonary hypertension. How-
ever, its use remains debated due to safety concerns. In response, a scoping review was conducted to map current knowledge
on the efficacy and safety of sodium nitrite in patients with hypertension or pulmonary hypertension, addressing the question:
What evidence supports the effectiveness and safety of using sodium nitrite in these patients? The databases MEDLINE
(PubMed), EMBASE, Scopus, Web of Science, and LILACS were searched for clinical studies on hypertensive patients
at any disease stage without restrictions on age, sex, ethnicity, publication date, or status. The primary outcomes analyzed
were the efficacy and safety of sodium nitrite. A total of nine articles were included, eight from databases and one from
gray literature. Sample sizes ranged from 5 to 36 patients, with sodium nitrite doses between 240 pg/ka/h and 325 mg. Five
studies showed positive results for treating essential hypertension. Regarding safety, only one study raised concerns about
adverse ellects, probably due to the high dose that was used. In pulmonary hypertension patients classified as groups 2, 3,
and 3, four studies suggested sodium nitrite was effective and sale, but it was ineffective in group 1. The studies included
several significant limitations that should be considered. As such, the current evidence is insufficient to definitively confirm
the efficacy and safety of sodium nitrite in hypertensive patients. Further research with larger sample sizes is necessary 1o
obtain more conclusive results.

Keywords Vasodilators - Clinical outcomes - Qualitative synthesis - Treatment eflectiveness - Adverse elTects

Introduction

Sodium nitrite is an inorganic compound highly soluble in
waler with a variety of therapeutic applications. It has gained
attention in the medical field for its potential therapeutic
roles through its reduction into nitric oxide (NO) in the body.
NO is a potent vasodilator that directly binds to soluble
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guanylyl cyclase, producing cGMP (Ataei Ataabadi et al.
2020; Tejero et al. 2019). Besides its vasodilatory properties,
which contribute to the maintenance of vascular homeosta-
sis, it also has anti-inflammatory and antithrombotic proper-
ties (Kuczeriszka and Wysowicz 2022; Lundberg et al. 2008,
20135). These properties are beneficial in conditions where
NO production is impaired, such as hypertension and pul-
monary hypertension (Algarni et al. 2023; Benza et al. 2024
D’Agostino et al. 2024; Genovesi et al. 2022; Kiowski et al.
2021; Konukoglu and Uzun 2016).

According to the World Health Organization (WHO),
systolic blood pressure (SBP) > 140 mmHg, diastolic blood
pressure (DPB) >90 mmHg, or taking medication for hyper-
tension defines hypertension. This multifactorial condition is
one of the leading causes of death and disability risk factors
(WHO 2023). Hypertension is an important public health
problem that leads to health problems such as heart attack,
heart failure, stroke, and kidney damage. It is estimated that

“@ Springer
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10.8 million people die from hypertension annually, rising
from the sixteenth leading cause of death in 2000 to the tenth
in 2021 (Abbafati et al. 2020).

Pulmonary hypertension is considered a heterogeneous
discase in which patients present mean pulmonary artery
pressure (mPAP) > 20 mmHg measured by right heart
catheterization, and it can lead to right ventricular failure
and death (Humbert et al. 2023; Maron 2023). Pulmonary
hypertension is classified into five clinical categories based
on the causes of the abnormal pulmonary artery pressure:
pulmonary arterial hypertension (PAH), Tung diseases and/
or hypoxia, left heart disease, pulmonary artery obstructions
(thromboembolic syndromes), and multifactorial or undifter-
entiated (Maron 2023). Among these subtypes, pulmonary
hypertension due to left heart and lung diseases is the most
common (Humbert et al. 2023),

Although evidence suggests that sodium nitrite may be an
alternative for managing arterial hypertension and pulmonary
hypertension in patients who do not respond adequately to
conventional therapies (Cosby et al. 2003; Dejam et al. 2007,
Stokes et al. 2009; Webb et al. 2008), there is no consensus
on the application, efficacy, and safety of sodium nitrite as a
treatment for these conditions. Considering that nitrite can
oxidize the iron of the hemoglobin, reducing its capacity for
a condition called methemoglobinemia,

oxygen ransport
which may occur in elevated dosages or chronic exposure
(Elsherbini et al. 2021; Ludlow et al. 2023)—and that nitric
oxide released by nitrite may react with reactive oxygen
species in pathological conditions to form highly reactive
and damaging species such as peroxynitrite (Piacenza et al.
2022; Radi 2018), nitrite therapy may induce undesirable side
effects. Thus, this scoping review aims to comprehensively
map the existing scientific knowledge about the effectiveness
of sodium nitrite in lowering blood pressure in patients with
hypertensive or pulmonary hypertension and assess its safety
in these populations.

Methods

This review was conducted in accordance with the Joanna
Briggs Institute’s (JB1) methodology for scoping review, and
the PRISMA-ScR (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses for Scoping Reviews) extension
was used to report the results of the scoping analysis (Peters
et al. 2022). The study was registered in the Open Science
Framework under registration https://dot.org/10.17605/0SI-.
10/F97DR (Ribeiro et al. 2024). Considering that the PCC
approach was used to formulate the research question, which
refers to the Population (adult human patients over 18 years
of age, both sexes, with any type of hypertension), Concept
(use of sodium nitrite in any dosage, route of administra-
tion, or formulation for the management of hypertension

@ Springer

and pulmonary hypertension), and Context (any healthcare
setting anywhere in the world: hospitals, long-term interven-
tion centers, research centers, primary. secondary, or tertiary
care), the following question was formulated: What evidence
supports the effectiveness and safety of using sodium nitrite
in patients with hypertension or pulmonary hypertension?

