
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

JÉSSYCA MILENE RIBEIRO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NITRITO DE SÓDIO NO TRATAMENTO DA HIPERTENSÃO ARTERIAL: 
ESTUDO EXPERIMENTAL E REVISÃO DE EVIDÊNCIAS CLÍNICAS 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ALFENAS/MG 

2025 



 JÉSSYCA MILENE RIBEIRO  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
NITRITO DE SÓDIO NO TRATAMENTO DA HIPERTENSÃO ARTERIAL: 

ESTUDO EXPERIMENTAL E REVISÃO DE EVIDÊNCIAS CLÍNICAS 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tese apresentada como parte dos 
requisitos para obtenção do título de 
Doutora em Ciências 
Farmacêuticas pela Universidade 
Federal de Alfenas. Área de 
concentração: Ciências 
Farmacêuticas. 

 
Orientadora: Profa. Dra. Carla 
Speroni Ceron 
Coorientadora: Profª. Drª. Larissa 
Helena Lobo Torres Pacheco 

 
 
 
 
 
 
 

 

ALFENAS/MG 
2025 



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Ribeiro, Jéssyca Milene Ribeiro .
   Nitrito de Sódio no tratamento da Hipertensão Arterial: Estudo
experimental e Revisão de evidências clínicas / Jéssyca Milene Ribeiro
Ribeiro. - Alfenas, MG, 2025.
   100 f. : il. -

   Orientador(a): Carla Speroni Ceron.
   Tese (Doutorado em Ciências Farmacêuticas) - Universidade Federal de
Alfenas, Alfenas, MG, 2025.
   Bibliografia.

   1. Estresse oxidativo. 2. Hipertensão Renovascular. 3. Hipertensão
Pulmonar. 4. Segurança. 5. Nitrito de Sódio . I. Ceron, Carla Speroni, orient.
II. Título.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.



 
 

JÉSSYCA MILENE RIBEIRO
 
 

"NITRITO DE SÓDIO NO TRATAMENTO DA HIPERTENSÃO ARTERIAL: ESTUDO EXPERIMENTAL E
REVISÃO DE EVIDÊNCIAS CLÍNICAS"

 
 
 

O(A) Presidente da banca examinadora abaixo assina  a
aprovação da Tese apresentada como parte dos requisitos
para a obtenção do título de   Doutor  em Ciências
Farmacêuticas pela Universidade Federal de Alfenas. Área
de concentração: Ciências Farmacêuticas.

 

Aprovada em: 22 de maio de 2025.

 

Profa. Dra. Carla Speroni Ceron

Presidente da Banca Examinadora

Instituição: Universidade Federal de Ouro Preto

 

Prof. Dr. Gabriel Tavares do Vale

Instituição: Universidade do Estado de Minas Gerais

 

Dra. Rafaela Figueiredo Rodrigues

Instituição: Universidade Federal de Alfenas

 

Prof. Dr. Pedro Luiz Rosalen

Instituição: Universidade Federal de Alfenas

 

Profa. Dra. Maria Rita Rodrigues

Instituição: Universidade Federal de Alfenas

 

 

 

Documento assinado eletronicamente por Carla Speroni Ceron, Usuário Externo, em 22/05/2025, às
17:02, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de
8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-
mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
informando o código verificador 1520486 e o código CRC 97A745A4.

23/05/2025, 09:10 SEI/Unifal-MG - 1520486 - Folha de Aprovacao

https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/documento_consulta_externa.php?id_acesso_externo=80397&id_documento=1677792&infra_hash=a89c65a360f… 1/2

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0


 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Aos meus pais, 

 
Por tudo o que fizeram por mim, ninguém merece mais. Amo vocês 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 
Agradeço a Deus e à Virgem Maria por estarem sempre ao meu lado. 

Foram meu sustento, abrigo e guia desde o começo. Que eu saiba ser pequena, 

para que Vocês cresçam em mim. 

Aos meus pais, José e Lenilda, meu amor e reconhecimento. Obrigada 

por serem meu alicerce, por cada renúncia, palavra de incentivo e cuidado 

silencioso. Tudo o que sou carrega a força, os valores e o amor que aprendi com 

vocês. 

Aos meus irmãos, Luiz Fernando e Júnior, minha gratidão por cada gesto 

de carinho, pelo cuidado constante e pelos momentos de leveza. Vocês são a 

minha força. 

À minha orientadora, Prof.ª Dr.ª Carla Ceron. Obrigada pela generosidade, 

pelo cuidado, pela escuta atenta e pelos valiosos ensinamentos. Levo comigo 

sua presença como uma inspiração constante, exemplo de pesquisadora e de 

ser humano. Sua orientação sensível e precisa fez toda a diferença na minha 

formação. Obrigada, de coração, por tanto. 

À minha coorientadora, Prof.ª Dr.ª Larissa Helena Torres, agradeço com 

muito amor por todo o apoio, disponibilidade e olhar atento ao longo dessa 

caminhada. É uma honra tê-la como exemplo e parte dessa trajetória. 

Aos amigos do Laboratório, em especial Carol e Alessandra, pela 

parceria, amizade e aprendizados que foram além da ciência. Agradeço 

profundamente por tudo. 

Aos queridos Gustavo e Karla, por estarem ao meu lado nos momentos 

difíceis e celebrarem comigo os dias leves, com amizade e acolhimento 

constantes. 

Aos professores do LAFEC, minha profunda gratidão por cada 

ensinamento, por toda a orientação e por estarem sempre presentes. 



 

À Prof.ª Dr.ª Ellen Rizzi e sua aluna Thaís Ribeiro, por me receber em seu 

laboratório na UNAERP com generosidade e confiança, oferecendo um 

ambiente acolhedor e uma rica troca de conhecimentos. 

Ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus e à Dr.ª Sandra Conde Tella, por me 

receberem na Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto com disponibilidade e 

gentileza. 

À Prof.ª Dr.ª Fernanda Borges de Araújo Paula, agradeço pela 

colaboração e pela abertura do seu laboratório, e à Prof.ª Dr.ª Isarita Martins 

Sakakibara e sua aluna Thalita Ramos, pela valiosa colaboração. 

Ao Prof. Dr. Wanderson e à Técnica Carol, da Universidade Federal de 

Ouro Preto, meu agradecimento pela valiosa ajuda e orientação na área de 

histologia. 

Ao Prof. Dr. Tiago Reis, pela orientação atenciosa na realização da 

revisão de escopo, sempre com paciência, disponibilidade e dedicação ao meu 

trabalho. 

À secretária do Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Farmacêuticas, Fabi, meu sincero agradecimento por toda a dedicação, 

atenção e carinho com que me acolheu ao longo desses anos. 

Á Universidade Federal de Alfenas e ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Farmacêuticas, meu reconhecimento pela oportunidade de crescimento 

intelectual e profissional. 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001.  

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de Minas Gerais 

(FAPEMIG), e Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq) pelo suporte financeiro para a realização da pesquisa. 

Se sou melhor hoje, é graças à generosidade e ao conhecimento que cada 

um de vocês compartilhou comigo ao longo dessa jornada. 



 

RESUMO 

 
A redução da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) é comum em diferentes 

tipos de hipertensão, incluindo a essencial (HE), pulmonar (HP) e renovascular 

(HR). Como o nitrito de sódio (NS) pode ser reciclado em NO, este estudo foi 

dividido em dois capítulos 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 científica 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. Após 2 semanas, os 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 

pressão arterial e melhorou a função renal (ureia e creatinina). Além disso, essa 

dose reverteu alterações estruturais renais, como o aumento do volume 

glomerular e a glomeruloesclerose e reduziu o infiltrado inflamatório no rim 

contralateral. Ambas as doses de NS reduziram a produção de espécies reativas 

de oxigênio. A dose mais baixa restaurou a atividade da superóxido dismutase 

no rim esquerdo e a mais alta restaurou a catalase em ambos os rins e os níveis 

de glutationa reduzida no rim contralateral. A peroxidação lipídica foi revertida 

com a dose de 15 mg/kg/dia. Além disso, a atividade da metaloproteinase-2 

(MMP-2), aumentada pela hipertensão, foi reduzida no rim direito. Não houve 

alteração de metemoglobina. Os resultados indicam que o tratamento com 

15mg/kg/dia de NS atenuou a pressão arterial, melhorou a função, inflamação e 

a estrutura renal, reduziu MMP-2 no rim contralateral e fortaleceu as defesas 

antioxidantes. Na segunda etapa, foi realizada uma revisão de escopo para 

mapear a eficácia e segurança do uso de NS em pacientes com HE e HP. Foram 

analisados nove estudos clínicos extraídos das bases de dados: MEDLINE 

(PubMed), EMBASE, Scopus, Web of Science e LILACS. Os estudos incluídos 

tinham amostras entre 5 e 36 pacientes e utilizavam doses de NS variando entre 

240 µg/kg/h e 325 mg. Cinco estudos mostraram resultados positivos no 

tratamento da HE, enquanto quatro sugeriram eficácia e segurança em HP 

(exceto no grupo 1). Contudo, um estudo indicou possíveis efeitos adversos 

associados ao uso de doses mais altas. As limitações dos estudos sugerem que 

as evidências atuais não são suficientes para confirmar de forma conclusiva a 

eficácia e segurança do NS. 



 

Palavras - chave: Hipertensão renovascular, estresse oxidativo, rim,   

Hipertensão arterial, Hipertensão Pulmonar, Nitrito de Sódio, 
Segurança, Efeitos adversos 



 

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 µg/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. 



