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RESUMO 

 

O óxido nítrico (NO) é um mediador biológico que atua como molécula chave em 

muitos processos fisiopatológicos, como a regulação do tônus vascular, 

neurotransmissão, aprendizado, memória, dentre outros. Por causa de sua 

importância e envolvimento nos mecanismos fisiológicos e patológicos, a sua 

regulação e síntese têm sido extensivamente estudadas. A inibição crônica do NO 

por administração via oral do inibidor inespecífico da NO-sintase, a nitro-L-arginina 

metil éster (L-NAME) resulta em cardiopatia hipertensiva em ratos. A hipertensão 

renovascular [dois rins e um clipe (2R1C)] e o diabetes melito (DM) associadas, 

induzem a anormalidades morfológicas semelhantes às descritas no modelo de 

cardiomiopatia induzida por L-NAME em ratos, mas seus efeitos hemodinâmicos 

ainda são controversos. O presente estudo avaliou a função cardíaca e vascular 

nestes dois modelos de cardiomiopatia após oito semanas de tratamento. Foram 

utilizados ratos Wistar, divididos em 5 Grupos: Grupo Controle; Grupo L-NAME: 

60mg/kg/dia de L-NAME; Grupo 2R1C: com estenose cirúrgica de artéria renal para 

indução de hipertensão arterial renovascular; Grupo DM: animais que receberam 

estreptozotocina (60 mg/kg intra-venoso), Grupo 2R1C+DM: animais submetidos à 

cirurgia para indução de hipertensão arterial renovascular e que receberam 

estreptozotocina. Foram avaliados os seguintes parâmetros: pressão arterial média 

(PAM), débito cardíaco (DC), resistência vascular periférica total (RVPT), dP/dt 

positivo e dP/dt negativo em coração isolado. Em todos os grupos foram encontrados 

aumento na PAM, RVPT e redução do DC depois de oito semanas em relação ao 

Grupo Controle. Os grupos L-NAME e 2R1C+DM apresentaram aumento na PAM 

(175,4±29,7 e 158,7±16,7 mmHg, respectivamente) e redução do DC após a oitava 

semana. A RVPT aumentou em ambos os grupos. Uma diminuição da dP/dt positiva  

foi observada no grupo 2R1C+DM (1895±98 mmHg/s, p<0,05) vs. Grupo Controle 

(2534±120 mmHg/s, p<0,05). A dP/dt negativa diminuiu nos grupos L-NAME e 

2R1C+DM vs. Grupo Controle (1490±104 e 1460±94 mmHg/s, respectivamente vs. 

2080±92 mmHg/s, p<0,05). O presente estudo demonstrou que, apesar das 

semelhanças morfológicas entre os grupos 2R1C+DM e L-NAME, este último não 

mimetiza as alterações hemodinâmicas dos modelos diabético-hipertenso 

renovascular associados em ratos. 

Palavras chave: Hipertensão, Cardiomiopatias, Hemodinâmica. 
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ABSTRACT 
 
 

Nitric oxide (NO) is a biological mediator that acts as a key molecule in many 

pathophysiological processes such as regulation of vascular tone, neurotransmission, 

learning, memory, and others. Because of its importance and involvement in 

physiological and pathological mechanisms, its regulation and synthesis have been 

extensively studied. Inhibition of NO by chronic oral administration of the nonspecific 

inhibitor of NO-synthase, the nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) results in 

hypertensive cardiomyopathy in rats. The renovascular hypertension [two kidneys 

and clip (2K1C)] and diabetes mellitus (DM) associated induce morphological 

abnormalities similar to those described in the model of cardiomyopathy induced by 

L-NAME in rats, but its hemodynamic effects are still controversial. This study 

evaluated the cardiac and vascular function in these two models of cardiomyopathy 

after eight weeks of treatment. We evaluate the following parameters: mean arterial 

pressure (MAP), cardiac output (CO), total total peripheral vascular resistance 

(TPVR), positive and negative dP/dt in isolated heart. In all groups were observed 

increased MAP, TPVR and reduced DC after eight weeks in the control group. Wistar 

rats were divided into the following groups: Control; L-NAME: 60mg/kg/day; 

2K1C+DM: streptozotocin (60 mg/kg) and one renal artery clipped. The following 

parameters were measured: mean arterial pressure (MAP), heart rate, cardiac output 

(CO) and total peripheral vascular resistance (TPVR). Positive and negative dP/dt 

was also evaluated in an isolated heart. L-NAME and 2K1C+DM groups had 

increased MAP (175.4±29.7 and 158.7±16.7 mmHg, respectively) and reduced CO 

after the 8th week. TPVR was increased in both groups. A decrease in positive dP/dt 

was found in the 2K1C+DM (1895±98 mmHg/s, p<0.05) vs. Control group (2534±120 

mmHg/s, p< 0.05). Negative dP/dt was decreased in the L-NAME and 2K1C+DM 

groups vs. Control group (1490±104 and 1460±94 mmHg/s, respectively vs. 2080±92 

mmHg/s, p<0.05). Decrease in positive dP/dt 2R1C+DM group compared to Control. 

The negative dP/dt decreased in L-NAME and 2R1C+DM groups. This study 

demonstrated that despite the morphological similarities between 2K1C+DM and L-

NAME groups; the L-NAME group did not mimics the hemodynamic changes in 

hypertension-diabetic- renovascular model associated in rats. 

 
Keywords: Hypertension; Cardiomyopathy; Hemodynamics 
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1.1  Óxido Nítrico 

O óxido nítrico (NO) é um mediador biológico multifuncional que serve 

como molécula chave em muitos processos fisiopatológicos, como a regulação do 

tônus vascular(Moncada et al., 1991; Gross e Wolin, 1995; Corbin e Francis, 1999), 

neurotransmissão (Salt  et al., 2000), aprendizado e memória (Qiang et al., 1997). 

Seu baixo peso molecular e rápida difusão são propriedades que eliminam a 

necessidade de receptor ou presença de enzimas proteolíticas para sua sinalização. 

Em altas concentrações, o NO é também um agente citotóxico, envolvido em 

diversas condições críticas, participando desde doenças agudas como choque 

séptico (Titheradge, 1999) e derrame cerebral (Iadecola, 1997) à transtornos 

degenerativos de longo prazo como esclerose múltipla (Kroncke  et al., 1998) e 

processos carcinogênicos (Tamir e Tannenbaum, 1996) Por causa de sua 

importância e envolvimento nos mecanismos fisiológicos e patológicos, sua 

regulação e síntese têm sido tão extensivamente estudados.  