Eligibility criteria

This scoping review included studies with patients with
hypertension or pulmonary hypertension, regardless of
stage (1, 2, or 3), without age or gender restrictions, in any
language, and without limitations on ethnicity, date, or pub-
lication status. Experimental and quasi-experimental study
designs were considered, including randomized controlled
trials, non-randomized controlled trials, before-and-after
studies, and interrupted time series studies. In addition,
analytical and descriptive observational studies, systematic
reviews, scoping reviews, integrative reviews, bibliomelt-
ric reviews, overviews, and opinion articles. The analysis
excluded studies with hypertensive patients treated with a
substance other than sodium nitrite with an outcome other
than the one of interest and studies available only in abstract
format or without detailed data. Letters, commentaries, edi-
torials, and opinion articles were also excluded, as they are
inadequate sources to meet the objectives of this review.

Information sources and search strategy

The search strategy was aimed at locating published and
unpublished studies. An initial limited search was first per-
formed in MEDLINE (PubMed), as appropriate, to iden-
tify articles on the topic. We sought to identify keywords
in the titles and abstracts, as well as indexed terms (MeSH/
CINAHL Headings), to develop a complete search strategy
(Pollock et al. 2023).

After identifying the relevance of the implemented strat-
egy, the protocol was registered. The final search was then
carried out on November 11, 2024. The databases used were
PubMed and Embase (conceptual databases), Web ol Sci-
ence and Scopus (specialized and optional), and LILACS
(regional). Mestl, DeCS, and Emtree descriptors were
crossed with the Boolean operators “AND” (inter-category)
and “OR” (intra-category), as demonstrated in Appendix 1.
Adaptations to the search strategy were made considering
the particularity of each selected database. The reference list
ol articles included in the review was screened for additional
articles. We also contacted influential authors in the field,
looking for articles that could be included. In addition, pre-
print servers, such as Biorxiv and Medrxiv, as well as Capes
and Google Scholar, were included to ensure comprehensive

coverage ol available research.
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Selection of sources of evidence

After searching the information sources, the retrieved
studies were exported to the EndNote® (Clarivate Analyt-
ics, PA, EUA) and Rayyan® (Rayyan Systems Inc., Cam-
bridge, MA, USA) soltware in order to remove duplicates
(Ouzzani et al. 2016). The selection of studies was carried
out by two independent evaluators (JMR and LOM). Titles
and abstracts were included following the predefined cri-
teria for inclusion in this scoping review. Subsequently,
the full text of those selected was read. Any disagree-
ment between evaluators during the selection process was
resolved through discussion or with the intervention of a
third evaluator (LHLT).

Data extraction

Independently, two reviewers (JMR and ABS) extracted
data from the studies selected in this scoping review. The
extracted data provided characteristics of the studies (title,
year, author, number of participants, male and female ratio,
age, type ol hypertension), the intervention (route of admin-
istration, average daily dose, and frequency of administra-
tion), and finally the main outcomes and adverse effects, fol-
lowing the PCC framework (Peters et al. 2022). Researchers
classified studies without a defined study type according to
Hochman et al. 2005. Statistical analysis (T-test) was per-
formed in two studies (Mason 1924; Weiss and Ellis 1933)
that did not have it; values with p <0.05 were considered
statistically different.

Data analysis and presentation

The basic qualitative content analysis method combined
inductive and deductive approaches. General categories were
created and coded in order to identify concepts. themes. and
characteristics in the raw data, These categories then formed
variables of interest in the extraction instrument devel-
oped (Peters et al. 2022). Subsequently, the categories were
arouped into similar ideas, which enabled a systematic organi-
zation, simplifying the understanding of the information and
facilitating the identification of trends, patterns, and relevant
data related to the question of this review (Peters et al. 2022),
Additionally, synthesis images and a global choropleth map
were generated, representing the percentage of articles pub-
lished by country, to present the results visually and graphi-
cally. The search strategy and the selection process results
were represented in a PRISMA-ScR flowchart. The data were
presented in descriptive and tabular formats, following the
guidelines of the Joanna Briggs Institute (Pollock et al. 2023).

Results

A total of 1288 publications were identified through
database searches, along with 208 records in the gray
literature, expert consultations, and reference lists of the
selected studies. After the screening process, nine articles
were included (Fig. 1).

Study characteristics

From the selected studies, seven assessed both the effi-
cacy and safety of sodium nitrite administration (Hughan
ct al. 2020; Rosenback et al. 2017; Sasiprapha et al. 2022,
Simon et al. 2016; Weaver et al. 1944; Weiss and Ellis
1933; Yingchoncharoen et al. 2018), while two studies
focused exclusively on efficacy (Bashline et al. 2020;
Mason 1924). Table | shows the characteristics of the
included studies. The articles were published between
1924 and 2022, It can be seen in Iig. 2 that the United
States was the country that most investigated the use of
nitrite in hypertension (66.6%), followed by Thailand
(22.2%) and Denmark (11.1%). The number of participants
was small in all articles, ranging from 6 to 53 participants.
Participants ranged in age from 20 to 77 years, with no
marked sex predominance among them. Two articles did
not report the sex of the participants (Mason 1924; Weiss
and Ellis 1933). The studies explored the use of nitrite
in both hypertension (Hughan et al. 2020; Mason 1924;
Rosenbaek et al. 2017; Weaver et al. 1944; Weiss and
Ellis 1933) and pulmonary hypertension, covering groups
1 (Simon ct al. 2016), 2 (Bashline et al. 2020; Simon ct al.
2016), 3 (Simon et al. 2016), and 5 (Sasiprapha et al. 2022;
Yingchoncharoen et al. 2018) of the Pulmonary Hyperten-
sion classification according to the WHO (Humbert et al.
2023; Ryan et al. 2012). The most prevalent comorbid-
ity in the studied subjects was hyperlipidemia (n2=31),
followed by diabetes mellitus (n=27), obesity (n=23),
metabolic syndrome (n=20). coronary artery disease
(n=13), p-thalassemia (= 13), kidney diseases (n= 10),
sleep apnea (n==8), atrial fibrillation (n=3), u-thalassemia
(11=73), myocardial degeneration (n=3), migraine (11 =2),
and at least 5 patients presented atherosclerosis.