 

Keywords: Renovascular hypertension, oxidative stress, kidney,

 arterial hypertension, pulmonary hypertension, sodium nitrite, 

safety, adverse effects 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
A hipertensão arterial é uma condição multifatorial definida pela elevação 

persistente da pressão arterial sistêmica, sendo um dos principais fatores de 

risco para doenças cardiovasculares, cerebrovasculares e renais (McEvoy et al., 

2024). Estima-se que mais de um bilhão de pessoas sejam afetadas pela 

hipertensão no mundo, contribuindo para cerca de 10,8 milhões de mortes 

anuais, o que a caracteriza como um dos mais relevantes problemas de saúde 

pública global (WHO, 2023). 

Dentre suas manifestações clínicas, destacam-se formas 

particularmente graves: a HR e a HP. A primeira decorre, em geral, da estenose 

da artéria renal, resultando em hipoperfusão renal crônica e subsequente 

ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona, com efeitos deletérios 

como vasoconstrição sustentada, inflamação, estresse oxidativo e perda 

progressiva da função renal (Mannemuddhu et al., 2020). A HP, por sua vez, é 

caracterizada pelo aumento anormal da pressão na circulação pulmonar e 

frequentemente culmina em disfunção do ventrículo direito e elevada 

mortalidade. Suas causas são diversas, incluindo doenças cardíacas, 

pulmonares e tromboembólicas, e sua classificação abrange múltiplos grupos 

etiológicos (Humbert et al., 2023; Maron, 2023). 

Apesar de distintos em sua etiologia, ambos os quadros compartilham um 

importante mecanismo fisiopatológico: a redução da biodisponibilidade de óxido 

nítrico (NO). Esse gás sinalizador é essencial para a regulação do tônus 

vascular, integridade endotelial, perfusão renal e modulação de processos 

inflamatórios e trombóticos. A deficiência de NO contribui significativamente para 

a disfunção endotelial observada na HR e pulmonar (Duric & Duric, 2024; 

Roumeliotis et al., 2020). 

Nesse contexto, o nitrito de sódio (NS) tem despertado crescente 

interesse como um agente terapêutico promissor, devido à sua capacidade de 

atuar como fonte alternativa de NO, especialmente sob condições de hipóxia e 

estresse oxidativo — características frequentemente presentes nas formas mais 

graves de hipertensão. A conversão do nitrito em NO proporciona efeitos 

vasodilatadores, anti-inflamatórios e antitrombóticos, o que o torna um potencial 
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modulador da função vascular e renal em diferentes contextos patológicos 

(Lundberg et al., 2008; Tejero et al., 2019; Kuczeriszka & Wąsowicz, 2022). 

Além desses efeitos, estudos têm demonstrado que o NS pode exercer 

ações benéficas adicionais, como a modulação do estresse oxidativo e a inibição 

da atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2), enzima associada ao 

remodelamento patológico da matriz extracelular e à progressão do dano 

tecidual em diversas doenças cardiovasculares e renais (Amaral et al., 2019; 

Rizzi et al., 2019a). Essas propriedades são especialmente relevantes em 

condições como a HR e pulmonar, nas quais a produção de NO endógeno está 

comprometida (Alqarni 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 avanços experimentais e das evidências clínicas 

preliminares, ainda não há consenso sobre a eficácia e a segurança do NS como 

agente terapêutico para o manejo da hipertensão arterial, sobretudo em 

subgrupos específicos como pacientes com HP ou formas secundárias da 

doença. Além disso, o uso clínico dessa molécula levanta preocupações 

relevantes, como o risco de formação de meta-hemoglobina — que compromete 

o transporte de oxigênio — e a produção de espécies reativas de nitrogênio, 

como o peroxinitrito, com potencial citotóxico 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 função renal e a atividade da MMP-2 em ratos 

com HR induzida pelo modelo dois rins, um clipe (2R1C), buscando esclarecer 

os mecanismos moleculares envolvidos na sua ação. A segunda parte consiste 

em uma revisão de escopo, cujo objetivo é mapear as evidências clínicas 

disponíveis sobre o uso do NS em pacientes com hipertensão arterial sistêmica 

ou pulmonar, abordando tanto sua eficácia na redução da pressão arterial quanto 

os aspectos relacionados à segurança do tratamento. 

Com essa abordagem translacional — da pesquisa pré-clínica ao 

mapeamento do uso clínico —, esta tese busca contribuir para a compreensão 

dos potenciais benefícios e limitações do NS como alternativa terapêutica no 

tratamento de diferentes formas de hipertensão arterial. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
 

2.1  HIPERTENSÃO 
 

A hipertensão arterial sistêmica é uma condição crônica multifatorial que 

afeta milhões de pessoas em todo o mundo, representando um dos principais 

desafios de saúde pública. No Brasil, dados da Organização Mundial da Saúde 

indicam que, em 2019, cerca de 50,7 milhões de adultos entre 30 e 79 anos eram 

hipertensos. A prevalência padronizada por idade foi de 45% entre os homens 

e 48% entre as mulheres — índices superiores à média global. Apesar disso, 

apenas 33% dos casos estavam com a pressão 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 milhões de pessoas a 

mais recebam tratamento adequado (WHO, 2023). 

A hipertensão pode ser classificada como essencial, quando sua causa 

específica não é identificada, ou secundária, quando está associada a uma 

etiologia definida. Dentre os tipos de hipertensão secundária, a hipertensão HR 

é a mais prevalente, sendo responsável por cerca de 75% dos casos (Nair & 

Vaqar, 2022; Textor, 2009). Estima-se que entre 10% e 35% dos pacientes 

hipertensos apresentem formas secundárias da doença (McEvoy et al., 2024). 

A principal causa de HR é a estenose da artéria renal de origem aterosclerótica 

(aproximadamente 90% dos casos), seguida pela displasia fibromuscular e 

outras condições menos frequentes, como aneurismas e doença renal unilateral 

(Dalman & Coleman, 2023; Samadian et al., 2017). A redução do fluxo sanguíneo 

renal leva à ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), 

aumentando a produção de angiotensina II (Ang II), que promove 

vasoconstrição, retenção de sódio e água, secreção de aldosterona e ativação 

simpática (Textor, 2009; Herrmann & Textor, 2019). Além de elevar a pressão 

arterial, a Ang II também exerce efeitos pró-inflamatórios e pró-fibróticos, 

contribuindo para glomeruloesclerose, fibrose túbulo-intersticial e, 

consequentemente, para a progressão da doença renal crônica (Dalman & 

Coleman, 2023; Nair & Vaqar, 2022; Wheatley et al., 2009; Duric & Duric, 2024). 
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Os pacientes com HR frequentemente apresentam resistência ao tratamento 

medicamentoso, o que agrava ainda mais o risco de complicações renais (Duric 

& Duric, 2024; Pereira et al., 2022). 

A HP representa outra forma relevante da doença, afetando a circulação 

pulmonar e sendo caracterizada pelo aumento da pressão 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 

epidemiológicos globais, estima-se que a HP afete ao menos 1% da população 

mundial, com maior prevalência em países de baixa e média renda (Mocumbi 

et al., 2024). A HP compreende um espectro clínico heterogêneo e é 

classificada em cinco grupos, segundo suas causas subjacentes: (Grupo 1) 

hipertensão arterial pulmonar idiopática ou hereditária; (Grupo 2) associada a 

doenças do coração esquerdo; (Grupo 3) decorrente de doenças pulmonares 

e/ou hipóxia; (Grupo 4) relacionada à obstrução crônica da vasculatura 

pulmonar; e (Grupo 5) com etiologias multifatoriais ou indefinidas (Boucly et al., 

2023; Johnson et al., 2023). Em formas associadas à disfunção endotelial, 

como nos grupos 1 e 3, observa-se uma redução na biodisponibilidade do NO, 

devido à menor produção pela eNOS e ao consumo aumentado por espécies 

reativas de oxigênio (ERO). Esse desequilíbrio leva à queda da sinalização via 

guanosina monofosfato cíclico (cGMP), promovendo vasoconstrição 

sustentada, inflamação e remodelamento vascular progressivo (Tejero et al., 

2019; Humbert et al., 2023). 

 

 
2.2 NITRITO DE SÓDIO NAS HIPERTENSÕES RENOVASCULARE 

PULMONAR 

 

 
O nitrito, antes considerado um subproduto inerte do metabolismo do NO, 

é hoje reconhecido como uma fonte alternativa e funcional de NO, especialmente 

em condições em que a via enzimática está comprometida (Gladwin et al., 2005; 

Lundberg et al., 2008). A via nitrato–nitrito–NO tem papel central na regulação 

dos níveis sistêmicos de NO, sendo o nitrito reduzido a NO por múltiplas 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), polifenóis 

e prótons (Lundberg et al., 1994; Peri et al., 2005). Essa conversão é 

intensificada em situações de hipóxia e acidose, como na HP e renovascular, 

contribuindo para a sinalização celular, vasodilatação e adaptação ao estresse 

isquêmico (Nair & Vaqar, 2022; Lundberg et al., 2008; Hsieh et al., 2015; Jankov 

et al., 2018). 

No sistema renal, o NO participa da regulação da natriurese, diurese e da 

hemodinâmica renal, mantendo a perfusão medular e modulando processos 

inflamatórios (Mount e Power, 2006; Majid e Navar, 2001). A redução da sua 

biodisponibilidade está associada à hipertensão, menor excreção de sódio e 

agravamento de lesões isquêmicas renais (Martinez et al., 2002). De forma 

análoga, no sistema respiratório, o NO endógeno regula o tônus vascular 

pulmonar, sendo liberado em resposta ao estresse de cisalhamento sobre o 

endotélio e promovendo vasodilatação por meio da ativação da guanilato ciclase 

e do aumento de GMPc, o que leva ao relaxamento do músculo liso (Mount e 

Power, 2006; Majid e Navar, 2001). 