1.1.1 Síntese de Óxido Nítrico 

A formação de NO ocorre em células endoteliais em resposta a agonistas 

tais como acetilcolina, histamina, ou bradicinina (Forstermann  et al., 1986). Sua 

síntese se dá a partir da clivagem do terminal nitrogênio-guanidina do aminoácido L-

arginina (Palmer  et al., 1988), tendo também sua enzima arginase como regulador 

da síntese de NO (Willian et al., 2007) onde o produto intermediário a NG-hidroxi-L-

arginina,  é convertida em L-citrulina, em uma reação catalizada pela enzima óxido 

nítrico sintase (NOS) (Hemmens e Mayer, 1998), com a presença de vários co-

fatores como oxigênio (O2), nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fostato-hidrogênio 

(NADPH) e cálcio (dependendo do tipo de NOS), com conseqüente liberação de NO 

(Moncada et al., 1988) (Figura 1). 

Há três isoformas de NOS: a NOS endotelial (eNOS), a NOS neuronal 

(nNOS) e a NOS induzível (iNOS). A eNOS e a nNOS são isoformas expressas 
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constitutivamente nas células endoteliais vasculares e nas células neuronais, 

respectivamente. Estas isoformas dependem do complexo Ca++/calmodulina para 

produzirem NO, liberando-o em baixas concentrações (ηM) e em condições 

fisiológicas. Já a iNOS é uma isoforma induzível, sua expressão é dependente de 

estímulo imunológico ou inflamatório (p.ex. TNF-α, LPS, Interleucina-2 e Interferon γ) 

podendo ser expressa em uma variedade de células incluindo macrófagos, 

hepatócitos, células do músculo liso vascular e miócito cardíaco. Produz NO em 

condições patológicas e em altas concentrações (µM), por longos períodos (Griffith e 

Stuehr, 1995).  

Embora a iNOS esteja principalmente expressa em células inflamatórias 

após a indução por citocinas e outros mediadores inflamatórios, também está 

presente constitutivamente em alguns tecidos e sua atividade é independente de 

Ca++  (Andrew e Mayer, 1999; Hecker  et al., 1999) . 

 
Figura 1. Reação de síntese de óxido nítrico (NO). 
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1.1.2. Mecanismo de ação 

Após sua síntese no endotélio vascular, o NO, por ser uma molécula de 

pequena dimensão e altamente lipossolúvel, difunde-se para as células do músculo 

liso vascular ativando a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) (Ignarro, 1991; 

Denninger e Marletta, 1999). 

Uma vez ativada, a GCs converte guanosina-tri-fostato (GTP) em 

guanosina-3’,5’-monofosfato cíclica (GMPc), um segundo mensageiro para seus 

diversos efeitos biológicos, dentre os quais o relaxamento da musculatura lisa 

vascular (Waldman e Murad, 1987). (Figura 2) Sua meia-vida é extremamente curta, 

de um a cinco segundos (Clancy et al., 1992; Smith et al., 1992; Kilo et al., 2000). In 

vivo, o NO é rapidamente oxidado a nitrito (NO-
2) e, posteriormente, a nitrato (NO-

3), 

o qual é eliminado na urina (Buga et al., 1991) . 

Muitas células são capazes de sintetizar o NO, e dependendo do local de 

síntese, da quantidade produzida, do tipo de isoenzima envolvida na sua liberação e 

do microambiente onde vai atuar, o NO exerce diferentes ações. Quando pequenas 

quantidades são liberadas nos terminais nervosos, o NO atua como 

neurotransmissor, regulando desde o relaxamento de esfíncteres no sistema 

gastrointestinal até a transmissão de estímulos no sistema nervoso central, em áreas 

como a memória (Fin et al., 1995) ou o olfato (Okere et al., 1996).  

Quantidades similares, porém, se liberadas pelas células endoteliais, 

regulam o relaxamento da musculatura lisa adjacente, explicando a vasodilatação. 

As quantidades maiores produzidas, conseqüentes a uma cadeia de estímulos, 

envolvendo sistema enzimático iNOS, podem ocasionar ou ampliar processos 

inflamatórios em vários órgãos. 

O NO exerce amplo espectro de atividades biológicas in vivo, que são em 

parte dependentes do GMPc (Forstermann et al., 1986; Moncada et al., 1991). Pode 

atuar diretamente em canais de potássio dependentes de cálcio, levando a uma 

hiperpolarização dependente do endotélio nos vasos, que resulta em vasodilatação 

(Bolotina et al., 1994). Além de regular o tônus vascular, o NO modula a adesão 
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leucocitária no endotélio (Kubes et al., 1991), inibe a proliferação celular no músculo 

liso (Garg e Hassid, 1989; Scott-Burden et al., 1992) e a agregação plaquetária 

(Radomski et al., 1987), regula a formação de massa óssea (Armour, et al., 2001), o 

consumo de oxigênio renal (Laycock et al., 1998) e a angiogênese (Lee et al., 1999; 

Ziche e Morbidelli, 2000). 

 

 

Figura 2. Mecanismo de sinalização NO/GMPc no sistema vascular. NO é sintetizado no endotélio 
vascular, través da ação da NOS que é regulada pela formação do complexo Ca/CaM.  A difusão do 
NO para o tecido muscular ativa GCs e uma vez ativado cataliza a formação de GMPc e cascata de 
sinalização que resulta em relaxamento do músculo vascular liso (vasodilatação) (Zhao et al., 1998). 
 

Além dos efeitos do NO mediados pela formação de GMPc, como o 

controle do tônus vascular (Moncada e Higgs, 1993), o NO exerce diversas outras 

funções independentes da formação deste nucleotídeo cíclico (Pfeilschifter et al., 

2001).  

Tais funções incluem: 1- modulação da síntese protéica (Curran et al., 

1991); 2- controle de atividade enzimática (Troy et al., 1996); 3- regulação da 

expressão (ativação ou repressão) de genes para: a) α-actina (Kawada et al., 1996); 
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b) citocinas (Remick e Villarete, 1996); c) fatores de crescimento (Guo  et al., 1998; 

Tsurumi et al., 1997); d) moléculas de adesão (Biffl et al., 1996; Kupatt et al., 1997; 

Lefer e Lefer, 1996); e) proteínas envolvidas em apoptose (Brune et al., 1998; Brune 

et al., 1998); f) receptores (Ichiki et al., 1998; Keh et al., 1996; Michelson et al., 1996; 

Redmond et al., 1996; Usui et al., 1998; Wallace e Booze, 1997); g) enzimas, tais 

como a ciclooxigenase-2 (COX-2) (Amin et al., 1997), citocromo P-450 (Khatsenko, 

1998), metaloproteases de matriz (Lala et al., 1997), superóxido dismutase (Brady et 

al., 1997) e a própria NOS (Chen e Mehta, 1997). 