Table 2 shows the treatment characteristics. The number
of patients who received nitrite and completed the study
was small in all articles, ranging between 5 and 36 patients
(Bashline et al. 2020; Hughan et al. 2020; Mason 1924,
Rosenback et al. 2017; Sasiprapha et al. 2022; Simon et al.
2016; Weaver et al. 1944; Weiss and Ellis 1933; Ying-
choncharoen et al. 2018). Daily doses ranged from 15 to
325 mg. administered orally (40 to 325 mg) (Hughan et al.
2020; Mason 1924; Weaver et al. 1944; Weiss and Ellis

“@ Springer
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( Identification of studies via databases and registers ( Identification of studies via other methods )
—
5 Records identified from Records identified from:
PubMed: 60; Scopus: 221; Records removed before Websites (n = 102)
Web of Science: 171; 5| screening: CAPES (n = 2); Google
Embase: 249; Lilacs: 587 . Duplicate records removed (n Scholar (n = 100).
= 606) Citation searching (n = 2)
Databases (n = 1288) Consult specialists (n = 2).
I
Records screened > Records excluded
(n=682) (n=660)
Reports sought for retrieval .| Reports not retrieved Reports sought for retrieval _| Reports not retrieved
P (n=22) "l (n=0) (n=86) » (n=0)
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s Reports excluded:
Reports assessed for eligibility ApEraNes Reports assessed for eligibility 25 1
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a::;ro:sr?(eno;h;; than the one of Di_d not meet the inclusion
Animal model (n= 1) citriain=s)
Studies available in abstract
format or without detailed data
So— v (n=4)
G
g Studies included in review
E (n=9)

Fig. 1 Fluxogram PRISMA-ScR. The fluxogram illustrates the study selection process in accordance with the Preferred Reporting Items for Sys-

tematic reviews and Meta-Analyses extension for Scoping Reviews

Denmark
Thailand
@® United States

Fig.2 Source of included studies. Choropleth map displaying the geographical distribution of the included studies

1933), inhaled (15 to 90 mg) (Bashline et al. 2020; Sasipra-
pha et al. 2022; Simon et al. 2016; Yingchoncharoen et al.
2018), and intravenously (240 pg/kg/h) (Rosenbak et al.
2018). Most studies (six studies) analyzed the acute effects
of sodium nitrite, with administration one (Bashline et al.
2020; Rosenback et al. 2017; Simon et al. 2016; Weaver
et al. 1944; Weiss and Ellis 1933; Yingchoncharoen et al.

@ Springer

2018) and three (Mason 1924) times a day for 1 day. The
studies by Sasiprapha et al. (2022) and Hughan et al. (2020)
performed the treatment with two and three daily adminis-
trations for 12 weeks.

Table 3 exhibits the effectiveness and safety of the treat-
ment. Only one study evaluated the use of nitrite in group
I pulmonary hypertension. Using inhaled nitrite (45 and
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Table 1 (continued)

I

< o), Simon et al. (2016) observed th: i 05-
: 90 mg), Simon et al. (2016) observed that the higher dos
: 17} =] >
- = . s . .
2 Tz age significantly decreased mean arterial pressure (MAP),
E_ =2 z right atrial pressure (RAP), and pulmonary capillary wedge
= g = | g pressure (PCWP), however, without a signilicant decrease
@ ;d L 2| E in mean pulmonary artery pressure (mPAP).
= JSa 2 == , . .
2 ZE 2| 22 In group 2 of pulmonary hypertension, two studies dem-
L =73 = T 5 . S L
a o W2 onstrated a decrease in mPAP, RAP, and PCWP with inhaled
Mo . . "
[l doses of 45 and 90 myg. Tn addition, the study by Simon
=
. T4 et al. (20106) demonstrated an increase in pulmonary vascular
- e L3 I )
= == = - .
= — .= =] resistance and a decrease in MAP.
z EE 2= . . .
= g g —% z In group 5 of pulmonary hypertension and thalassemia,
£ = s = . 1 3 fFar . : L
< = =0 the studies used different approaches, and both found a
E =3 2 decrease in mPAP (Sasiprapha et al. 2022; Yingchonchar-
- 2= oen et al. 2018). Yingchoncharoen et al. (2018) performed
== . . .
é £ g an acute treatment, and this effect was only observed in the
5 el middle of the treatment. Sasiprapha et al. (2022) performed
Z& = - a | 2-week treatment of nitrite associated with sildenafil, and
. e == . e
-z 52 z mMPAP decreased throughout the treatment, with a significant
= =~ - = iy . . .
5 g = =2 difference at the end of this period. Furthermore, both stud-
= ='= = = . . . . . .
a £” =R ies reported an increase in right ventricular systolic pressure
3 5 ,
Z 2 (RVSP).
=
= S = Five studies evaluated the elfect of sodium nitrite on
= -
+ 25|23 essential hypertension, and all of them found a decrease in
=27 & g . . .
. ZES|E s systolic and diastolic pressure (Hughan et al. 2020; Mason
! oA o .
3 2Ew| ZE 1924; Rosenback et al. 2018; Weaver et al. 1944; Weiss and
® SEL| 22 Ellis 1933). Only one of the four experimental groups in the
e 2= g
= - LT . . . oL
= = == study by Weiss and Ellis (1933) did not find a significant
£Z decrease. In most studies, the decrease in systolic pressure
=T . .
R R was more pronounced than in diastolic pressure (Hughan
— ~ o=
2 A4 s 7 et al. 2020; Mason 1924: Rosenbak et al. 2018; Weaver et al.
\;:h 2 o2 1944; Weiss and Ellis 1923). In the study by Rosenbak et al.
- =R - 2 . - .
=7 <= P S (2018), it was observed that systolic pressure had a greater
T o o= L = . . .
s 2 = = Ex drop in hypertensives than in the placebo group treated
S E with nitrite. The study by Hughan et al. (2020) showed a
= - S £ . - . L. . .
5 2 = = == greater effect of sodium nitrite in the middle of the treat-
= - T B . .
z 2 -5 Y ment, observing tolerance from the tenth week on.
BN R =% In order to evaluate the safety of sodium nitrite, four
i) =2 — £ - . - - . U
532 3 = studies showed the formation of methemoglobin. Sasipra-
= £ =3 :
TE 55 £ = pha et al. (2022) and Yingchoncharoen et al. (2018) showed
ZS =3 = L - . .
Z 3 = =z 2 that there was no significant difference in methemoglobin
. 3 formation, although in the study by Sasiprapha et al. (2022),
5 o g % a single patient had an asymptomatic increase from 3.4 to
=3 = 2 e . . .
=2 = 2 = Ia TR s cine g e metal (2U10 served a sie-
z 2 25 %.1% of methemoglobin. Simon et al. (2016) observed a sig
= = _ &z I . . . .
EEG K 2 nificant increase in methemoglobin levels only in group |
_ 2 = - ) . . .
=222 |z oS of pulmonary hypertension. Hughan et al. (2020) found a
= = 75 | = . . . . - . -
Z 5.2 = sz significant increase in methemoglobin levels in their work
) — o . - . .. - - - -
S 2 with the use of sodium nitrite for 12 weeks. Except for the
iy - .= . . C e s .
= 5= patient belonging to the work of Sasiprapha et al. (2022), no
' ™ = = . .
b5 = s 3 study demonstrated an increase above the maximum allow-
= = oz . .
= 5 Z e able rate (5%) (Ludlow et al. 2023).
e = £ £ Most studies reported only mild adverse drug reactions
ER= = ~ Z . . e .
£ 5 _%E oz (ADRs) associated with nitrite use (Hughan et al. 2020;
= o — - = N . -
< 2 7 U F Rosenback et al. 2018; Sasiprapha et al. 2022; Simon et al.