Nesse cenário, diversos estudos apontam o nitrito como uma alternativa 

eficaz para restaurar a biodisponibilidade de NO. Em modelos de hipertensão 

2R1C, a administração oral de NS reduziu a pressão arterial por meio da 

formação de S-nitrosotióis gástricos (Pinheiro et al., 2015) e manteve efeito 

hipotensivo mesmo sem a circulação enterosalivar de nitrato (Pinheiro et al., 

2016). Além disso, o NS reverteu a remodelação vascular associada à 

hipertensão, possivelmente via redução da atividade da NADPH oxidase e 

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

No pulmão, o NS também tem mostrado efeitos terapêuticos relevantes. 

Hunter et al. (2004) demonstraram que o NS inalado é convertido em NO no 

tecido pulmonar, elevando progressivamente os níveis de NO exalado, mesmo 

após a interrupção da administração, o que sugere uma liberação sustentada. 

Jankov et al. (2018c) mostraram que o NS inalado foi mais eficaz do que o NO 

inalatório no tratamento da HP induzida por hipóxia crônica, aumentando os 

níveis de NO nos pulmões sem promover nitração proteica e melhorando os 

parâmetros da doença. Complementarmente, Cortés-Puch et al. (2019) 
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observaram que o nitrito inalado produziu liberação prolongada de NO exalado 

por mais de 5 horas em modelo canino de HP aguda, associada a aumento dos 

níveis de nitrato e nitrito no sangue, indicando efeito sustentado na 

biodisponibilidade de NO. 

 

 
2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E METALOPROTEINASES NA  

 HIPERTENSÃO RENOVASCULAR 

 

 
A HR, especialmente no modelo experimental 2R1C, está fortemente 

associada à ativação exacerbada do SRAA e ao consequente aumento da 

produção de ERO e de nitrogênio (ERN) (de Bhailis & Kalra, 2022). A 

angiotensina II (Ang II), principal efetor do SRAA, atua sobre receptores do tipo 

1 (AT1), estimulando a atividade da NADPH oxidase e seus homólogos, 

altamente expressos em diferentes regiões do rim (Welch et al., 2003). Essa 

ativação leva à produção exacerbada de ânion superóxido (O₂⁻) e, por meio da 

interação com o óxido nítrico (NO), à formação de peroxinitrito (ONOO⁻), uma 

ERN altamente reativa (Alawi et al., 2021a; Boshra & Abbas, 2017; Fujii et al., 

2005). 

Estudos demonstram que mesmo a infusão de baixas doses de Ang II é 

capaz de dobrar a atividade da NADPH oxidase e elevar significativamente os 

níveis de O₂⁻ (Rajagopalan et al., 1996). O acúmulo dessas espécies reativas 

compromete a função vascular ao reduzir a biodisponibilidade de NO e favorecer 

a ação de vasoconstritores como a própria Ang II e a endotelina-1. Além disso, 

o ONOO⁻ induz nitrosilação de proteínas e peroxidação lipídica, promovendo 

dano celular e disfunção endotelial (Griendling et al., 2021; Higashi et al., 2014). 

A sobrecarga oxidativa é evidenciada por marcadores como o 8-isoprostano 

PGF2α e o malonaldeído, além da maior imunorreatividade para nitrotirosina nos 

rins de animais com hipertensão 2R1C (Griendling et al., 2021; Higashi et al., 

2014). 

O organismo dispõe de um sistema de defesa antioxidante enzimático, 

composto por enzimas como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 
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glutationa peroxidase (GPx), que promovem a neutralização das ERO. A SOD 

converte O₂⁻ em peróxido de hidrogênio (H₂O₂), que é subsequentemente 

degradado pela CAT e GPx. No entanto, a atividade dessas enzimas encontra- 

se reduzida no córtex de rim de ratos submetidos ao modelo 2R1C, contribuindo 

para o agravamento do estresse oxidativo (Miguel-Dos-Santos et al., 2021). 

Paralelamente, as alterações oxidativas influenciam diretamente a 

atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs), especialmente a MMP-2, uma 

gelatinase envolvida na remodelação da matriz extracelular. A MMP-2 é 

sintetizada como zimogênio (forma latente de ~72 kDa), sendo ativada por 

clivagem proteolítica ou por mecanismos dependentes de ERO e ERN. O 

peroxinitrito, em especial, pode ativar a MMP-2 ao promover a ruptura da 

interação do grupo tiol da cisteína do pró-peptídeo com o zinco no sítio catalítico, 

mantendo a enzima ativa mesmo sem clivagem do pró-peptídeo (Donnini et al., 

2008; Frears et al., 1996) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Estrutura da MMP-2 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Chow, Cena et al. 2007 
Legenda: A enzima apresenta um pró-peptídeo inibitório ligado ao sítio 

catalítico contendo zinco, com domínio hemopexina e três 
repetições de fibronectina tipo II, essenciais para ligação à 
gelatina/colágeno. 

 

 

Além disso, a própria MMP-2, quando ativada, pode estimular vias de sinalização 

intracelular que elevam a formação de ERO, em um mecanismo de 

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

Figura 2 - Mecanismos de ativação da MMP-2. 
 

 

Fonte:   Adaptado de Kandasamy et al., 2010. 

Legenda: A clivagem proteolítica do pró-peptídeo gera a forma ativa de 64 
kDa. Alternativamente, a exposição 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 geração de ONOO⁻ e contribui para a ativação da MMP-2, estabelecendo um 

ciclo patológico que promove a remodelação tecidual e a progressão da lesão 

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

Fármacos com ação antioxidante têm demonstrado potencial terapêutico 

nesse cenário, por inibirem a formação de ONOO⁻, reduzirem a ativação da 

MMP-2 e atenuarem seus efeitos deletérios sobre o parênquima renal. Por 

exemplo, o tempol, um mimético da SOD, foi eficaz em reduzir a produção de 

ERO, melhorar a função renal e atenuar a hipertensão no modelo 2R1C (Campos 

et al., 2011). Da mesma forma, o extrato de sementes de açaí reduziu o estresse 

oxidativo, restaurou os níveis de NO e atenuou a lesão renal induzida pela HR 

(Da Costa et al., 2017), reforçando a relevância da modulação do equilíbrio redox 

na proteção da função renal e cardiovascular. 
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2.4 SEGURANÇA DO NITRITO DE SÓDIO 
 

Estudos iniciais com NS foram associados à formação de metemoglobina 

e à produção de N-nitrosaminas potencialmente cancerígenas (Oppé, 1951; 

Thwaites, 1956). A metemoglobinemia resulta da oxidação do ferro na molécula 

de hemoglobina (Fe²⁺) para sua forma férrica (Fe³⁺), formando a metemoglobina, 

que é incapaz de transportar oxigênio. A exposição sistêmica a altas doses de 

nitrito pode levar à produção significativa de metemoglobina, comprometendo 

o transporte de oxigênio e, em casos graves, resultando em hipóxia tecidual e 

morte (Pluta et al., 2005; Rozanova et al., 2012). Já a formação de N- 

nitrosaminas, como a N-nitrosodimetilamina (NDMA), ocorre por meio da 

nitrosação de aminas secundárias, especialmente em condições de pH ácido, 

como no estômago. A NDMA é um composto altamente carcinogênico em 

modelos animais, tendo sido associada à hepatocarcinogênese (Jensen, 2003). 

Apesar dessas preocupações, estudos mais recentes têm revelado 

potenciais efeitos terapêuticos do NS em diversas condições clínicas. O NS tem 

sido explorado como vasodilatador, broncodilatador, no manejo do 

vasoespasmo cerebral pós-hemorrágico e no infarto do miocárdio (Webb et al., 

2004; Pluta et al., 2005; Ansari et al., 2017). Além disso, dados pré-clínicos 

demonstram que o NS pode reduzir a hipertrofia ventricular direita, melhorar o 

fluxo sanguíneo e modular a inflamação em modelos de HP, isquemia-

reperfusão e lesão vascular (Hughan et al., 2020; Dejam et al., 2007). 

Embora as doses terapêuticas em modelos animais tenham demonstrado 

efeitos benéficos, os dados de segurança ainda são limitados. Estudos de 

toxicidade repetida com a formulação inalável de NS (AIR001) revelaram 

metemoglobinemia dose-dependente, além de alterações como 

esplenomegalia, aumento do hematócrito e sinais comportamentais sugestivos 

de hipóxia crônica (Borlaug et al., 2016). Além disso, o potencial de formação de 

N-nitrosaminas em exposições crônicas ainda é motivo de preocupação. 

Portanto, apesar dos resultados promissores observados em estudos 

experimentais, o perfil de segurança do NS em tratamentos para hipertensão 
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ainda requer investigação cuidadosa. A possibilidade de efeitos adversos não 

pode ser descartada. 

Como dito, a HR é uma das principais causas de hipertensão secundária 

e, no modelo experimental de 2R1C, está associada a alterações renais 

mediadas por estresse oxidativo e ativação 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 cardíacos. No entanto, seu impacto 

sobre os rins no contexto da HR ainda não foi elucidado. Assim, o primeiro 

objetivo desta tese é investigar se o tratamento com NS é capaz de atenuar as 

alterações morfológicas e funcionais renais induzidas pela HR no modelo 2R1C. 

Além disso, considerando a crescente evidência do papel do NS como 

potencial fonte NO em condições de hipóxia e estresse oxidativo — fatores 

comuns nas formas renovascular e pulmonar da hipertensão — e frente aos 

resultados encorajadores observados em estudos pré-clínicos, torna-se 

necessário avaliar sua aplicabilidade clínica. Entretanto, ainda existem 

incertezas quanto à eficácia e segurança do NS em humanos, especialmente em 

subgrupos com hipertensão secundária ou pulmonar, que podem responder de 

forma distinta ao tratamento. Nesse contexto, o segundo objetivo desta tese é 

realizar uma revisão de escopo para mapear sistematicamente as evidências 

disponíveis sobre o uso clínico do NS em pacientes com hipertensão arterial 

sistêmica ou pulmonar, com ênfase em sua efetividade na redução da pressão 

arterial e nos principais aspectos relacionados à segurança terapêutica. 
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3 JUSTIFICATIVA 
 
 

Sabe-se que a HR é uma das maiores causas de hipertensão secundária. 