Alterações atribuídas à atividade ou expressão das NOS e, 

conseqüentemente, na biodisponibilidade de NO têm sido correlacionadas com 

processos patológicos como a hipercolesterolemia e aterosclerose (Blair et al., 1999; 

Kuhlencordt et al., 2001), diabetes (Stockklauser-Farber et al., 2000), insuficiência 

cardíaca (Watanabe et al., 2000), má cicatrização (Lee et al., 1999), hipertensão 

(Panza, 1997), hipertensão pulmonar (Kanno et al., 2001; Lee et al., 2001; Pearson 

et al., 2001) e miocardiopatia hipertensiva (Arnal et al., 1993; Moreno et al., 1996).  

A utilização de análogos da L-arginina em estudos experimentais (Moreno 

et al., 1996; Moreno et al., 1997; Moreno Junior et al., 1994; Ribeiro et al., 1992; 

Zappellini et al., 1997) e clínicos (Bedaria et al., 1994; Dachman et al., 1993), 

promovendo a inibição da produção de NO, constitui importante ferramenta para o 

melhor conhecimento da importância fisiopatológica do NO.  

1.1.3  Inibidores da Síntese de Óxido Nítrico 

Vários compostos análogos à L-arginina, como a Nϖ-monometil-L-arginina 

(L-NMMA) (Rees et al., 1990), a Nϖ-amino-arginina  (L-NAA) (Gross et al., 1990), a 

Nϖ-nitro-L-arginina-metil-éster  (L-NAME) (Moore et al., 1990) e a N-iminoetil-L-

ornitinina (L-NIO) (Mulsch e Busse, 1990) inibem a síntese de NO de forma dose-

dependente através da formação de enantiômeros ópticos. Esses compostos são 

hidrolisados em nitroarginina e competem com a L-arginina pelo sítio enzimático da 

NOS e conseqüentemente inibindo a formação de NO (Pfeiffer et al., 1996). Embora 
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a L-NIO seja aproximadamente cinco vezes mais potente que os demais inibidores, 

do ponto de vista qualitativo não há diferenças entre eles quando avaliados os efeitos 

cardiovasculares. A diversidade de potência desses compostos sobre o tecido 

vascular in vitro e in vivo (Rees et al., 1990) parece ser devida a diferenças quanto à 

captação, distribuição e metabolismo dos mesmos (Moncada et al., 1991).  

Comparadas aos demais inibidores, apenas a L-NMMA e a L-NAME são 

ativas por via oral (Gardiner et al., 1990). L-NAME é uma pró-droga, rapidamente e 

totalmente, hidrolisada em NG–nitro-L-arginina (L-NOARG), o inibidor ativo da NOS 

vivo (Avontuur et al., 1998; Brouillet et al., 1995; Moore et al., 1990; Schwarzacher e 

Raberger, 1992; Tabrizi-Fard e Fung, 1994), que tem uma longa meia-vida 

plasmática de vinte horas (Krejcy et al., 1993). L-NOARG induz a uma inibição 

potente, específica e reversível, da eNOS e nNOS in vivo e in vitro (Gardiner et al., 

1990; Moore et al., 1991; Rees et al., 1990). L-NAME é degrado em L-NOARG por 

um mecanismo que aparentemente não requer metabolismo por enzimas 

microssomais (CYP450), uma vez que essa degradação também ocorre no plasma in 

vitro. Não há outros processos de metabolização, pois L-NOARG é o único 

metabólito detectado na urina. (Brouillet et al., 1995; Tabrizi-Fard e Fung, 1994). 

1.1.4  Inibição Crônica da Síntese de Óxido Nítrico 

Por motivos éticos, desconhecem-se os efeitos tardios dos inibidores da 

síntese de NO em humanos. Em ratos, tem sido demonstrado que a inibição crônica 

da síntese de óxido nítrico pela administração crônica de L-NAME (Palmer et al., 

1988; Palmer et al., 1987; Rees et al., 1989), por 4-6 semanas é um modelo 

complexo e bem estabelecido de hipertensão arterial (Baylis et al., 1992; Ribeiro et 

al., 1992) e miocardiopatia hipertensiva (Arnal et al., 1993; Moreno Junior et al., 

1994; Pechanova et al., 1999). 

É caracterizado por elevação da pressão arterial (PA) de forma severa, 

progressiva e sustentada (Baylis et al., 1992), e pode ser revertida de forma apenas 

parcial pela infusão de L-arginina. Essa hipertensão apresenta-se associada à 

redução na freqüência cardíaca (FC) (Arnal et al., 1993; Ribeiro et al., 1992), no fluxo 
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coronário (Moreno et al., 1997) e débito cardíaco (DC) (Amrani et al., 1992; Jover et 

al., 1993; Kassab et al., 1998), aumento da resistência vascular periférica total 

(RVPT) (Herity et al., 1994; Huang et al., 1995), diminuição do relaxamento vascular 

(Holecyova et al., 1996) e alterações na contratilidade cardíaca (Lewis et al., 1990). 

Além disso, esse modelo experimental apresenta hipertrofia miocárdiaca (Moreno et 

al., 1996), aumento do tamanho cardiomiócito (Numaguchi et al., 1995), 

remodelamento miocárdico e microvascular com fibrose perivascular (Huang et al., 

1995; Li e Schiffrin, 1994), sendo que o índice peso cardíaco/peso corporal e peso 

ventricular esquerdo/peso corporal estão usualmente aumentados (Boger et al., 

1994; Delacretaz et al., 1994; Pechanova e Bernatova, 1996). Alterações histológicas 

consistem em extensas áreas de fibrose e necrose miocárdica, especialmente nas 

regiões do subendocárdio (Moreno et al., 1996) e aumento de colágeno no coração 

(Pechanova et al., 1997). A concentração do GMPc, segundo mensageiro do NO, 

apresenta-se reduzida (Deng et al., 1993). A administração crônica de L-NAME 

também prejudica a função endotelial e aumenta o dano isquêmico em corações de 

camundongos com aterosclerose (Tokuno et al., 2001). Nos rins, o L-NAME, causa 

alterações na hemodinâmica renal e função tubular com necrose fibrinóide 

segmentar nos glomérulos e conseqüente diminuição na filtração glomerular (Adler et 

al., 2001; Ribeiro et al., 1992).  Além disso, o tratamento crônico com L-NAME 

resulta em significante redução no fluxo sangüíneo periférico no coração, pulmão, 

fígado, diafragma, músculo esquelético e rins (Huang et al., 1995).  

Além das alterações hemodinâmicas e estruturais, o tratamento de ratos 

com L-NAME durante duas semanas aumenta a expressão de cininogênio e 

calicreína em diversos tecidos (cérebro, coração, fígado e rins) (Chao et al., 1996). 