Springer



Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology

73

Table 2 Treatment characteristics: number of participants, route of administration, daily doses, treatment period, and place of treatment

Authors and vear of N ol participants Duose Route of Mean daily Daily frequency ol Treat- Place of treatment
publication who completed administra-  dose (SD) administration ment
study/participants Lion me period
who received nitrite
Hughan et al. 2020,  20/20 40 mg Oral 120 mg 3 times a day 12w University of Pitts-
USA burgh Monlteliore
Haospital Clinical
and Translational
Research Center
Rosenbaek et al. 28/14 240 pg/kg/h - Inwavenous 240 pg 2h 1d Regional Hospital
2018, DK West Jutland
Weaver ct al.
USA 1944, 28/30 130 or 65 mg  Oral 130 mg 1 time a day 1d Strong Memorial
(13 normoten- Hospital and Roch-
sive/17 hyperten- ester Municipal
sive) Huospital
Weiss and Eliss 53/29 65-325mg  Oral 325 mg 1 time a day 1d Boston City Hospital
Mdshif 1OUSAUSA 20714 195 mg Oral 105 mg Jtimes a day 1d NR
30/30 min
Simon et al. 2016,  36/306 45 and 90 mg  Inhalation 135 mg 1 time a day 1d Heart and Vascular
USA [nstitute
Yingchoncharoen 5/5 15 and 40 mg  Inhalation 55 mg 1 time a day 1d Faculty of Medicine
et al, 2018, TH Ramathibodi Hos-
pital and Thalas-
semia Research
Center, Institute
ol Molecular Bio-
sciences,
Bashline ctal. 2020, 14/14 45 and 90 mg  Inhalation 135 mg 1 time a day 1d Preshyterian Univer-
USA sity Hospitul
Sasiprapha et al. 11/3 30 mg Inhalation 60 mg 2 times a day 12w Chakri Naruebod-
2022, TH indra Medical

Institute, Faculty
of Medicine Ram-
athibodi Hospital

DK, Denmark; TH, Thailand; N, absolute number of participants; NR, not reported; f1, hours; o, days: w, week, USA: United States ol America

2016; Weaver et al. 1944; Yingchoncharoen et al. 2018).
The observed ADRS are more severe with increasing dos-
age. No correlation was found between the treatment dura-
tion and ADRs. The influence of the dosage and route of
administration on the severity and type of adverse effects is
summarized in Fig. 3.

Discussion

To our knowledge, this is the first review to systematically
evaluate the effectiveness and safety of sodium nitrite for
hypertension and pulmonary hypertension treatment. The
reviewed studies used sodium nitrite to treat essential arte-
rial hypertension, reporting an effective dose ranging from
240 pe/ke/h (1.V)) to 325 mg (oral) (Hughan et al. 2020;
Mason 1924; Rosenbak et al. 2018; Weaver et al. 1944;

Weiss and Ellis 1933). Among the studies that observed an
effect, only Weiss and Ellis (1993) found no decrease in one
of the doses tested (130 mge). This may be a result of the
very limited sample size, given the fact that later work was
carried out with the same dosage and a larger experimental
group with positive results (Weaver et al. 1944).

Only one study evaluated the use of nitrite for the chronic
treatment of essential hypertension (Hughan et al. 2020).
The treatment lasted 12 weeks and resulted in a signifi-
cant decrease in MAP, but tolerance was observed alter
10-12 weeks, indicating the need for additional mechanis-
tic studies and dosage titration. For acute treatment, four
studies demonstrated favorable outcomes (Mason 1924;
Rosenback et al. 2018; Weaver et al. 1944; Weiss and Ellis
1933). Weaver et al. (1944) indicated onset (135 mg/oral) of
action after 7 min of administration and with a duration of
62 min. Mason (1924) observed that nitrite administration

“2 Springer
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Fig.3 Adverse elfects observed
by dose and route of administra-
tion of sodium nitrite

A BN
g A

g0

has a rapid onset, with effects that diminish within 62 min.
However, these results are {rom old studies with little meth-
odological rigor, lacking more robust research.