Em modelos animais de HR, como o 2R1C, são observadas alterações no tecido 

e na função renal e o estresse oxidativo e a ativação de proteases como as 

MMPs parecem contribuir para tais alterações. 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 diminuição da atividade da  

MMP-2 em tecidos vasculares e cardíaco. No entanto, o efeito renal da 

administração de NS ainda não é conhecido no modelo 2R1C de HR. 

Complementarmente, embora estudos pré-clínicos demonstrem 

resultados promissores, a aplicação clínica do NS no tratamento da hipertensão 

ainda é pouco explorada, com evidências limitadas e heterogêneas quanto à 

eficácia, segurança e vias de administração. A realização de uma revisão de 

escopo é, portanto, relevante para mapear e sintetizar as evidências clínicas 

existentes sobre o uso do NS na hipertensão arterial sistêmica e pulmonar, 

identificando lacunas no conhecimento e orientando futuras investigações. A 

articulação entre os achados experimentais e os dados clínicos disponíveis 

permitirá uma análise translacional mais robusta sobre o uso do NS como agente 

anti-hipertensivo. 

Assim, a hipótese dessa tese é que a HR 2R1C leve a alterações 

morfológicas renais e na função renal de ratos Wistar, por aumento de 

estresse oxidativo e ativação de MMP-2 e que o tratamento desses animais 

com NS na dose de 1 e 15mg/kg/dia pode atenuar essas alterações. Além 

disto, esperamos que as evidências sobre a eficácia e segurança do uso 

de NS no tratamento da hipertensão e HP disponíveis na literatura mostrem 

que ele é seguro e eficaz. 
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4 PRIMEIRA ETAPA – EFEITO DO NITRITO DE SÓDIO NO DANO 

RENAL DA HIPERTENSÃO RENOVASCULAR 2-RINS, 1-CLIPE (2R1C) 

EM RATOS 

 
4.1 OBJETIVOS 
 

 
4.1.1 Objetivo geral 
 
 

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

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

 
4.1.2 Objetivos específicos 
 
 

a) Avaliar a pressão arterial, peso e função renal dos animais 2R1C e o efeito 

do tratamento com diferentes doses de NS sobre eles; 

b) Avaliar as alterações morfológicas renais de animais 2R1C e o efeito do 

tratamento com diferentes doses de NS sobre elas; 

c) Avaliar o estresse oxidativo renal de animais 2R1C e o efeito do 

tratamento com diferentes doses de NS sobre ele; 

d) Avaliar a participação da MMP - 2 nas alterações renais dos animais 2R1C 

e o efeito do tratamento com diferentes doses de NS sobre ela; 

e) Avaliar o hematócrito e níveis de metemoglobina e de nitrito sanguíneos 

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 Laboratório Criação e Comércio Ltda – 

Laboratórios Veterinários (Paulínia, SP). Os animais foram alojados em 

instalações específicas no biotério, em caixas de polietileno sob condições 

controladas de temperatura (22-25°C) e com ciclo alternado de 12 horas de 

claro/escuro. Durante todo o período experimental, os animais tiveram acesso 

irrestrito a água e alimento. O protocolo experimental foi previamente submetido 

e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

de Ribeirão Preto – UNAERP (Anexo A) e Universidade Federal de Alfenas, 

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

 

 
5.2  HIPERTENSÃO ARTERIAL INDUZIDA PELA TÉCNICA DE GOLDBLATT 
 
 

A hipertensão arterial nos animais foi induzida pela técnica de Goldblatt, 

que promove a estenose da artéria renal esquerda por meio da inserção de um 

clipe de prata com abertura de 0,2 mm. 

Para a realização 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 exposição da artéria renal esquerda, onde foi posicionado o clipe 

de prata. Animais do grupo controle (Sham) foram submetidos apenas à 

laparotomia, sem a introdução do clipe na artéria renal. Após o procedimento 

cirúrgico, os animais foram suturados e monitorados até a completa 

recuperação. A pressão arterial sistólica foi avaliada semanalmente pelo método 

não invasivo da cauda, sendo considerados hipertensos os animais que 

apresentaram pressão arterial sistólica igual ou superior a 160 mmHg na 

segunda semana (14 dias) após a cirurgia. O protocolo experimental teve 

duração total de seis semanas (42 dias), com o início do tratamento com NS em 

duas doses a partir da segunda semana de hipertensão, estendendo-se por 
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quatro semanas consecutivas (28 dias) (Figura 3). 

 
Figura 3 - Desenho experimental 

 

 

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

 

O tratamento com NS foi realizado nas doses de 1mg/kg/dia considerada 

dose não 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 veículo (água). Animais 

controles (Sham) foram tratados com veículo (água) ou NS. As soluções de NS 

foram preparadas diariamente e administradas logo em seguida nos animais. Os 

animais foram randomizados e distribuídos 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 + Água: Animais com estenose de artéria renal tratados 

com o veículo (água). 

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 + Água: Animais sem estenose de artéria renal 

tratados com o veículo (água). 

 
5.3 AVALIAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA E PESO CORPORAL 

 
 

Para monitorar a evolução da pressão arterial sistólica durante as seis 
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semanas de estudo, foi utilizada a técnica de pletismografia de cauda. O 

procedimento consistiu na colocação de um manguito acoplado a um transdutor 

de pressão em torno da cauda dos animais, permitindo a mensuração da pressão 

arterial. As variações de pressão foram registradas pelo sistema PowerLab 4/S 

analog-to-digital converter, um equipamento específico para aquisição e análise 

de dados fisiológicos. A avaliação foi realizada semanalmente e o peso corporal 

diariamente. Para minimizar o estresse, os animais foram previamente treinados 

no aparelho de pletismografia antes do início do experimento. Ao término do 

protocolo experimental, os animais foram eutanasiados por exsanguinação após 

anestesia com Cetamina (300mg/kg) e Xilazina (10mg/kg), via intraperitoneal. 

Amostras de sangue e córtex renal foram coletados para as análises histológicas 

e bioquímicas. 

 

 
5.4  DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES PLASMÁTICAS DE 
NITRITO 

 
 

Para determinar as concentrações plasmáticas de nitrito, as alíquotas 

plasmáticas foram analisadas em duplicata utilizando o método de 

quimioluminescência dependente de ozônio. De forma resumida, para a 

quantificação de nitrito, 50 µL de amostra de plasma foram injetados em 8 ml de 

uma solução ácida de iodo/iodeto (2g de iodeto de potássio e 1,3g de iodeto 

dissolvidos em 40 mL de água com 140 ml de ácido acético), o que resultou na 

formação de NO. Esse gás foi então transportado por nitrogênio 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 µmol/L (Montenegro et al., 2011a). 

 

 
5.5 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO RENAL 

 
 

Para avaliar a função renal, foram dosados os níveis plasmáticos de ureia 

e creatinina. O sangue foi coletado em tubos contendo heparina, seguido de 

centrifugação a 3000 rpm por 15 min à 4°C para separação do plasma. A 

concentração de ureia foi determinada por meio do método enzimático 
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colorimétrico, utilizando os kits comerciais Labtest (Ref.: 27). A concentração 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 determinação de metemoglobina em amostras de sangue é fundamental 

para a avaliação de condições clínicas e ocupacionais relacionadas à exposição 

a agentes metemoglobinizantes, como o NS. Para cada 0,8 mL de sangue 

heparinizado, foram adicionados 2,2 mL de água destilada e 1 mL de solução 

tampão-fosfato. Em seguida, foi adicionada uma gota de Triton X-100, com 

agitação até a completa hemólise. Dessa mistura, 2,4 mL foram transferidos para 

uma cubeta (I) e 0,2 mL para outra cubeta (II). À cubeta II foram adicionados 2,2 

mL da solução Reativo Ferricianeto-fosfato, composta por Ferricianeto-fosfato 

5%, 7,0 mL de NaOH 0,5 mol/L e 10 mL de KH₂PO₄ 0,5 mol/L. As absorbâncias 

das cubetas I e II foram medidas em 632 nm, utilizando água como branco. 

Posteriormente, adicionaram-se 100 µL da Solução de Cianeto Neutralizada 

(preparada com 1 mL de cianeto de sódio a 10% e 0,9 mL de ácido acético a 

12%) a ambas as cubetas, com agitação. Após 1 minuto, realizaram-se novas 

leituras de absorbância, obtendo-se os valores III e IV (Hegesh et al., 1970). A 

porcentagem de metemoglobina em relação à hemoglobina total foi calculada 

utilizando a fórmula abaixo: 

(𝐴𝐼 − 𝐴𝐼𝐼𝐼)𝑥100 
% 𝑀𝑡𝐻𝑏: 

(𝐴𝐼𝐼 − 𝐴𝐼𝑉)𝑥12 

 

 
5.7  HEMATÓCRITO 

 
Imediatamente após a eutanásia, o sangue foi coletado e transferido para 

um tubo capilar até preencher ¾ de sua capacidade. Em seguida, uma das 

extremidades do capilar foi selada com massa apropriada e o tubo foi colocado 

em centrífuga para microhematócritos (211 Fanem) por 5 min. A interpretação 

dos resultados foi realizada utilizando uma escala de leitura de 0 a 100, 
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observando o ponto de separação entre a massa de eritrócitos e o plasma 

(Tombridge, 1968). 