De modo similar, o tratamento crônico de cães com L-NNA aumenta a expressão da 

enzima ciclooxigenase-1 (COX-1) e, conseqüentemente, a produção de 

prostaglandinas (Beverelli et al., 1997). Quanto a receptores, (Usui et al., 1998) 

relataram a inibição da síntese de NO pelo L-NAME em ratos, aumentando a 

expressão de RNAm para receptores do tipo I de angiotensina II (AT1A e AT1B).  

As investigações em animais sustentam a hipótese da complexidade deste 

modelo que envolve diversos processos fisiopatológicos, como a ativação do sistema 
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renina angiotensina aldosterona (Ribeiro et al., 1992; Takemoto, Egashira et al., 

1997), participação de fatores relacionados ao processo inflamatório (Kelm e 

Schrader, 1990; Koyanagi et al., 2000), regulação da proliferação celular (miócitos, 

colágeno e fibroblastos) e hipertrofia do miocárdio (Moreno et al., 1995), além dos 

próprios níveis de pressão arterial elevados que mimetiza, em parte, a miocardiopatia 

diabética-hipertensiva em ratos (Sampaio et al., 2002).  

Os mecanismos pelos qual a deficiência de insulina pode alterar a 

resposta vascular não são bem definidos. É possível que a própria deficiência de 

insulina influencie por si só a reatividade vascular. Desde a década de 40 sabe-se 

que doses suprafisiológicas de insulina promovem um aumento no fluxo sanguíneo 

periférico. O óxido nítrico (NO) parece ser um importante mediador da vasodilatação 

induzida pela insulina. Observaram que o aumento do fluxo sanguíneo do músculo 

esquelético durante hiperinsulinemia e euglicemia (clamp hiperrinsulinêmico) é 

dependente do NO. O mecanismo pelo qual a insulina estimula a liberação de NO 

ainda não é bem definido. É possível, no entanto que a deficiência de insulina por um 

período prolongado contribua para a vasoconstricção basal encontrada. 

A presença de hiperglicemia pode causar também uma disfunção das 

células endoteliais, embora o efeito do diabetes sobre a função endotelial, medida 

pela produção de NO, seja dificilmente dissociável do efeito da própria 

hipoinsulinemia. Evidências da disfunção endotelial no diabetes foram obtidas por, 

que demonstraram que a vasodilatação dependente do endotélio está diminuída em 

ratos diabéticos. 

Os mecanismos pelos quais a hiperglicemia levaria a uma disfunção 

endotelial não estão claros, podendo incluir um aumento da atividade da via dos 

polióis com acumulo de aldose redutase, um aumento na produção de radicais livres, 

um aumento na síntese de diacilglicerol e da atividade da proteína quinase C e um 

acúmulo dos produtos enzimáticos (Poston e Taylor, 1995; Cohen et al., 1993). 

Além da ausência de insulina e da hiperglicemia, outros fatores podem 

contribuir para a extrema heterogeneidade dos estudos de reatividade vascular. 
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A atividade da renina plasmática encontra-se aumentada durante a 

administração crônica de L-NAME (Ribeiro et al., 1992), sugerindo a participação do 

sistema renina - angiotensina (SRA) neste modelo de hipertensão arterial (HÁ). No 

entanto, a inibição do SRA através da administração crônica de enalapril (Moreno et 

al., 1995), inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), ou losartan, 

antagonista específico para receptores de Angiotensina II, não é acompanhada de 

normalização completa da PA. Estudos in vitro, com arteríolas aferentes (Tharaux et 

al., 1997) e rim (Gardes et al., 1994), sugerem que o NO estimula a síntese e/ou a 

secreção de renina. Por outro lado, vários autores relatam um decréscimo de renina 

circulante (Knoblich et al., 1996; Ribeiro et al., 1992; Yamada et al., 1996) e um 

aumento na atividade da ECA em ratos tratados cronicamente com L-NAME 

(Gonzales et al., 2000; Takemoto et al., 1997). 

Além do SRA, um aumento da atividade do sistema nervoso simpático 

(SNS) após tratamento crônico com L-NAME tem sido descrito (Matsuoka et al., 

1994; Zanchi et al., 1995), evidenciando seu envolvimento na regulação do tônus 

vascular neste modelo de HA.  

De modo complementar, foi observada queda da PA após bloqueio 

ganglionar e queda na PA e FC após bloqueio de receptores β-adrenérgico (Cunha 

et al., 1993). Mais recentemente, foi demonstrado que a administração de 

antagonista de AT1 (candesartan) no trato do núcleo solitário (NTS) produz 

alterações hemodinâmicas em ratos tratados com L-NAME (Eshima et al., 2000). 

1.2 Nucleotídeos Cíclicos 

Os nucleotídeos cíclicos, 3',5'guanosina monofosfato cíclico (GMPc) e 

3',5'adenosina monofosfato cíclico (AMPc), são importantes segundos mensageiros, 

envolvidos na sinalização celular de diversos mecanismos e em diferentes tecidos 

(Beavo, 1995). Estão envolvidos nos processos de visão (Mclaughlin et al., 1993), 

olfato (Yan et al., 1995), agregação plaquetária (Dickinson et al., 1997) síntese de 

aldosterona  secreção de insulina (Zhao et al., 1998), relaxamento do músculo liso, 

proliferação celular (Abell  et al., 1989; Assender et al., 1992) e controle da função 
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cardíaca (Lohmann  et al., 1991; Mohan  et al., 1995; Vila-Petroff  et al., 1999). As 

concentrações intracelulares de AMPc e GMPc são controladas pelo equilíbrio entre 

sua síntese em resposta a sinais extracelulares e sua hidrólise pelas 

fosfodiesterases. Embora muitos dos efeitos do GMPc e AMPc sejam mediados 

através da ativação de proteínas quinases (PKs) dependentes destes nucleotídeos 

cíclicos (Lincoln et al., 1995), diversos outros efeitos já são conhecidos. 

As vias de sinalização do AMPc e GMPc são organizadas de uma forma 

não linear (Hunter,  2000). A compartimentalização dos diferentes componentes 

dessas cascatas de sinalização é um importante determinante do resultado do sinal 

(Scott et al., 2000) já que praticamente todos os passos das vias de sinalização 

destes nucleotídeos cíclicos são controlados por mecanismos de feedback. Quando 

um estímulo extracelular chega à membrana plasmática, ele é transmitido para 

dentro envolvendo muitos dos sistemas de transdução presentes na célula, e cada 

componente da cascata é um ponto de conexão entre diferentes vias de sinalização. 

Sinalização combinada, detecção coincidente, cross-talk e condução de sinal são 

palavras-chaves utilizadas para descrever esta rede de comunicação intracelular. 