Simon et al. (2016) investigated the effects of sodinm
nitrite in patients with pulmonary hypertension (pulmonary
hypertension) across groups |, 2, and 3. In group |, acute
inhalation treatment with 135 mg of sodium nitrite, along-
side background therapy, did not reduce mPAP. However,
improvements were seen in RAP, PCWP, and RVDP. Despite
these benefits, the lack of improvement in mPAP, coupled
with increased pulmonary vascular resistance (PVR), raises
concerns about the risk of right ventricular failure and sub-
sequent mortality (Boucly et al. 2023). In the same study,
group 3 patients with pulmonary hypertension exhibited
significant reductions in mPAP, MAP, RAP, PCWP, and
RVDP, along with improvements in pulmonary compliance

@ Springer

Headache, dizziness, short-term
paresthesia

Mild dizziness

Cough

No adverse effects

Headache, mild dizziness

Slight flush, occipital pounding,
nausea followed by vomiting

Headache, cyanosis, stuporous
state, slight palpitation, faint and
pale

Headache, dizziness, cyanosis,
stuporous state, weakness

and PVR. However, 33% ol these patients were on phos-
phodiesterase type 5 inhibitors (PDESI), which have a syn-
ergistic effect with nitrite, 33% were on endothelin receptor
antagonists, and 17% were on prostacyclin, The study did
not claritfy whether these medications were in etfect during
the evaluations, which could have influenced the results.
Two studies (Bashline et al. 2020; Simon et al. 2016)
evaluated the effects of a 135 mg dose of inhaled sodivm
nitrite in patients with pulmonary hypertension associated
with heart failure and preserved ejection fraction. Both stud-
ies sugoested that nitrite substantially reduced PCWP and
mPAP, improving pulmonary vascular compliance. This
improvement in compliance likely contributed to a decrease
in right ventricular workload, which is notable given that
right ventricular dystunction is a leading cause of mortality
in this patient population (Rosenkranz et al. 2016). However,
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Table 3 (continued)

I

E ME g ( udies also nc ransi d ases in systolic bloo
E 2=y both studies also noted transient decreases in systolic blood
= - o | o B pressure that met safety stop criteria, resulting in three
= s o2 — = . . ..
£ z SELLEI|ZE R patients discontinuing treatment.
E ZESTEZZT| 257 Only twa studies addressed nitrite treatment in group 5
- = a5 = =5 & = .Ba . . . .
g F=Z223T 22| =23 z of pulmonary hypertension. Acute treatment with doses of
@] e =g £ - .. . . . . o
~ - & E 55 mg of inhaled sodium nitrite, observing a rapid and effec-
L. = . = ) . .
= £ CE tive decrease in mPAP and PSRV, was considered a short-
- > S 5= - . .
£z 4 N £ = term etfect since the pressure returned to bascline at the end
= - =R .. . . -
Z3 Z L2z of inhalation, which may be nseful as short-term rescue ther-
E % g =2x apy (Yingchoncharoen et al. 2018). The second study, car-
= = 7} == . . . . . .
= = s y 72 ried out by Sasiprapha et al. (2022), analyzed chronic treat-
= . S z ment with 60 mg of nitrite associated with inhaled Sildenafil
4 4 = 5= 2 . . . .
o = 5 ER B o= for 12 weeks, and at the end of the period, patients dem-
o < —
= = = = - w 2= 3
2 o =222 v, 2 E onstrated lower mPAP and PSRV than the placebo group,
= @ E 22 o E . . .
SsZ2| 22322 — E = 4 which did not present hypotension. Thus, the use of nitrite
- ] =5 2 i EIE] . . . . . - .
z= 2 F 2 N 22 g alone or in combination with sildenafil for acute or chronic
— L = = =) o= = L. . . .
- S =< treatment showed promising effects, but further research is
= = L 3 = . :
= T ER-a necessary 1o better evaluate its use in these groups.
= = == c = = O B . . o R .
o, 3 = ;” SZ g 3R Z 2 In terms of safety, nitrite treatment was considered safe
= =4 E L E == 5 s - . ; .. . .
g E =S S n =8 ERS J_; at daily doses up to 135 mg, with minimal risk of methe-
= S = o P = - = k2] . . . . . . .
B TEE2L2E T ETE moglobinemia. The mild ADRs found in the studies did not
= £ z 1= E35 . . . S
- =E 2 P require dose reduction or treatment discontinuation, indicat-
= = < . .
L = ELEY ing good tolerability (Hughan et al. 2020: Rosenbak et al.
g E ; _,:i ’fl o :" 2z % 29 2018; Sasiprapha et al. 2022; Simon et al. 2016; Weaver
2|2 £ ré“ ENER A= —g 7= et al. 1944; Yingchoncharoen et al. 201%). Despite most
£ === ool =27 : o e ;
e = E 7 studies administering nitrite only once, the ADRs remained
v A" = -
= z - = mild when extending the treatment for 12 weeks. One study
[5] == . e g1t - . .
E :,é S Eh (Weiss and Ellis 1933) reported more serious ADRs, includ-
1=} — H 5 . . .. .
= o =z z ing cyanosis and fainting, but these were attributed to doses
—_— =] — wo= D . . R
2 e o% N = three times higher than the therapeutic range (De Van et al.
a9 pr e R L
oy & ‘% g 4= &= 2016; Rosenback et al. 2017; Sasiprapha et al. 2022), and
7 £ 5z EL EY I s patient showed an 8.1% increase i sthemoolobi
L= = z2Z Z35E = only one patient showed an 8.1% increase in methemoglobin
4z T = T EE 2 L . . .
S g =7z EC-EZs after 12 weeks of treatment, without associated symptoms
z %] ; = 2 2 . .
z 4 < é = i 2E 2 (Sasiprapha et al. 2022).
= ~ =B . . . . . . .
— 9 E 3= Z =5 However, the studies included in this scoping review did
2 E - < == - . . iy .
5% > _ZZ IS o= not address the potential adverse effects associated with
5 = 0D o= = = . . L. . .
S5 = b= Z8 LT the interaction between nitric oxide and the pro-oxidant
= A= 0= = = .2 . .. = . - .
; Z Sz 25 T EE % environment characteristic of hypertension. While the NO
= I =) v e 2% - Tt
= Qi released can induce vasodilation and reduce blood pressure,
~ o - =", = 2 . . . . .
2, = o S 53 its interaction with the pro-oxidant environment can lead to
= ] eEQ 2 7 - . - P . . .
% b £ _ =2 3 E 2 the formation of peroxynitrite and nitroxyl radicals. which
7 £ a & . 22 = . ; . . y .
57 L = é Z 2 0.2 are potent oxidants. When formed in excess, these species
S = o R = &8 = g .. . - s
Z = }; 2NEZ =237 can modity lipids, proteins, and DNA, exacerbating vascu-
2= L 5E =™ v = = . . .
= SEL S 227 lar damage and limiting the efficacy of treatment (Piacenza
== o E g _r ¥ b z E . . =] i
£ E ; ZsF S273 et al. 2022; Franco et al. 2022). Furthermore, the forma-
g = "‘;é?zg —:E E l ['-1. -1',‘ 1trooe P O arr 1.b te e “ l,.
2 = =23 = £ = ion of reactive nitrogen species may contribute to vascular
= i a=55 < = &2 3 . L . .
8 = “&“ £2% = I & resistance to vasodilation, potentially worsening the hyper-
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both the benefits and risks associated with the formation of