 

 
5.8  ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS 

 
 
Utilizamos técnica histológica para analisar alterações morfológicas renais 

dos animais, este método visa a preparação dos tecidos destinados ao estudo à 

microscopia de luz. Para isso, utilizamos os corantes Hematoxilina e Eosina que 

são adequados para evidenciar características estruturais. O órgão foi embebido 

em solução de formol para fixação. Foram então incluídos em parafina para 

posterior secção. Foram obtidos cortes histológicos com 5μm de espessura em 

micrótomo (Biobase BK-2258). Blocos de parafina foram cortados em seções de 

5 μm de espessura. Seções adjacentes foram coradas com hematoxilina/eosina 

(HE), para avaliação de glomérulos e infiltrado inflamatório, ou com Tricrômico 

de Masson, para quantificação da deposição de colágeno no tecido renal. As 

análises foram realizadas em 20 imagens por animal, obtidas em microscópio 

óptico (DM5000; Leica, Alemanha) com aumento de 400×, e processadas com o 

software QWin Image Processing and Analysis v3 5.1 (Leica). A contagem de 

glomérulos escleróticos foi feita a partir de 20 imagens de glomérulos por animal, 

considerando como escleróticos aqueles cuja área ultrapassava a média do 

grupo Sham em mais de 1,5 desvios-padrão. O índice de glomeruloesclerose foi 

calculado pela razão entre o número de glomérulos escleróticos e o número total 

de glomérulos analisados por animal. O volume glomerular foi posteriormente 

calculado utilizando a fórmula específica descrita a seguir.: 

 

        𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑔𝑙𝑜𝑚𝑒𝑟𝑢𝑙𝑎𝑟: 1,5 x 
 1,38 
   
   

1,01 

onde 1,38 representa o coeficiente de forma e 1,01 representa o coeficiente de 

distribuição de tamanho (Giribabu et al., 2017). 
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5.9  DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO PROTEÍCA 
 
 

Para a realização dos ensaios abaixo descritos, a concentração proteica 

de cada amostra foi normalizada utilizando o método colorimétrico de Bradford. 

Inicialmente, foi triturada uma parte do córtex renal com posterior centrifugação 

do homogenato a 4°C à 6000 rpm por 40 minutos, para coleta do sobrenadante 

límpido. Em seguida, 5 μL da amostra foi transferida para uma placa de Elisa, 

juntamente com 200 μL do reagente de Bradford. Além disto, preparou-se uma 

curva padrão de albumina de soro bovino em concentrações 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). Diluições 

da amostra também foram preparadas, para que a melhor absorbância fosse 

escolhida (Adaptado- XV Curso de Verão, Instituto de química, Universidade 

Federal de São Paulo, 2020). 

 

 
5.10 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO 
 

 
5.10.1 Determinação de espécies reativas de oxigênio in situ 

 

 
Os níveis de ERO nos rins foram analisados in situ utilizando a sonda 

dihidroetídeo (DHE, 10 μmol/L), que reage principalmente com o O2
- gerando 

fluorescência vermelha (Wang et al., 2023)(Wang et al., 2023). Para isso, os 

tecidos foram congelados em OCT, cortados em criostato (4 μm) e incubados 

com DHE por 30 minutos em câmara úmida. Após lavagem com PBS, as 

imagens da fluorescência foram capturadas com um microscópio de 

fluorescência a 400x (Leica Imaging Systems Ltda., Cambridge, England). A 

intensidade da fluorescência vermelha foi quantificada com o programa ImageJ, 

analisando 30 campos (120x50) por lâmina (n=5/animal). Os resultados foram 

expressos em unidades arbitrária de intensidade de fluorescência. 
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5.10.2 Avaliação dos níveis de H2O2 

 

O substrato fluorogênico Amplex® Red (#A22188, Invitrogen, Carlsbad, 

CA) foi utilizado para medir a concentração de H2O2 no córtex renal. As amostras 

foram homogeneizadas em solução de Krebs (pH 7,4), seguidas de 

centrifugação a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, 50 μL de cada 

sobrenadante foram incubados no escuro por 30 minutos à temperatura 

ambiente com 50 μL do reagente Amplex® Red. (10 µM). A fluorescência foi 

detectada com o espectrofluorímetro Varian Cary Eclipse (λexcitação= 571 nm, 

λemissão= 585 nm). Os resultados foram expressos como µmol H2O2/mg de 

proteína. (Carda et al., 2015; Do Valle et al., 2021). 

 
5.10.2 Avaliação da atividade tecidual da Superóxido Dismutase 

 
Para avaliar a atividade da SOD, uma porção do córtex renal foi triturado 

em solução PBS (pH 7,4) e centrifugada por 30 minutos a 4°C, a 3000 rpm. O 

sobrenadante (20 µL) foi transferido para tubos identificados e o volume foi 

completado com 230 µL de água destilada. Em seguida, 50 µL de hidroxilamina 

(0,1M), 100 µL de hipoxantina (0,1M) e 100 µL de xantina oxidase foram 

pipetados na solução. Essa mistura foi incubada em banho-maria a 37°C, no 

escuro, por 30 minutos. Após a incubação, foi adicionada 1mL da solução de 

ácido sulfanílico (0,12g), α-naftilenodiamina (0,002g) e ácido acético (25mL) por 

20 minutos em ambiente escuro. A absorbância da amostra foi medida a 550 nm, 

com o aparelho calibrado usando o branco. Neste ensaio, o O2
- gerado pela ação 

da Xantina oxidase sobre a hipoxantina reage com a hidroxilamina formando íons 

nítricos, que, por sua vez, reagem com o ácido sulfanílico e a α-naftilenodiamina, 

produzindo um produto colorido cuja intensidade é proporcional à quantidade de 

O2
-• produzido. Os resultados foram expressos em U/mg de proteína, na qual 1 

U corresponde à atividade da enzima capaz de inibir 50% da reação (Yanagui, 

1984). (Oyanagui, 1984). 
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5.10.3 Avaliação da atividade da Catalase 
 
 

Para determinar a velocidade de decomposição da Catalase no tecido 

renal, homogeneizou-se parte do córtex renal com 300 µL PBS (pH 7,4) com 

posterior centrifugação por 30 min à 4°C a 3000 rpm. Então, foi adicionado 1 µL 

do sobrenadante límpido a 1699 µL de PBS e 300 µL de peróxido de hidrogênio 

(100mM) em cubeta de quartzo com agitador magnético. Imediatamente após a 

adição dos reagentes, a velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio 

foi monitorada durante 60 segundos. Para os cálculos, a absorbância final foi 

subtraída da absorbância inicial, expressando os resultados em unidades 

CAT/mg de proteína (Aebi, 1984). 

 

 
5.10.4   Avaliação dos níveis de Glutationa reduzida 

 
 
O córtex renal dos animais foi triturado em tampão fosfato (PBS pH 7,4), 

seguido de centrifugação por 30 min à 4°C a 3000 rpm. Os sobrenadantes foram 

utilizados para o ensaio. Para verificar os níveis da glutationa reduzida no tecido 

renal, 100 µL do homogenato foi adicionado a 100 µL de ácido tricloroacético 

(0,0125%), que permaneceu no gelo por 30 minutos e foi centrifugado a 3000 

rpm durante 15 minutos a 4°C. Após, 100 µL da amostra com 200 µL de Tampão 

Tris pH 8,0 (0,4M) e 5 μL de Ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) (10mM) foi 

adicionado em placas de Elisa. Quando o ácido entrou em contato com o grupo 

SH – tiol dos grupos sulfidrílicos, uma coloração amarelada foi produzida e lida 

em espectrofotômetro a 415 nm. Dividiu-se então, o valor encontrado pela 

concentração de proteína, expressando os resultados em GSH/mg de proteína 

(Simplicio et al., 2015). 

 
5.10.5   Avaliação da peroxidação lipídica 

 
 
O MDA tem sido amplamente utilizado em pesquisas como marcador de 

peroxidação lipídica devido à sua fácil reação com o ácido tiobarbitúrico (TBA). 

A reação leva à formação de MDA-TBA 2, um conjugado que absorve no 

espectro visível em 540 nm e produz uma cor vermelho-rosa (Aguilar Diaz De 
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Leon & Borges, 2020). Para a avaliação do TBARS, utilizou-se o córtex renal 

triturado e centrifugado, 3000 rpm por 10 minutos a 4°C, com tampão de lise (1 

ml de PBS 10x; 0,1 ml de igepal; 0,05 g de deoxicolato de sódio; 0,1 ml de dodecil 

sulfato de sódio (SDS) 10%; água destilada qsp 10 ml; 4 μL de fluoreto de 

fenilmetanossulfonil e 5 μL do inibidor de protease). Em seguida, 150 µL de 

amostra foram misturados com 25 µL de solução SDS 8,1%, e 1mL reagente de 

cor (ácido acético, NaOH e TBA 0,6%). A solução foi incubada em banho maria 

à 100°C por 1 hora. Logo após, as amostras foram resfriadas em banho de gelo 

por 10 min, a fim de parar a reação. A seguir, as amostras foram centrifugadas 

por 10 min à 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 

proteína presente nas amostras. Os resultados foram expressos como nmol/mg 

proteína (TBARS assay Kit, Cayman Chemical Company MODIFICADO). 

 
5.11 ZIMOGRAFIA EM GEL 

 
A MMP-2 presentes no córtex renal, foram quantificadas por meio da 

técnica de Zimografia em gel. Parte do córtex renal foi triturado e homogeneizado 

em tampão de extração (tampão CaCl2 10 mM, tris-HCl 50 mM, pH 7,4; contendo 

os inibidores de proteases NaF 50 mM, Ortov 50 mM, fenantrolina 20 mM; 

seguindo a seguinte proporção: 20 μL NaF, 20 μL Ortov, 50 μL fenantrolina para 910 

μL de tampão). O homogenato foi centrifugado, e o sobrenadante coletado. A 

concentração de proteínas foi determinada utilizando o método de Bradford, 

descrito previamente. 