Neste contexto, algumas etapas nas cascatas de sinalização podem ter funções 

novas e inesperadas. 

1.2.1 GMPc 

O GMPc regula diversas respostas fisiológicas tais como vasodilatação, 

secreção intestinal e fototransdução retiniana e exerce seus efeitos através da 

ativação de diferentes efetores, tais como canais iônicos dependentes de GMPc (Biel 

et al., 1999), PKs mediadas por GMPc (Lohmann et al., 1997) e fosfodiesterases 

(PDEs) (Francis  et al., 2001; Juilfs et al., 1999). O início da sua cascata de 

sinalização pelo GMPc ocorre com a ativação da guanilato ciclase (GC) e conversão 

de GTP em GMPc. (Figura 2) A elevação da concentração de GMPc vai então 

modular as diversas respostas fisiológicas e/ou patológicas de células e tecidos. 

A GC está presente, em diversos tipos de células e tecido, em duas 

formas: guanilato ciclase particulada (GCp) e guanilato ciclase solúvel (GCs) 
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(Hardman e Sutherland, 1969; Ishikawa et al., 1969; Schultz et al., 1969; White e 

Aurbach, 1969), que diferem na estrutura e regulação. (Figura 3) 

A GCp é uma enzima ligada à membrana celular (MC) e pertence ao 

grupo das enzimas ligadas a receptores (Garbers, 1992). Sua estrutura pode ser 

dividida em três: (1) domínio extracelular amino-terminal que funciona como 

“receptor”, (2) domínio protéico intracelular “kinase-like” e (3) domínio catalítico 

COOH-terminal (Wedel et al., 1995). Já a GCs, ao contrário das enzimas ligadas à 

proteínas que são estruturas homodímeras, é uma enzima heterodímera, consistindo 

de: (1) duas subunidades designadas α e β, ambas necessárias para atividade 

catalítica (Koesling et al., 1991), (2) domínio heme, fundamental para ativação da 

enzima (Ignarro et al., 1986) e (3) domínio catalítico COOH-terminal, que apresenta 

constituição bastante homóloga à da GCp. O domínio catalítico compreende cerca de 

250 aminoácidos responsáveis pela síntese de GMPc (Thompson e Garbers, 1995; 

Thorpe e Morkin, 1990). (Figura 3) 
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Figura 3. Domínios estruturais das Guanilato Ciclases (GC). A GCp é homodímera e apresenta sítio 
ligante formado por dois domínios extracelulares amino-terminais. GCs é heterodímera contendo um 
grupamento heme indispensável a sua ativação.  As cores identificam regiões homólogas.  

 

A GCs é ativada pela molécula de NO que se liga diretamente ao domínio 

heme  formando o complexo NO-Fe+2-heme (Hille et al., 1979). A GCp não responde 

ao NO por não possuir o domínio heme em sua estrutura e este domínio é essencial 

para ativação da enzima pelo NO (Craven e Derubertis, 1978; Ignarro, 1990). Desse 
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modo, a GCp é ativada através da ligação de peptídeos específicos ao seu domínio 

extracelular, tais como peptídeo atrial natriurético (ANP) (Chinkers e Garbers, 1989). 

O ANP é secretado dos miócitos atriais para corrente sangüínea em resposta a 

distensão ou estiramento da parede dos átrios (Ruskoaho, 1992). Também é 

conhecida a atividade do peptídeo cerebral natriurético (BNP) (Garbers e Lowe, 

1994) e peptídeo natriurético tipo C (CNP) (Hamad et al., 2003) na ativação da GCp 

e a ordem de potência parece ser ANP > BNP > CNP (Hamad et al., 2003).  

No sistema vascular, em condições fisiológicas, o relaxamento dos vasos, 

veias e artérias, são mediados pelo GMPc, através da modulação dos canais de 

cálcio (Waldman e Murad, 1987), resultando em diminuição da pré- e pós-carga 

(Jackson, 2001), sendo que a inibição da sua degradação aumenta o fluxo 

sangüíneo coronário em corações hipoperfundidos durante isquemia induzida por 

exercício (Rybalkin e Borfeldt, 1999). No coração o GMPc exerce efeitos inotrópicos 

negativos (Singh e Flitney, 1981; Trautwein e Trube, 1976), reduz o influxo de cálcio 

(Nawrath, 1977), encurta a duração do potencial de ação (Trautwein et al., 1982) e 

inibe os potenciais de ação dependentes de Ca+2 (Bkaily e Sperelakis, 1985; 

Mehegan et al., 1985; Wahler e Sperelakis, 1985).  

Também está envolvido na agregação plaquetária (Schwarz et al., 2001), 

regulação de transporte eletrolítico e fluído intestinal (Mezoff et al., 1992; Vaandrager 

et al., 2000), fototransdução (Ames et al., 1999), controle da secreção de renina 

(Hackenthal et al., 1990; Kurtz e Wagner, 1998), proliferação celular (Assender et al., 

1992; Rybalkin e Bornfeldt, 1999), síntese de  matriz extracelular (Dey et al., 1998) e 

controle do tônus das vias aéreas respiratórias (Stuart-Smith et al., 1998; Ward et al., 

1995). 
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2. Objetivos 
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O objetivo do presente trabalho foi comparar as alterações 

cardiovasculares morfológicas e funcionais, induzidas pela inibição crônica da 

síntese de óxido nítrico (NO) com aquelas descritas para o modelo de cardiopatia 

hipertensiva-diabética em ratos. 
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3. Material e Método 
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Neste estudo foram utilizados ratos machos da cepa Wistar provenientes 

do CEMIB da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com 8 e 10 semanas 

de idade, pesando entre 200 e 250 gramas, quando do início do estudo. Os animais 

foram mantidos em gaiolas coletivas, em número máximo de 5 animais por unidade, 

no biotério do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciências Médicas da 

UNICAMP, com 12 horas de período diurno/noturno. Os animais serviram-se “ad 

libitum” de água e de ração Purina®, contendo 2,3 mg de sódio por grama de ração. 

Os experimentos descritos aqui foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da instituição (CEEA/IB/UNICAMP) do qual foram 

executados em acordo com o NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 

e dentro das normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro para 

Experimentação Animal (COBEA).  

