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1. INTRODUGAO

O endotélio vascular, que reveste o interior dos vasos sanguineos,
desempenha um papel fundamental na manutengdo da saude cardiovascular
(Deanfield et al. (2007)). Uma de suas fungdes mais importantes é a produgao de
oxido nitrico (NO), uma molécula que atua como vasodilatador, ajudando a
regular o fluxo sanguineo, a pressao arterial e a prevenir processos inflamatorios
(Palmer et al. (1987); (Forstermann; Sessa (2012)). Portanto, a reducéo da
disponibilidade de NO é vista como uma causa-chave de disfuncdo endotelial,
especialmente em grandes vasos sanguineos.

A busca por estratégias naturais para melhorar a saude cardiovascular tem
ganhado atencdo crescente na pesquisa cientifica. Entre elas, destaca-se o
consumo de suco de beterraba devido ao seu alto teor de nitrato, que pode
promover a produ¢do de NO (Lundberg et al. (2011)). O nitrato presente na dieta
pode aumentar a disponibilidade de NO por meio da via nitrato—nitrito—NO (Kapil
V, et al. (2010)). Nesse processo, o nitrato € convertido em nitrito por bactérias na
cavidade oral e, posteriormente, transformado em NO por certas proteinas e
enzimas, como a deoxiemoglobina e a xantina oxidorredutase (Lundberg;
Weitzberg (2013)).

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
suplementacdo com suco de beterraba sobre a reatividade vascular de ratos
Wistar sadios, buscando compreender melhor os potenciais beneficios dessa
intervengao natural para a saude vascular.

2. METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pela comissdo de ética e uso de animais da UFPel
(CEUA 047712/2023-4).

Foram utilizados 12 ratos Wistar machos e fémeas (+60 dias) provenientes
do Biotério Central da UFPel, divididos em dois grupos experimentais: (1)
Controle (CTRL) - ratos que receberam agua ad libitum; (2) beterraba (BRJ) -
ratos suplementados com BRJ (1 mmol/kg de extrato). O extrato de beterraba foi
diluido em agua milli-Q e substituido pelas mamadeiras de agua. As solugdes
eram trocadas todos os dias, e a suplementacgao foi mantida por 4 semanas. Apds
esse periodo, os ratos foram devidamente eutanasiados para coleta de sangue, e
retirada cuidadosa da artéria aorta que, apds serem limpas do tecido adiposo,
foram seccionadas transversalmente em aneis de aproximadamente 3 mm. Os
aneis foram entdo fixados em ganchos de ago inoxidavel a alavanca de um
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transdutor de deslocamento de forga (TIM-100, AVS) e mantidos em solugdo de
Krebs-Henseleit (37°C, pH 7,4) e aerados continuamente com carbogénio (O:2
95% e CO2 5%). Uma vez fixados no aparelho e estabilizados por 30 minutos, os
vasos foram testados quanto sua capacidade contratii e de relaxamento. O
experimento foi dividido em trés momentos: basal, isquemia e reperfusio.

Apds a estabilizac&o, a fenilefrina (1 uM; Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) foi adicionada ao banho de 6rgao para induzir pré-contragdes. Quando as
contragdes atingiram uma estabilidade (em média 15-30min), foi administrado
doses crescentes de acetilcolina a cada dois minutos (ACh, 10°~10+; FUJIFILM
WAKO Pure Chemical Co.). Apds o protocolo basal, foi realizado a isquemia de
trés horas. Para isso, utilizou-se solugado de Krebs modificada, sem glicose e sem
aeragdo com carbogénio. Essa solugao foi trocada a cada hora durante o tempo
de trés horas, para renovagao do meio.

Por fim, o vaso foi submetido a 30 minutos de reperfuséo, durante os quais
a solugéo padrao de Krebs foi reintroduzida e o carbogénio foi aberto. Apos esse
periodo, as curvas de pré-contracdo e de acetilcolina foram novamente
realizadas.

Em alguns casos, o mesmo procedimento descrito acima foi conduzido na
presenca de Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 yM; Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd.), um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase.

Posteriormente, com amostras de sangue desses animais, analise de
nitrato e nitrito foram realizadas no soro conforme descrito anteriormente por
(Pinheiro et al. (2024)). Em resumo, para analise de nitrato 150 uL de soro foram
adicionados a um microtubo de 1,5 mL com 150 uL de acetonitrila. A mistura foi
vortexada por 30s e depois centrifugada a 14.000g a 25°C por 10 min. Em
seguida, o sobrenadante foi transferido, acrescentados 150 yL de fase mével (5
mM hidréxido de tetrametilaménio, em pH 2,5), e a mistura foi agitada por 30 s.
Por fim, 150 yL foram injetados no sistema HPLC (Model LC-20AProminence,
Shimadzu, Toéquio, Japao). Para analise de nitrito 100 pyL de soro foram
adicionados a 100 uL de agua Mili-Q e 600 yL de metanol. A mistura foi agitada
por 30 s e depois centrifugada a 10.000g a 25°C por 10 min. Apods transferidos
200 L do sobrenadante, foram adicionados 20 uL de solug¢ao de 316 uM de 2,3-
diaminénaphthaleno, agitada por 30 s e colocada em banho-maria a 24°C por 10
min. Imediatamente, 10 pL de solucdo de hidréoxido de sodio 2,8 M foram
adicionados. Misturado novamente no vortex, e finalmente 150 pL foram injetados
no sistema HPLC (Prominence, Shimadzu, Téquio, Japao).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O relaxamento induzido pela Ach foi significativamente maior no grupo BRJ
do que o grupo CTRL no protocolo basal, mas sem diferenga significativa nos
protocolos de isquemia e reperfusdo. Essa resposta vasodilatadora a Ach foi
abolida quando os aneis de aorta foram incubados previamente com L-NAME.

A concentracao de nitrito no soro do grupo BRJ foi significativamente maior
quando comparado ao CTRL, mas ndo observamos variagdes significativas na
concentracéo de nitrato (Figura 1).
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Nossos achados mostram uma melhora no relaxamento vascular dependente do
endotélio, sugerindo que a suplementacdo com BRJ pode ser benéfica para
prevenir e/ou tratar disturbios cardiovasculares. Essa resposta parece estar
relacionada ao aumento da concentragdo de nitrito no soro, um precursor de
oxido nitrico (NO), potente molécula vasodilatadora. Contudo, apds isquemia e
reperfusdo, essa diferenga nao foi mantida, indicando que o efeito do BRJ pode
ser mais evidente em condicdes de repouso ou basal. Nossos resultados
corroboram os achados de (Webb et al. (2008)) que mostraram que a ingestao de
nitratos pode levar a uma redugao rapida na pressao arterial devido a conversao
eficiente de nitrato em NO. Somado a isso, nossos resultados vao ao encontro do
trabalho de (Lundberg et al. (2011)) que destacaram a importéncia do ciclo nitrato-
nitrito-NO sobre a regulagado da vasodilatagédo e a protegcéo vascular.
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Figura 1: Concentracdo de nitrito (a) e nitrato (b) no soro de ratos Wistar.
*diferenca entre BRJ e CTRL. BRJ, suco de beterraba; CTRL, grupo Controle. p <
0,05.

4. CONCLUSOES

Em suma, nossos resultados sugerem que a suplementagdo com suco de
beterraba foi capaz de aumentar a capacidade vasodilatadora e os niveis de
nitrito em ratos Wistar saudaveis. Esses achados contribuem para a compreensao
dos efeitos do BRJ na saude vascular e podem abrir caminhos para futuras
pesquisas, especialmente em modelos de disfuncdo endotelial ou doengas
cardiovasculares.
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