A partir disso, foi calculado o volume correspondente a 25 μg de proteína, 

que foi transferido para tubos identificados e misturado com tampão de amostra 

não redutor 2x. Para a técnica, foram preparados o gel de separação 10% (7,308 

mL água destilada; 3,75 mL da solução 40% acrilamida/bisacrilamida; 3,75 mL 

de tampão tris Cl/SDS 4X pH 8,8; 0,188 μL de gelatina; 100 μL de persulfato de 

amônio; 20 μL de TEMED) e o gel de empilhamento 3,9% (3,212 mL de água 

destilada; 0,488 μL da solução 40% acrilamida/bisacrilamida; 1,25 mL de tampão 

tris Cl/SDS 4X pH 6,8; 50 μL de persulfato de amônio; 10 μL de TEMED). As 

amostras previamente preparadas foram pipetadas nos géis inserindo junto a 

estes géis os pentes para a formação de poços. Antes de aplicar as amostras no 
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gel, elas foram colocadas em banho-maria por 15 minutos a 37˚C. Após a corrida 

de eletroforese, os géis foram submetidos a banhos de Triton a 2% para remover 

o SDS presente, pois este mantém as enzimas desnaturadas ao expor seus 

sítios ativos. Em seguida, os géis foram incubados em solução de Tris-CaCl2 50 

mM por 24 horas para promover a renaturação das enzimas ativação enzimática. 

Posteriormente, os géis foram fixados e corados com solução de Coomassie 

Blue 0,05% por 1,5 horas. Para visualizar as bandas formadas, os géis passaram 

por um processo de descoloração com solução de metanol (30%) e ácido acético 

(10%), trocando o descorante em três 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 quantificação das bandas foi realizada utilizando 

o software Image J (Castro et al., 2008; Ceron et al., 2010; Rizzi et al., 2019b). 

 
5.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

Os resultados obtidos nesse estudo foram analisados com ANOVA de duas 

(análise de variância) pós-teste de Sidak’s ou uma análise de uma via. Foram 

considerados estatisticamente diferentes, valores com p<0,05. Os gráficos foram 

representados com média ± erro padrão da média. 
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6 RESULTADOS 
 
 
6.1 AVALIAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA 

 
A partir da segunda semana pós-cirurgia, os animais do grupo 2R1C 

apresentaram hipertensão (p<0,05) (Figura 4). Apenas o tratamento com NS (15 

mg/kg/dia) atenuou a pressão arterial em comparação ao grupo hipertenso 

(p<0,05). 

Figura 4 - Pressão arterial sistólica 
(mmHg). 
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Fonte: Elaborada pela autora (2024). 
Legenda: Pressão arterial sistólica (mmHg) de ratos Wistar Sham e 2R1C que 

receberam NS em diferentes doses, por um período 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  EVOLUÇÃO PONDERAL DOS RATOS 

 
Conforme ilustrado na Figura 5, não foram observadas diferenças 

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   AVALIAÇÃO DO PESO DOS RINS 
 
 

Conforme apresentado na Figura 6, foi observado um aumento 

significativo no peso do rim direito (g) no grupo hipertenso em comparação 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 redução significativa no 

peso em relação aos dos grupos Sham (p<0,05). 
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Figura 6- Peso do rim (g) 

 

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 período 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 período 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   DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES PLASMÁTICAS DE 
NITRITO 

 
 

As concentrações plasmáticas 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. Não foi detectado 

aumento de NS plasmático no grupo hipertenso tratado com 1 mg/kg/dia de NS 

(p>0,05). 
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Figura 7 - Níveis de Nitrito (µmol/L) plasmáticos. 

 

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   AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO RENAL 

 
Os animais hipertensos apresentaram um aumento significativo nos 

níveis de ureia e creatinina plasmática (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 não teve efeito 

significativo. 



43 
 

Figura 8 - Ureia e creatinina plasmática (mg/dL). 
 

Fonte: Elaborado pela Autora (2025). 
Legenda: (A) Níveis de ureia (mg/dL) dosados no plasma de ratos Wistar Sham 

e 2R1C que receberam Nitrito em diferentes doses, por um período 
de 4 semanas. *p<0,05 versus grupos Sham e Sham Nitrito; #p<0,05 
versus grupo 2R1C (B) Creatinina plasmática (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, não foram observadas diferenças 

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

 
Fonte: Elaborada pela Autora. 
Legenda: % de Metemoglobina no sangue de ratos Wistar Sham tratados com 

água 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  HEMATÓCRITO 

 
A análise de grupos não mostrou diferença significativa no hematócrito 

dos animais Sham e tratados com NS, conforme observado na Figura 10. 

 
Figura 10 - Hematócrito 

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2025) 
Legenda: Hematócrito de ratos Wistar Sham tratados com Nitrito ou água 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  ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS 

 
A hipertensão provocou alterações estruturais nos rins direito e 

esquerdo, incluindo aumento do volume glomerular e desenvolvimento de 

glomeruloesclerose (p<0,05). Essas modificações 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 inflamatório e deposição de colágeno em ambos os rins dos animais 

hipertensos (p<0,05). O tratamento com NS na maior dosagem, reduziu o 

infiltrado inflamatório no rim contralateral (p<0,05), conforme também 

demonstrado na Figura 11A e B. Quanto a deposição de colágeno, 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. 
A 

 

 

Rim direito 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: Elaborado pela Autora (2025) 
Legenda: Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C tratados com água ou diferentes doses de nitrito por 4 semanas. (A) 

Micrografia de luz dos rins não clipados de ratos Wistar dos grupos Sham e 2R1C, tratados com diferentes doses de 
nitrito por 4 semanas, corados com hematoxilina-eosina. Gráficos representativos da glomeruloesclerose (seta 
preta), volume glomerular e do número de células inflamatórias (seta vermelha) nos rins não clipados. p<0,05 
versus grupos Sham e Sham Nitrito; #p<0,05 versus grupo 2R1C. 
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B 
 
 
 
 
 
 
 

 
Rim esquerdo 

 
 

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2025) 
Legenda: Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C tratados com água 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. Gráficos representativos da glomeruloesclerose (seta 
preta), volume glomerular e do número de células inflamatórias (seta vermelha) nos rins clipados. p<0,05 versus 
grupos Sham e Sham Nitrito; #p<0,05 versus grupo 2R1C. 
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C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: Elaborado pela Autora (2025) 
Legenda: Histologia do rim de ratos Wistar Sham e 2R1C tratados com água ou diferentes doses de nitrito por 4 semanas. (C) 

Micrografia de luz e representação gráfica dos rins e não clipados de ratos Wistar Sham e 2R1C que receberam 
Nitrito em diferentes doses, por um período de 4 semanas corados por Tricrômico de Masson. Representação gráfica 
da glomeruloesclerose, volume glomerular e número de células inflamatórias encontrada em ratos Wistar Sham e 
2R1C que receberam Nitrito em diferentes doses, por um período de 4 semanas. *p<0,05 versus grupo Sham e 
Sham Nitrito. #p<0,05 versus 2R1C. 
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6.9  AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO 

 

6.9.1  Determinação de ERO in situ 

 

Foi observado um aumento na intensidade de fluorescência vermelha no 

grupo Hipertenso, quando comparados aos grupos Sham e Sham NS. Esse 

aumento foi revertido com ambos os tratamentos com NS (Figura12 A e B) 

(p<0,05). 

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

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2025) 
Legenda: Fluorescência de ERO in situ (DHE) nos rins de ratos Wistar 

Sham e 2R1C tratados com nitrito por 4 semana. (A) Fotografias 
representativas do córtex renal (400x) incubados com DHE (B) 
Representação gráfica da intensidade de fluorescência vermelha 
dos produtos da reação do DHE com ERO. Dados expressos em 
média± 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 Avaliação dos níveis de H2O2 no córtex renal 

 
 

Conforme observado na Figura 13, os níveis de H2O2 estavam 

significativamente elevados no grupo hipertenso em ambos os rins. Em relação 

ao tratamento, ambas as doses resultaram em redução significativa desses 

níveis, também em ambos os rins. 

 
Figura 13 - Níveis de H2O2 (U/mg proteína) 

 

 
Fonte: Elaborado pela Autora (2025) 
Legenda: (A) Níveis de H2O2 (U/mg proteína) nos rins direito de ratos 

Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes 
doses, por um período de 4 semanas n=6 animais/grupo. 

*p<0,05 versus Sham e Sham nitrito. #p<0,05 versus grupos 

2R1C. (B) Níveis de H2O2 (U/mg proteína) nos rins esquerdo de 
ratos Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes 
doses, pelo mesmo período. 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 N1: hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C 15: 
hipertenso tratado com 15/mg/kg/dia. 

 

 

6.10 AVALIAÇÃO DO SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMÁTICO 
 
 
6.10.1 Avaliação da atividade da Superóxido 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). 

Já 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 proteína) 

 

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2025). 
Legenda: Atividade da SOD (U/mg proteína) nos rins de ratos Wistar 

Sham e 2R1C tratados com nitrito ou água por 4 semanas (A) 
Atividade da SOD (U/mg proteína) 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 proteína nos rins direitos de ratos Wistar Sham e 
2R1C tratados com nitrito em diferentes doses pelo mesmo 
período. *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 N1: 
hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso 
tratado com 15/mg/kg/dia. 