3.1  Grupos Experimentais 

Foram estudados 5 grupos experimentais: 

• Grupo CONTROLE: ratos submetidos à cirurgia simulada para 

produção de estenose de artéria renal recebendo somente água de 

torneira; 

• Grupo L-NAME: ratos que receberam 60mg/kg/dia de L-NAME (Nω-

nitro-L-arginina metil éster) acrescentados à água ingerida (Moreno et 

al, 1996)  

• Grupo 2K-1C: ratos submetidos à estenose de artéria renal para 

indução de hipertensão arterial renovascular; 

• Grupo DIABETES: ratos que receberam estreptozotocina (60 mg/100 g 

de peso corporal; Sigma Chemical Co., MO, USA), por via endovenosa, 

para indução de diabete melito (Braunlich et al., 1994); 

• Grupo 2K-1C + DIABETES: ratos que também foram submetidos à 

cirugia para indução de hipertensão e receberam estreptozotocina (6 

mg/100 g de peso corporal), por via intravenosa, ao início do estudo. 
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Um balanço hídrico diário permitia a adequação do volume de água a ser 

ingerida pelos animais, visando à ingestão total da droga pelo grupo tratado com L-

NAME. Cuidados com o asseio das gaiolas (ex: tipo de serragem troca uma vez ao 

dia) melhoraram consideravelmente o estado geral dos animais de todos os grupos 

(principalmente, os diabéticos). 

3.2  Avaliação do peso corporal e da pressão arterial de cauda 

Durante o estudo uma vez por semana após o início do mesmo, os 

animais eram pesados, utilizando-se balança Ohaus (Union N.J.,USA). Nos mesmos 

dias, a pressão arterial de cauda era avaliada utilizando-se um manguito colocado 

em torno da cauda do animal o qual era conectado a um microfone usado como 

sensor. O manguito era inicialmente insuflado a um valor superior à pressão arterial 

do animal, para em seguida ser desinsuflado até que as pulsações arteriais 

detectadas por método pletismográfico fossem visíveis ao osciloscópio. Os valores 

obtidos através deste método correlacionam-se melhor com a pressão média. A 

medida da pressão arterial de cauda era obtido estando o animal em estado de 

vigília, após aquecimento em gaiola especial, para que se produzisse vasodilatação 

da artéria. Para minimizar os efeitos do estresse psíquico, as leituras foram 

consideradas válidas quando três determinações consecutivas com variações não 

maiores que 2 mmHg eram registradas (Zatz,1990). 

Os valores médios de uma medida semanal do peso corporal e da 

pressão arterial de cauda foram utilizados como representativos de cada semana. 

3.3  Hipertensão arterial – Técnica de Goldblatt 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico 50mg/Kg 

intraperitonial e submetidos a uma incisão látero-dorsal esquerda através da qual o 

rim esquerdo era exposto. Com auxílio de haste flexível de algodão, o pedículo renal 

era isolado, e um clipe de prata (0,2 mm de diâmetro interno) era colocado em torno 

da artéria renal, como descrito por GOLDBLATT et al. (1934). Em seguida e 
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cuidadosamente recolocado o rim no abdome do animal, e feita à sutura com fio de 

algodão número 8. No grupo controle, uma cirurgia “fictícia” era realizada, na qual o 

clipe era removido imediatamente após sua colocação em torno do vaso e o rim 

recolocado na cavidade abdominal. Os animais se recuperaram em gaiolas 

aquecidas 40°. 

 
Figura 4. Clipagem da artéria renal esquerda. 

3.4  Indução do Diabetes 

Os animais eram induzidos à diabetes, com injeção única de 

estreptozotocina (60mg/kg em tampão citrato 0,05 M; pH=4,2), através da veia 

peniana, sob anestesia com pentobarbital sódico 50mg/kg. Previamente ao estudo e 

ao final do mesmo, foi avaliada a concentração de glicose plasmática por 

reflectometria (Glucotend, Laboratórios Boehringer Mannheim de Portugal, Ltda), 

tendo sido considerados diabéticos os animais que apresentassem glicemia entre 

250-650mg/dl. 

3.5  Determinação da massa miocárdica 

Após sacrificar os animais com pentobarbital, e ao final de oito semanas 

de estudo, o coração era removido do tórax, lavado em solução salina e dissecado e 

os átrios e os ventrículos eram removidos e pesados em uma balança analítica (TR-

403 Denver Instrument Company), obtendo-se assim, o peso cardíaco total (PCTotal, 

g). Em seguida, o peso ventricular esquerdo (PVE, g) era determinado removendo-se 
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a parede livre do ventrículo direito e pesando-se o tecido restante (ventrículo 

esquerdo e septo interventricular). O peso do coração e do ventrículo esquerdo 

foram normalizados para o peso corporal de cada animal ao final do estudo, obtendo-

se assim, respectivamente, o peso cardíaco relativo (PCRelat, mg/g) e o peso 

ventricular esquerdo relativo (PVERelat, mg/g). 

3.6  Avaliação histológica 

Após a determinação dos pesos cardíacos, o ventrículo esquerdo era 

imerso em solução de formol a 10% por 48 horas, sendo após cortado 

perpendicularmente ao seu maior eixo em cinco níveis equidistantes e incluídos em 

parafina, os quais eram corados para estudo sob microscopia ótica. 

3.7  Determinação das áreas de fibrose e do diâmetro de cardiomiócitos  

Essa determinação visa detectar a ocorrência de hipertrofia das fibras, 

sendo utilizada uma ocular (10x) contendo uma escala graduada (micrômetro ocular) 

e objetiva de imersão de 100x, resultando em aumento final de 1000x. Com este 

sistema efetuou-se a medição dos diâmetros dos miócitos de três regiões distintas do 

ventrículo esquerdo (subendocárdica, médio-miocárdica e subepicárdica) em cada 

um dos animais dos diferentes grupos experimentais. Mediu-se o diâmetro de 15 

miócitos de cada região. Efetuada a medição dos diâmetros celulares, deu-se início a 

calibração da escala da ocular com uma lâmina especial da marca Zeiss® 

(micrômetro objeto), que é provida de uma escala onde 1 mm é dividido em 100 

intervalos de 10µm. Essa calibração visa transformar as unidades da ocular, que não 

estão expressas em nenhuma unidade do sistema métrico, em micrômetros (µm). 

3.8  Coração isolado 

Ao término da 8ª semana os grupos CONTROLE (n=10), L-NAME (n=10), 

2K-1C (n=10), Diabetes (n=10) e 2K-1C + Diabetes com peso corporal médio de 
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350g, foram anestesiados com pentobarbital sódico (50mgkg) por via intra-peritoneal 

e submetidos à toracotomia lateral. Rapidamente o coração era retirado e 

mergulhado em solução de Krebs. Em seguida, introduzia-se a extremidade de uma 

cânula cardíaca na porção da aorta ascendente, onde era realizada uma incisão no 

átrio esquerdo e através dela, um balão de látex era introduzido no interior do 

ventrículo esquerdo. Este balão era preenchido com solução salina (0,1 ml) (BING et 

al., 1995) em todos os animais e conectado através de um cateter de polietileno 

(Intramedic cateter de polietileno, PE50, Caly Adams, Inc. USA) a um transdutor de 

pressão (ISOTEC, Hugo Sanchs, Alemanha) acoplado a um registrador de oito 

canais (WR-5000, Graphtec-Watanabe, Hugo Sachs, Alemanha), o qual era 

previamente calibrado. Foram avaliados funcionalmente os corações dos animais 

normotensos e hipertensos em modelos diferentes de hipertensão arterial. 