reactive nitrogen species.

Moreover, it is crucial to balance the therapeutic benefits
of chronic NaNO,, use in hypertension with the long-term
risks. In this context, prolonged nitrite exposure and accu-
mulation of nitrosamines have been associated with hepa-
totoxicity and carcinogenicity, as evidenced by preclinical
studies. In a mouse model exposed to NaNOQ, for 6 months,
mcreased hepatic oxidative stress, metabolic dysfunction, and
upregulation of lipid metabolism factors were observed. with
these alterations partially reversed through activation of the
Nrf2/HO-1 pathway (Yang et al. 2024). Additionally, chronic
treatment with NaNO, was shown to enhance both spontane-
ous and 1,2-dimethylhydrazine-induced carcinogenesis, an
alkylating carcinogen, increasing the incidence of leukemia,
lung cancer, and multiple tumors in a dose-dependent man-
ner (I'nitskii et al. 2004). In epidemiological studies, high
consumers of nitrites as food additives exhibited a higher risk
of prostate cancer, while nitrates were associated with breast
cancer. Conversely, natural intake of nitrates/nitrites showed
no significant association with cancer (Chazelas et al. 2022).
Although some studies did not find a significant increase in
cancer incidence with nitrite use, the formation of nitrosa-
mines remains a concern (Chazelas et al. 2022: Coss et al.
2004).

Furthermore, in the studics where no adverse effects
were reported, the authors primarily focused on evaluating
the elficacy ol sodium nitrite treatment, without a detailed
analysis of potential adverse effects. It is worth noting that
only one of these studies was conducted several decades ago
(Edward C. Mason 1924), a period when reporting standards
for adverse events were less rigorous. Reporting standards
have evolved over the decades assessed in this review, which
may influence the comprehensiveness ol data collected
regarding adverse effects. Earlier studies might not have
employed the rigorous methodologies or criteria for adverse
effect evaluation that are standard today. In more recent stud-
ies, such as those by Bashline et al. (2020) and Yingchon-
charoen et al. (2018), although reporting standards are more
comprehensive, adverse effects were not the primary focus.
The absence of reported adverse effects does not necessarily
imply their non-existence; it may reflect limitations in study
design or reporting practices. These limitations highlight the
need for future research to comprehensively assess not only
the efficacy but also the long-term safety of sodium nitrite
in clinical settings.

Other studies’ limitations should be considered. It is

important to point out that some patients discontinued treat-
ment due to a marked decrease in systemic systolic pressure
(Bashline et al. 2020; Simon et al. 2016), and one patient
experienced musculoskeletal back pain without requiring
medical attention (Simon et al. 2016). Also, the sample
size is limited in all studies, which can induce false-positive
results as well as make it difficult to detect statistical differ-
ences (Wang and Ji 2020). Moreover, the absence of control
eroups in the studies by Bashline et al. (2020), Hughan et al.
(2020), Mason (1924), Simon et al. (2016), Weaver et al.
(1944), Weiss and Ellis (1933), and Yingchoncharoen et al.
(2018) is also a limitation. The control group could dispel
the doubt that the effect found is not due to nitrite but rather
the result of the prolonged rest time atter inhalation of the
drug. Most of the included studies have possible confounding
tactors, as the use of medications that interfere with the NO
to nitrite conversion pathway in some studies may induce
favorable results (Bashline et al. 2020; Rosenbaek et al. 2018:
Sasiprapha et al. 2022; Simon ct al. 2016). And the old stud-
ics, dating back to the 1920s, 1930s, and 1940s, lack the
scientific rigor of current clinical research.

Conclusion

The current data indicate that high-quality evidence remains
insufficient to thoroughly assess the effectiveness and safety
profile of sodium nitrite in treating hypertension and pul-
monary hypertension. Methodological inconsistencies, lim-
ited sample sizes, and short treatment durations contribute
to conflicting findings, limiting its applicability. While the
reviewed data suggests effectiveness and general safety for
essential hypertension and pulmonary hypertension groups
2, 3, and 5, important gaps remain. Notably, the potential
formation ol reactive nitrogen species in a pro-oxidant envi-
ronment, characteristic of hypertension, was not addressed
and could reduce efficacy or exacerbate damage. Long-term
safety is another concern, with preclinical studies suggest-
ing risks such as hepatotoxicity, metabolic dysfunction, and
carcinogenicity under chronic exposure, particularly duce
to nitrosamine formation. These gaps highlight the need
for future studies to evaluate both long-term safety and
the impact of oxidative interactions. Until then, sodium
nitrite’s use should be guided by a careful balance of risks
and benefits.
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Appendix 1

See Appendix Table 4.