 

 

6.10.2 Avaliação 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 alteração (Figura 15B). 

 

Figura 15 - Atividade da Catalase (U/mg proteína) 

 

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

Sham e 2R1C, tratados com nitrito por 4 semanas. (A) Atividade 
da Catalase (U/mg proteína) nos rins direito de ratos Wistar 
Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes doses, por 
um período 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 proteína) nos rins esquerdo de ratos Wistar 
Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes doses, por 
um período 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 Avaliação níveis renais de Glutationa reduzida 
 
 

A análise de dados entre grupos evidenciou uma diminuição significativa 

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

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

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

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

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

 
Figura 16 - Níveis de GSH (μg/mg proteína) 

 

 

Fonte: Elaborado pela Autora (2025). 
Legenda: Níveis de GSH (μg/mg proteína) nos rins de ratos Wistar Sham 

e 2R1C, tratados com nitrito por 4 semanas. (A) Níveis de GSH 
(μg/mg proteína) dosados nos rins direito de ratos Wistar Sham 
e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes doses, por um 
período 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) Níveis de GSH (μg/mg proteína) nos rins 
esquerdo de ratos Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito 
em diferentes doses, por um período 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 N1: 
hipertenso tratado com 1mg/kg/dia; 2R1C N15: hipertenso 
tratado com 15/mg/kg/dia. 

 

 

6.11 AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 
 
 

Quanto à peroxidação lipídica, ambos os rins apresentaram aumento 

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

só 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 - Níveis de TBARS (nmol/mg proteina) 

 

 
Fonte: Elaborado pela Autora (2025). 
Legenda: Níveis de TBARS (nmol/mg proteina) nos rins de ratos Wistar 

Sham e 2R1C, tratados com nitrito por 4 semanas. (A) Níveis de 
TBARS (nmol/mg proteina) dosados nos rins direito de ratos 
Wistar Sham e 2R1C, que receberam Nitrito em diferentes 
doses, por um período de 4 semanas. n= 12 animais/grupo. 
*p<0,05 versus grupos Sham, 2R1C Nitrito1 mg/kg/dia. #p<0,05 
versus 2R1C 15mg/kg/dia. (B) Níveis de TBARS (nmol/mg 
proteina) nos rins esquerdo de ratos Wistar Sham e 2R1C, que 
receberam Nitrito em diferentes doses, por um período 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 é 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 hipertensão elevou os níveis 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 níveis da forma de 72 kDa (p<0,05) (Figura 18A-C). 
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Figura 18 - Atividade gelatinolítica da MMP-2 – Rim direito 
 

 

 
Fonte: Elaborado pela Autora (2025). 
Legenda: Atividade gelatinolítica 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 é 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 gelatinolítica da MMP-2 – Rim esquerdo 
 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2025) 
Legenda: Atividade gelatinolítica da MMP-2 por zimografia em tecido 

renal esquerdo de ratos Wistar Sham que receberam Nitrito 
em diferentes doses, por um período 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  DISCUSSÃO 
 

Demonstramos que a hipertensão 2R1C provocou alterações estruturais 

renais, evidenciadas pelo aumento do volume glomerular e pela 

glomeruloesclerose. Esses danos foram acompanhados por maior produção de 

ERO, redução da atividade do sistema antioxidante enzimático, elevação dos 

níveis de MMP-2 e aumento do infiltrado inflamatório no rim contralateral. No rim 

clipado, também observamos aumento de H₂O₂, diminuição ou tendência à 

redução das enzimas antioxidantes, elevação da peroxidação lipídica, maior 

infiltrado inflamatório e intensa deposição de colágeno. O conjunto dessas 

alterações resultou em níveis elevados de ureia e creatinina plasmáticas, 

indicando dano renal funcional. O tratamento dos animais hipertensos com NS 

na dose de 15 mg/kg/dia mostrou-se promissor. Essa intervenção não apenas 

reduziu o estresse oxidativo, como também promoveu melhora histológica do 

tecido renal em ambos os rins. Observamos reversão nos níveis de creatinina e 

ureia, além de redução da expressão de MMP-2, do infiltrado inflamatório e da 

deposição de colágeno no rim contralateral. Por outro lado, a dose de 1 

mg/kg/dia, embora tenha atenuado o estresse oxidativo, não foi eficaz na 

redução da pressão arterial nem na reversão dos danos histológicos observados. 

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos renais do 

tratamento com NS na hipertensão 2R1C. 

No experimento, a hipertensão arterial induzida pela técnica de 2R1C, 

resultou não apenas na elevação, mas também na manutenção de níveis 

elevados de pressão arterial durante todo o período experimental. Em relação 

ao tratamento, observamos que apenas a maior dosagem (15 mg/kg/dia) 

atenuou o quadro hipertensivo. No entanto, os animais continuam com a pressão 

arterial superior à 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 ativação da MMP-2 e a remodelação 

vascular associada à hipertensão. 

Para avaliar se a hipertensão ou o tratamento com NS influenciariam o 

ganho de peso (g) dos animais, esse parâmetro foi avaliado semanalmente. A 

ausência de alteração no ganho de peso corporal observada neste estudo foi 

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

possíveis melhorias na função cardíaca. 

Após o final do protocolo experimental, conforme o esperado, os 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 à sobrecarga funcional, contribui diretamente 

para a glomeruloesclerose. Os glomérulos escleróticos 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, não foi capaz de reverter a 

glomeruloesclerose observada, isso pode justificar a ausência de melhora nos 

níveis de ureia e creatinina plasmática com 1 mg/kg/dia de NSNS. Estudos 

anteriores demonstraram que o rim clipado tornou-se menor devido à 

hipoperfusão (Chaihongsa et al., 2022; J. Cheng et al., 2009; Kobayashi et al., 

1999). A literatura sugere que essa atrofia é resultado de lesão glomerular, 

aumento de deposição de colágeno entre outros eventos, que são características 

de lesões causadas pela estenose da artéria renal esquerda (Kobayashi et al., 

1999). Com a quantificação das lâminas de colágeno, isso foi comprovado. Em 

ambos os rins hipertensos, foi encontrado deposição significativa de colágeno, 

porém em maior quantidade no rim clipado. De modo semelhante, Alam et al., 

(2015) também encontraram aumento da deposição de colágeno em ambos os 

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

Outra característica histopatológica marcante observada no tecido renal 

foi o aumento da infiltração de células inflamatórias 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 o estresse 

oxidativo pode induzir a ativação de vias inflamatórias e favorecer a infiltração 
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de células imunes no parênquima renal, contribuindo para a progressão da 

inflamação crônica nesse modelo (Selim et al., 2021; Shuvo et al., 2025). Essa 

cascata de eventos favorece a morte celular e o início do processo de fibrose, 

alterações também observadas no presente estudo. Quanto ao tratamento, 

apenas a maior dosagem foi eficaz em diminuir. 

Na hipertensão induzida pelo modelo 2R1C, as cargas de volume e 

pressão no rim levam a danos e disfunção renal (Gunst et al., 2019; Sawant & 

Bodhankar, 2016). Esse efeito foi confirmado neste estudo, onde observamos 

aumento dos níveis plasmáticos de ureia e creatinina em animais hipertensos, 

indicando disfunção renal. Esse achado é consistente com Le et al., (2022), que 

relataram elevação 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 

hipertensão por 6 e 4 semanas, respectivamente. No grupo hipertenso tratado 

com 15 mg/kg/dia, os níveis de ureia e creatinina plasmática foram normalizados, 

sugerindo que a dose foi eficaz em reverter os danos provocados pela 

hipertensão na função renal, embora os animais continuem hipertensos quando 

comparado aos controles. Por outro lado, a dose de 1 mg/kg/dia não foi capaz 

de reverter esse parâmetro, indicando ser ineficaz na melhora da função renal. 

Como o NS foi utilizado como tratamento em nossa pesquisa, o próximo 

passo foi medir sua concentração plasmática. Observamos que os níveis 

plasmáticos 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 níveis plasmáticos de NS em ratos Wistar submetidos 

à hipertensão 2R1C e tratados com NS na mesma dose e duração deste estudo. 

Como o NS pode gerar NO, que promove vasodilatação, o aumento plasmático 

observado pode estar relacionado à redução da pressão arterial, favorecendo a 

dilatação dos vasos sanguíneos. 

O modelo 2R1C de hipertensão resulta em uma hipertensão induzida por 

Ang II com aumento do estresse oxidativo (Pereira et al., 2022), com base nisso, 

avaliamos o estresse oxidativo e investigamos os efeitos do NS na modulação 

desse processo. Focando aqui somente nos animais hipertensos, iniciamos 
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avaliando a produção de ERO e as enzimas que compõe o sistema de defesa 

antioxidante enzimático, SOD, CAT e níveis de GSH, responsáveis pela 

dismutação do O₂⁻ em H₂O₂ e, posteriormente, pela conversão deste em 

oxigênio e água, respectivamente. Observamos uma redução na atividade 

enzimática da SOD, CAT e níveis de GSH nos rins contralaterais, e CAT e SOD 

nos rins clipados. Essa diminuição, aliada ao aumento conhecido da atividade 

da NADPH oxidase, ativada pela Ang II, cujos níveis estão elevados neste 

modelo de hipertensão (Alawi et al., 2021a; Nishi et al., 2010; Polizio et al., 2009), 

explica o aumento das ERO e H₂O₂ observado nos animais hipertensos. Outro 

fator que pode contribuir para os níveis elevados de ERO, mesmo com a 

atividade reduzida da CAT, é o aumento da atividade da enzima XOR, que 

também é ativada pela Ang II. Quando regulada positivamente, ela aumenta a 

produção dessas ERO, e o tratamento de ratos 2R1C com inibidor da XOR, 

promoveu melhora no sistema de defesa antioxidante enzimático, indicando que 

essa enzima pode contribuir para o desequilíbrio redox encontrado na 

hipertensão 2R1C (Higashi et al., 2014; Shuvo et al., 2025). Corroborando 

nossos resultados, diferentes estudos encontraram, neste modelo de 

hipertensão, uma redução no sistema de defesa antioxidante enzimático, 

acompanhada por um aumento na produção de ERO (Alawi et al., 2021b; Nishi 

et al., 2010). 