3.9  Sistema de perfusão do coração isolado 

O coração era perfundido pela técnica de Langendorff com solução de 

Krebs-Henseleit (Nacl – 115 mM; KCl – 5,4 mM; CaCl2 – 1,25 mM; NaH2PO4 – 1,15 

mM, MgSO4 – 1,2 mM; NaHCO3 – 25 mM; Glicose – 11 mM). Após um período de 

15-20 min para estabilização, a reatividade do coração será avaliada injetando-se 

noradrenalina (<0.2 µg) in bolus. 

3.10  Determinação do desenvolvimento de pressão intra-ventricular 

Com este sistema foi possível determinar as pressões sistólica e diastólica 

(mmHg) do ventrículo esquerdo. O registro permitiu a determinação da freqüência de 

batimentos cardíacos (FC), dP/dT máxima e dP/dt mínima. Estes parâmetros foram 

utilizados para avaliar a capacidade contrátil do ventrículo esquerdo, já que nesta 

preparação o mesmo efetua contrações isovolumétricas, estando com a pré-carga e 

a pós-carga fixas. A relação PD/PVE é mais sensível para avaliar a capacidade 

contrátil intrínseca do miocárdio, pois esta depende da massa miocárdica 
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participante da contração, refletindo melhor a tensão parietal desenvolvida durante a 

sístole ventricular (SASAYAMA et al., 1976). 

3.11  Avaliação da resposta do coração isolado à administração de 
noradrenalina.  

Obteve-se o registro da pressão intraventricular antes e após 

administração de noradrenalina 0,1µg em bolus, através da extremidade da cânula 

cardíaca conectada à aorta. Como valores de PSVE e PDFVE após noradrenalina, 

foram-se considerado os valores máximos atingidos entre 30-45 segundos após a 

administração da droga (resposta máxima). 

3.12  Sondas ultrassônicas 

Foram utilizadas sondas ultrassônicas 2SB (Transonic® Flowprobe – 

Transonic Systems Inc. NY, EUA), para monitorização do débito cardíaco. 

As sondas ultrassônicas são constituídas por uma placa acústica refletora 

em formato de gancho, com um dispositivo que permite a abertura e o fechamento, 

possibilitando o envolvimento do vaso sanguíneo. Do lado oposto ficam posicionados 

dois cristais piezoelétricos (transdutores) que emitem e captam as ondas de 

ultrassom refletidas pela placa refletora acústica. 

3.13  Método ultrassônico de medida de fluxo 

O ultrassom é uma forma de medida mecânica que consiste de vibrações 

de alta freqüência, superior ao limite de audição humana (20 kHz). As ondas 

ultrassônicas são geradas por transdutores ultrassônicos que são dispositivos que 

convertem a energia elétrica em energia mecânica sonora e vice-versa. Estes 

transdutores são confeccionados com materiais de propriedade piezoelétrica. O 

efeito piezoelétrico consiste na variação das dimensões físicas de certos materiais 

sujeitos a campos elétricos (Kraus, 1985, Nichols e O’Rourke, 1990). Quando um 
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material com propriedade piezoelérica é submetido a pressões que alterem suas 

dimensões, (e.g. pressões acústicas), um campo elétrico é gerado e ocorre a 

produção de tensão elétrica. Alguns cristais naturais são piezoelétricos (quartzo, 

turmalina) outros são produzidos artificialmente em laboratório (sulfato de lítio, 

titanato de bário, etc). 

Para que o cristal seja utilizado como transdutor ultrassônico ele deve ser 

cortado de forma que um campo elétrico a ele aplicado alternadamente produza 

variação em sua espessura, dessa variação resulta um movimento das faces do 

cristal, originando as ondas sonoras. Quanto menor a espessura do cristal, maior é a 

sua freqüência de variação. O mesmo transdutor que emite o sinal ultrassônico pode 

funcionar como detector, pois os ecos que a ela retornam produzem vibração 

variando as suas dimensões gerando um campo elétrico. A onda ultrassônica nos 

dispositivos de medida de fluxo é gerada pela deformação do cristal piezoelétrico 

causada por uma excitação elétrica. A frequência do ultrassom gerado pela sonda 

aórtica 2SB é de 3,6MHz. A freqüência de medida é dada pela taxa de repetição, ou 

seja, o número de vezes por segundo que um cristal é ativado, mandando o sinal 

ultrassônico para o outro transdutor. A taxa de repetição da sonda ultrassônica 

utilizada para monitorar o débito cardíaco é cerca de 3,5 vezes por segundo.  

A excitação elétrica faz com que o transdutor emita uma onda ultrassônica 

plana que atravessa o vaso em direção à placa acústica refletora, em sentido 

corrente ou contracorrente. A onda é refletida na placa, atravessa o vaso novamente 

indo à direção ao outro transdutor onde é transformado em sinal elétrico. Com estes 

sinais, o fluxômetro deriva uma medida precisa do tempo de trânsito que a onda 

ultrassônica levou de um transdutor a outro. O tempo de trânsito da onda 

ultrassônica é afetado pelo movimento do líquido que atravessa o vaso estudado. No 

sentido contracorrente, a onda de som vai contra o fluxo e o tempo de trânsito total é 

aumentado. Esta mesma seqüência de transmissão de ondas é repetida, porém as 

funções de transmissão e recepção dos transdutores são trocadas, desta vez a 

transmissão é feita no sentido da corrente, dessa forma o fluxo sob estudo é 

seccionado duas vezes pela onda ultrassônica. Neste ciclo que vai à direção do fluxo 

(corrente), o som é transmitido mais rapidamente através do vaso. O fluxômetro, 
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novamente deriva e obtém dessa seqüência de transmissão e recepção a medida 

precisa do tempo de trânsito. O tempo de trânsito é inversamente proporcional, 

portanto, à velocidade da corrente sanguínea no vaso e ao fluxo. 

Os feixes ultrassônicos que cruzam a janela acústica sem atravessar o 

vaso não contribuem para o volume do fluxo total, dessa forma, o volume do fluxo é 

medido pelas sondas ultrassônicas mesmo quando o vaso é menor que a janela 

acústica. 