Table 4 Databasc scarch strategy

Database Search strategy N
PUBMED #1 (“Hypertension™[Mesh|) OR (“High Blood Pressure™) OR (“High Blood Pressures™) OR 505.574
(11/11/24) (“hypertensive paticnts™) OR (“Essential Hypertension™|Mesh]) OR (“Primary Hyper-

tension”) OR (“Hypertension, Pulmonary”[Mesh]y OR (*Pulmonary Hypertension™)

OR (“Hypertension, Renal”[Mesh|) OR (“Renal Hypertension™ OR (*Renal Hyper-
tensions”™) OR (“Hypertension, Renovascular”[Mesh]) OR (“Renovascular Hyperten-
sion”) OR (“Goldblatt Hypertension™) OR (“Goldblatt Syndrome™) OR (“Hypertensive
Crisis”[Mesh]) OR (“Hypertensive Crises™) OR (*Hypertensive Emergency™) OR
(“Hypertensive Emergencies”™) OR (“Hypertensive Urgeney™) OR (“Hypertensive Urgen-
cies™) OR (“Hypertensive Retinopathy™[Mesh]) OR (“Hypertensive Retinopathies™ OR
(“Hypertension, Portal "[Mesh]) OR (“Portal Hypertension™) OR (“Portal Hypertensions™)
OR (*Ocular Hypertension”[Mesh]) OR (“Ocular Hypertensions™) OR (*Pulmonary
Arterial Hypertension”| Mesh]) OR (“Hypertension, Pregnancy-Induced”[Mesh|) OR
(“Pregnancy-Induced Hypertension™) OR (“Pregnancy Induced Hypertension™) OR (“Ges-
tational Hypertension™)

#2 (“Sodium Nitrite”[Mesh]) OR (“Nitrite. Sodium™) 1.858

(#1)AND(#2)) 60
LILACS # (Hipertensiio) OR (Hypertension) OR (Hipertensidn) OR (Hipertensio Arterial) OR 834.809
(11/11/24) (Hipertensao Arterial Sistémica) OR (Pressdo Arterial Alta)y OR (Pressao Sanguinea Alta)

OR (High Blood Pressure) OR (High Blood Pressures) OR (Presidn Sanguinea Alta)

OR (Hipertensdo Essencial) OR (Essential Hypertension) OR (Hipertensidn Esencial)
OR (Hypertension essenticlle) OR (Hipertensdo Priméria) OR (Hipertensio Pulmonar)
OR (Pulmonary Hypertension) OR (Hipertension Pulmonar) OR (Hipertensao Arterial
Pulmonar) OR (Pulmonary Arterial Hypertension) OR (Hipertensidn Arterial Pulmonar)
OR (Hipertensio Renal) OR (Hipertension Renal) OR (Hipertensiio Renovascular) OR
(Hipertension Renovascular) OR (Hipertensao de Goldblaty) OR (Retinopatia Hiperten-
siva) OR (Hypertensive Retinopathy) OR (Retinopatia Hipertensiva) OR (Hipertensao
Portal) OR (Sindrome de Cruveilhier-Baumgarten) OR (Cruveilhier Baumgarten Syn-
drome) OR (Cruveilhier-Baumgarten Discase) OR (Cruveilhier-Baumgarten Syndromce)
OR (Hypertensions, Portaly OR (Portal Hypertension) OR (Portal Hypertensions) OR
(Hipertension Portal) OR (Sindrome de Cruveilhier-Baumgarten) OR (Hipertensio Ocu-
lar) OR (Ocular Hypertension) OR (Hipertension Ocular) OR (Suspeita de Glaucoma) OR
(Hipertensao Induzida pela Gravides) OR (Hipertension Inducida en ¢l Embarazo) OR
(Hipertensao Gestacional) OR (Hipertensdo Induzida por Gravidez)

#2 (Nitrito de Sadio) OR (Sodium Nitrite) OR (Nitrito de Sodio) 9.367

#1 AND #2 587
WEB OF SCIENCE  #1 TS =((Hypertension) OR (“High Blood Pressure™) OR (“High Blood Pressures™) OR 606.103
(11/711724) (“hypertensive patients™) OR (“Essential Hypertension™) OR (“Primary Hypertension™)

OR (*Pulmonary Hypertension™) OR (*Renal Hypertension™) OR (*Renal Hypertensions™)
OR (“Renovascular Hypertension™) OR (“Goldblatt Hypertension™) OR (“Goldblatt
Syndrome™) OR (“Hypertensive Crisis”) OR (“"Hypertensive Crises™) OR (“Hyperten-
sive Emergency™) OR (“Hypertensive Emergencies™) OR (*Hypertensive Urgency™)
OR (“Hypertensive Urgencies™) OR ("Hypertensive Retinopathy™) OR (“Hypertensive
Retinapathies™) OR (“Portal Hypertension™) OR (“Portal Hypertensions™) OR (“Ocular
Hypertension™) OR (“Ocular Hypertensions™) OR (“Pulmonary Arterial Hypertension™)
OR (*Pregnancy-Induced Hypertension™) OR (“Pregnancy Induced Hypertension™) OR
(“Gestational Hypertension™))
#2 TS =((*"Sodium Nitrite™) OR (*Nitrite, Sodium™)) 5.626
#1 AND #2 171
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Table 4 (continued)

Database Scarch strategy

N

Scopus #1
(11/11/24)

“Hypertension™ OR “High Blood Pressure™ OR “High Blood Pressures™ OR “hypertensive
patients”™ OR “Essential Hypertension™ OR “Primary Hypertension™ OR “lHypertension,

1.044.692

Pulmonary™ OR “Pulmonary Hypertension™ OR “Hypertension, Renal”™ OR “Renal Hyper-
tension” OR “Renal Hypertensions™ OR “Hypertension. Renovascular™ OR “Renovascular
Iypertension™ OR “Goldblatt Hypertension™ OR “Goldblatt Syndrome™ OR *Hyperten-
sive Crisis” OR “Hypertensive Crises” OR “Hypertensive Emergency” OR “Hypertensive
Emergencies” OR “Hypertensive Urgency™ OR “Hypertensive Urgencies™ OR “Hyper-
tensive Retinopathy™ OR “Typertensive Retinopathies™ OR “Hypertension, Portal” OR
“Portal Hypertension™ OR “Portal Hypertensions™ OR “Ocular Hypertension™ OR “Ocular
Hypertensions™ OR “Pulmonary Arterial Hypertension™ OR “Hypertension, Pregnancy-
Induced” OR “Pregnancy-Induced Hypertension™ OR “Pregnancy Induced Hypertension™