Embora os mecanismos exatos desse efeito ainda não sejam 

completamente compreendidos, estudos sugerem que o NS reduz a atividade da 

NADPH oxidase, reduzindo assim a formação 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 formação de ERO renal, conforme avaliado pelas técnicas de DHE 

e Amplex Red. Resultado semelhante foi encontrado por (Rizzi et al., 2019a) que 

encontraram diminuição dos níveis 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 enzimático, no rim contralateral 

encontramos aumento da atividade da CAT e níveis de GSH, que provavelmente 

contribuíram para a diminuição de H2O2 antes aumentada pela hipertensão. Já 

nos rins estenóticos, 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 níveis de H2O2, eliminando a necessidade 

de maior atividade da GPX (consequentemente dos níveis de GSH) que é menos 

abundante no rim. A melhora na defesa antioxidante enzimática em ambos os 

rins, comparados aos rins hipertensos, pode ajudar a explicar a diminuição dos 

níveis de ERO encontrada nestes animais. 

O O2
- altamente reativo, reage com NO para formar OONO-, que, por sua 

vez, promove a peroxidação lipídica. No grupo hipertenso, o excesso de O2
- 

favorece essa reação, aumentando o estresse oxidativo. Ao analisar essa 

interação nos grupos experimentais, observamos níveis elevados de MDA, 

marcador de peroxidação lipídica, em ambos os rins dos animais hipertensos. 

Thongsepee et al., (2024) também encontraram aumento de MDA em ambos os 

rins de ratos com 4 semanas de HR pelo modelo 2R1C. O tratamento com NSNS 

(15 mg/kg/dia) reduziu os níveis de MDA especificamente nos rins direitos, 

sugerindo uma diminuição nos danos oxidativos às membranas celulares neste 

rim. Esse efeito era esperado, pois a redução dos níveis de ERO, 

consequentemente de O2
- observado neste grupo, diminui sua interação com o 

NO, aumentando a biodisponibilidade deste último. Essa maior disponibilidade 

de NO favorece o vasorelaxamento e contribui para a proteção tecidual contra o 

estresse oxidativo. Esse processo contribuiu para a redução da pressão arterial 

observada. Ainda, um estudo realizado por Guimarães et al., (2018) avaliou o 

efeito do NS (1 e 15 mg/kg/dia) em ratos hipertensos 2R1C na reversão da 

hipertrofia cardíaca e observou uma redução nos níveis de MDA no coração 

apenas com a maior dosagem (15 mg/kg/dia). De forma semelhante ao nosso 

estudo, a dose de 1 mg/kg/dia não foi eficaz na diminuição dos níveis de MDA 

no tecido cardíaco. 

O aumento do estresse oxidativo desempenha um papel importante na 

ativação da MMP-2 (Liu & Staruschenko, 2023). Além disso, níveis elevados de 

MMP-2 nos rins estão associados a danos na estrutura e comprometimento 

dafunção renal (Z. Cheng et al., 2017). Com a hipótese de inibir esses efeitos 

com o uso do NS, avaliamos os níveis de MMP renal utilizando a zimografia em 

gel. Observamos aumento da isoformas da MMP-2 no rim direito dos animais 

hipertensos. O aumento da formação de ERO, que pode ser observado nos 
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animais hipertensos neste modelo, ativa a MMP por meio da oxidação de um 

resíduo de cisteína na porção pró-peptídeo da enzima que desencadeia a 

atividade gelatinolítica 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 níveis de MMP-2 em ratos com 

hipertensão sensível ao sal, enquanto investigavam o papel dessa MMP no 

desenvolvimento de lesões renais nesse modelo. No rim contralateral, o 

tratamento com NS foi capaz de reverter o 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 diminuição do estresse oxidativo 

observado em ambos os tratamentos com NS. 

Estudos indicam que as MMPs regulam o desenvolvimento e a 

remodelação tecidual, com expressão e função no rim variando conforme a 

patologia e o estágio da doença (Z. Cheng et al., 2017; Parrish, 2017; Wozniak 

et al., 2021). No início da fibrose renal, a MMP-2 promove a deposição de matriz 

extracelular (MEC) e acelera a progressão do processo fibrótico, enquanto em 

estágios avançados sua atividade diminui, dificultando a degradação da MEC e 

a reversão da fibrose (Wozniak et al., 2021). Esse declínio pode estar associado 

a hipóxia e à endocitose, que também modulam a expressão de reguladores da 

MMP-2 (Z. Cheng et al., 2018; Ronco et al., 2007). No rim clipado, a presença 

de hipóxia é bem estabelecida, o que pode ter influenciado os resultados 

observados em nosso estudo. Como a fibrose se desenvolve progressivamente, 

é possível que tenhamos analisado uma fase na qual a atividade da MMP-2 já 

se encontra reduzida, mas sem uma diferença significativa nos níveis 

detectáveis. Após a quantificação das lâminas coradas com Tricrômico de 

Masson, observou-se aumento da deposição de colágeno no rim clipado, mesmo 

na ausência de alteração significativa nos níveis detectáveis de MMP-2. Esses 

achados sugerem que, no estágio avaliado, a atividade da MMP-2 se encontra 

reduzida, contribuindo para a progressão da fibrose. Além disso, o tratamento 
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com NS não foi capaz de reverter esse padrão, o que pode estar relacionado ao 

estágio da fibrose no momento da intervenção, sugerindo uma limitação de sua 

eficácia em fases mais tardias do processo fibrótico. 

Este estudo avaliou a toxicidade do NS nas dosagens de 1 mg/kg/dia e 15 

mg/kg/dia, considerando sua importância como agente terapêutico e seu 

potencial tóxico em doses inadequadas. Embora os níveis de metemoglobina 

tenham tido tendência ao aumento nos grupos tratados, eles permaneceram 

abaixo de 0,49 ± 0,18%, valor de referência estabelecido por De Moraes e 

colaboradores., (2008) indicando que, apesar do aumento, os níveis não 

ultrapassaram o limite considerado na literatura. A literatura cita uma dose letal 

média (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 

administração diária de 15 mg/kg durante um período de 4 semanas. A dose 

aguda máxima utilizada em nosso estudo é significativamente menor 

(aproximadamente 6,67 vezes) que a DL50 aguda, indicando uma margem de 

segurança considerável para a toxicidade imediata. Essa abordagem de 

administração repetida em baixa dose visa explorar os benefícios terapêuticos 

potenciais, como a redução da pressão arterial, ao longo do tempo, minimizando 

os riscos associados à toxicidade aguda. Estudos prévios com administração 

oral, inalatória ou intramuscular de doses menores que 20 mg/kg mostraram que 

níveis 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 CONCLUSÃO 
 

 
Nosso trabalho sugere que a hipótese inicial foi parcialmente refutada. 

Observamos que, embora a hipertensão tenha provocado alterações 

morfológicas e funcionais nos rins de ratos Wistar, a menor dose de 1 mg/kg/dia 

não foi capaz de reduzir significativamente a pressão arterial, como inicialmente 

proposto. No entanto, essa dose apresentou efeitos benéficos importantes, como 

a melhora da defesa antioxidante enzimática e a atenuação do estresse 

oxidativo. Por outro lado, a dose de 15 mg/kg demonstrou melhores resultados, 

reduzindo a pressão arterial e atenuando as alterações histológicas renais, com 

diminuição do infiltrado inflamatório e da deposição de colágeno no rim 

contralateral ao clipe, além da redução dos níveis de MMP-2 e da melhora da 

função renal. 
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10  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 
Esta tese adotou uma abordagem translacional para investigar o potencial 

terapêutico do NS no contexto da hipertensão arterial, com ênfase em formas 

secundárias e graves da doença, como a HR e a HP. Os dados obtidos 

permitiram uma análise integrada dos efeitos moleculares e fisiológicos do NS 

em modelo animal, bem como uma avaliação abrangente das evidências 

clínicas disponíveis até o momento. 

O estudo experimental demonstrou que o NS exerce efeitos benéficos 

dose-dependentes em ratos com HR, com a dose mais alta promovendo 

redução da pressão arterial e melhora da função e morfologia renal. Já a 

revisão de escopo indicou que, embora existam dados clínicos promissores 

sobre o uso do NS em hipertensão sistêmica e pulmonar, a falta de estudos 

robustos ainda limita sua aplicação, sendo necessário aprofundar a 

investigação sobre sua eficácia e segurança a longo prazo. 

Em conjunto, os achados desta tese reforçam o potencial do NS como 

uma estratégia terapêutica alternativa para condições hipertensivas associadas 

à disfunção endotelial e à baixa biodisponibilidade de NO. No entanto, também 

evidenciam a necessidade de mais estudos, tanto experimentais quanto 

clínicos, que explorem diferentes regimes de dose, vias de administração e 

populações-alvo, com atenção especial aos desfechos de segurança e à 

eficácia em longo prazo. 

Assim, esta tese contribui para o avanço do conhecimento sobre o uso do 

NS em doenças hipertensivas, ao mesmo tempo em que destaca as lacunas 

que ainda precisam ser preenchidas para sua eventual incorporação segura e 

eficazna prática clínica. 
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ANEXO A  

 

Documento de aprovação do protocolo experimental pela CEUA da Universidade 

de Ribeirão Preto, parecer 007/2020 
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ANEXO B 

 

Documento de aprovação do protocolo experimental pela CEUA da Universidade 

Federal de Alfenas, número 0015/2023. 
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