OR “Gestational Hypertension™

#2 “Sodium Nitrite™ OR “Nitrite, Sodium™

#1 AND #2
Embase

#1 “hypertension™/exp OR “hypertensive patient™fexp OR “essential hypertension™/exp OR
“pulmonary hypertension”/exp OR “renovascular hypertension™/exp OR “hypertensive

(11/11/24)

1.405.179

crisis”/exp OR “hypertensive emergency™/exp OR “hypertensive urgency ™ /exp OR “hyper-
tension retinopathy™/exp OR “portal hypertension™/exp OR “intraocular hypertension”/exp
OR “pulmonary hypertension”/exp OR “maternal hypertension™/exp

#1 AND #2 “sodium nitrite/exp

445
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10 CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese adotou uma abordagem translacional para investigar o potencial
terapéutico do NS no contexto da hipertenséo arterial, com énfase em formas
secundérias e graves da doenca, como a HR e a HP. Os dados obtidos
permitiram uma andlise integrada dos efeitos moleculares e fisiologicos do NS
em modelo animal, bem como uma avaliagcdo abrangente das evidéncias
clinicas disponiveis até 0 momento.

O estudo experimental demonstrou que o NS exerce efeitos benéficos
dose-dependentes em ratos com HR, com a dose mais alta promovendo
reducdo da pressdo arterial e melhora da funcdo e morfologia renal. J4 a
revisdo de escopo indicou que, embora existam dados clinicos promissores
sobre 0 uso do NS em hipertenséo sistémica e pulmonar, a falta de estudos
robustos ainda limita sua aplicacdo, sendo necessario aprofundar a
investigacdo sobre sua eficacia e seguranca a longo prazo.

Em conjunto, os achados desta tese reforcam o potencial do NS como
uma estratégia terapéutica alternativa para condi¢cdes hipertensivas associadas
a disfuncéo endotelial e & baixa biodisponibilidade de NO. No entanto, também
evidenciam a necessidade de mais estudos, tanto experimentais quanto
clinicos, que explorem diferentes regimes de dose, vias de administracao e
populacdes-alvo, com atencdo especial aos desfechos de seguranca e a
eficacia em longo prazo.

Assim, esta tese contribui para o avanc¢o do conhecimento sobre o uso do
NS em doencas hipertensivas, ao mesmo tempo em que destaca as lacunas
gue ainda precisam ser preenchidas para sua eventual incorporagao segura e

eficazna pratica clinica.
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ANEXO A

Documento de aprovacao do protocolo experimental pela CEUA da Universidade
de Ribeirdo Preto, parecer 007/2020

W CEUA
UNAERP . Susehe

Ribeirda Preto, 08 de dezembro de 2020

Prezado(a) Pesquisador (a) Elen Rizzi Sanchez

Vimos por meio desta, informar que a proposta intitulada “MECANISMOS ENVOLVIDOS
NOS EFEITOS ANTI-HIPERTROFICOS CARDRIACOS DE NITRITO INORGANICO NA
HIPERTENSAQ ARTERIAL", registrada sob o n® 007/2020 ¢ sob 2 responsabilidade do (f)
pesquisador (a) Elen Rizzi Sanchez que envolve a produgo, manutensdo ou utilizagio de animais

pertencentes so filo Chondata, subfilo Vertebeala (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
° 11,794 de 8 de outubro de 2008, do

Nacional de

{ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadns pelo Consclho
Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO
USO DF. ANIMALS - CEUA UNAERP, cm reunido realizada em 08/12:2020.

Solicitamos que nos encaminhc as relatdrios parciais e finais, bem como envie-nos possiveis
emendas, notifique qualquer evento adverso sério ocomido A0 centro e novas informagfes sobre a
sepuringa do estudo para que pOSSAMOs fazer o devido acompanhamento.

Alenciosamente,

Tuciana Rezende Alves Oliveira
Coordeasdora da Comissao de Ftica no Uso de Animais
Upiversidade de Ribeirio Preto

Finalieads: | | Eraino | X | Peguing

Yigdnzia ca Avtoraaco: 3 partir de 08/12/2020
Expeézie f Linhagam / 3aga. Fatos/ Wistar
Prscildade; 28020035 die

NP % animaiz 207

Sexce macha

Crgom Bloodrlo Mnllsk

Av: Costabile Romana, 2201 ~ Bairro Ribeirinia — Ribeiréo Preto-SP - CEP. 14096-900
Pone: (16) 3603-6895  ¢-mail cetica/@unacrp.br

Digitalizada com CamScanner
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ANEXO B

Documento de aprovacao do protocolo experimental pela CEUA da Universidade
Federal de Alfenas, niumero 0015/2023.

MINISTERIO DA EDUCACAO
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG
_"J L 7€ 11354 de 25 dw 2z che J00 :]

Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Efeito do nitrito de sodio no dano
renal da hipertensao renovascular 2-rins, 1-clipe (2R1C) em ratos, registrada com o
n? 0015/2023, sob a responsabilidade de Larissa Helena Lobo Torres Pacheco, que envolve a producdo,
manutencao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica, com vicéncia de 01/08/2023 a 31/07/2026, encontra-se de acordo com
05 preceitos da Lef n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal {CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

[Espécieninhagem/raca[Total de animais[Total de machos|Total de fémeas|  Origem |
[Rato ) Wistar |73 |73 | |Bicterio da wnifalmyg|

Alfenas, 19 de Junho de 2023

Prof{a). Dr{a). Lisandra Brandino de Oliveira
Coordenadoria) do CEUAUNIFAL - MG
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