O feixe ultrassônico passa através do vaso duas vezes e em cada 

intersecção o feixe é modificado por um componente vetor do fluxo no vaso 

estudado, e o tempo de trânsito total é calculado pela soma destes dois 

componentes vetores, que é a própria medida do fluxo. Quando ocorre um 

desalinhamento no posicionamento do vaso dentro da sonda ultrassônica, um 

componente vetor do fluxo torna-se maior e o segundo componente vetor, menor, 

mas há pouca conseqüência em sua soma, e, portanto o tempo de trânsito é 

calculado de forma precisa. 

 

 
Figura 5. Sonda ultrassônica aórtica 
de medida de fluxo 
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3.14  Procedimentos cirúrgicos 

3.14.1  Implantação aguda de cateteres 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico e submetidos à 

cateterização da artéria carótida direita. 

3.14.2  Implantação de sonda ultrassônica aórtica para experimentos agudos 

Após a indução anestésica, os ratos (n=10) foram entubados com cânula 

orotraqueal para assistência ventilatória mecânica durante a cirurgia; a cânula foi 

conectada a um respirador (Pressure Controlled Ventilador Kent Scientific 325 

Norfolk Rd – Litchfield CT 06759 – USA). Durante a cirurgia os ratos foram mantidos 

com volume corrente de 2,5 ml/g e freqüência respiratória de aproximadamente 56 

movimentos por minuto. 

Realizou-se uma incisão na pele na altura do terceiro espaço intercostal 

direito e após a identificação do espaço intercostal, os músculos intercostais foram 

seccionados em extensão de aproximadamente 1 cm para permitir o acesso à 

cavidade torácica. A aorta ascendente foi identificada, dissecada e isolada das 

estruturas adjacentes. A sonda ultrassônica 2SB (Transonic® Flowprobe – Transonic 

Systems Inc. NY< EUA), foi então posicionada seguida da incisão na pele e suturada 

com fio de algodão. 

3.15  Registros Hemodinâmicos 

3.15.1  Registro e análise da pressão arterial 

Os cateteres arteriais foram mantidos patentes com solução de heparina 

[0,1 ml de heparina sódica 5.000U.I./ml em 0,9 ml de soro fisiológico]. A pressão 

arterial pulsátil obtida da cânula implantada na artéria carótida foi monitorada através 

de transdutor de pressão previamente calibrado. O sinal da pressão arterial foi 

amplificado, e processado por uma placa analógico-digital conectada a um 
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computador tipo PC carregado com o sistema Windaq (DATAQ Instruments Inc., 

Akron, OH, EUA) pra a monitorização hemodinâmica e pós-processamento. 

Os registros foram analisados pelo programa Windaq (DATAQ Instruments 

Windaq, Version 1.78, Akron, OH, EUA) e Advanced Codas  (Dataq Instruments, 

Calç Package, Version 3.19, EUA). A análise foi realizada com a detecção dos picos 

sistólicos e diastólicos das ondas de pressão e fluxo para obtenção das medidas 

aritméticas, batimento a batimento, das pressões sistólicas, diastólicas e média e 

fluxos arteriais durante cada etapa dos protocolos experimentais. Cada canal de 

registro adquiriu os sinais a uma freqüência de amostragem de 100 Hz. A freqüência 

cardíaca foi obtida da análise dos intervalos entre os picos máximos normalizados 

para 1 minuto. Os valores do pico máximo, pico mínimo, pressão arterial média 

(obtida da integral da área de cada pulso) e freqüência cardíaca foram obtidos de 

planilhas de Excel® geradas com valores do pós-processamento com o programa 

Advanced-Codas. 

Com as médias da pressão arterial (PA), débito cardíaco (DC), freqüência 

cardíaca (FC) obtidas no pós-processamento dos registros, foi calculado o volume 

sistólico (VS), a resistência total (RPT) dos grupos estudados. O volume sistólico foi 

calculado pela fórmula: VS=DC/FC, individualmente para cada animal. A resistência 

periférica total (RPT) foi calculada pela relação: RPT=PAM/DC. 

3.15.2  Determinação do Glicogênio 

As amostras de ventrículo (200 mg) foram digeridas em KOH 30% a 

quente e o glicogênio precipitado a partir da passagem por etanol a quente. Entre 

uma fase e outra da precipitação, a amostra foi centrifugada (3000 rpm durante 15 

min). O glicogênio precipitado foi submetido à hidrólise ácida na presença de fenol 

(Lo et al., 1970). A concentração de glicogênio (100 mg de peso úmido) foi 

determinada pela leitura da absorbância a 490 nm em espectrofotômetro. 
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3.16  Análise estatística 

Os resultados estão apresentados como média±erro-padrão das médias.  

Para a análise dos resultados foram utilizados testes paramétricos e não 

paramétricos, levando-se em consideração a natureza das distribuições dos valores 

ou a variabilidade das medidas efetuadas. Foram aplicados os seguintes testes. 

Análise de variância para as medidas repetidas foi aplicada para comparar 

as médias de peso corporal e de pressão arterial de cauda nos vários períodos em 

cada grupo experimental. Esta análise intra-grupo foi aplicada, em separado, para 

cada um dos grupos, e, quando significante, o teste Dunetts foi utilizado apara definir 

as superposições e contrastes nos valores confrontados. 



 
- 42 - 

4. Resultados 
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4.1  Peso Corporal 

Os animais dos cinco grupos experimentais apresentaram peso corporal 

semelhante, previamente ao estudo. O ganho de peso ponderal dos animais dos 

grupos CONTROLE, L-NAME, 2K1C, foram semelhantes ao final de oito semanas, 

porém, houve menor ganho ponderal nos grupos DIABETES e 2K1C+DIABETES.  

 
Tabela 1. Evolução do peso corporal (g), nos cinco grupos experimentais durante o período de estudo 
(Média ± Erro Padrão da Média). 

GRUPOS CONTROLE 
(n=10) 

L-NAME 
(n=10) 

2K1C 
(n=10) 

DIABETE 
(n=10) 

2K1C + 
DIABETE 

(n=10) 

Basal 222 ± 3,1 228 ± 3,1 210 ± 3,7 214 ± 2,4 234 ± 4,4 

2a. Semana 248 ± 5,2 248 ± 4,4 232 ± 1,1* 224 ± 2,2* 223 ± 6,1* 

4a. Semana 276 ± 8,6 271 ± 3,4 264 ± 2,8 234 ± 2,6* 222 ± 7,5* 

6a. Semana 287 ± 4,6 292 ± 3,6 306 ± 1,0* 243 ± 3,3* 229 ± 8,1* 

8a. Semana 347 ± 10 304 ± 3,5* 351 ± 3,0 249 ± 2,9* 238 ± 8,4* 

ANOVA para medidas repetidas 
*p<0,05 vs BASAL 
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Figura 6: Evolução do peso corporal durante 8 semanas dos grupos; Controle, 
Diabetes mellitus (DM), 2 rins 1 clipe + diabetes mellitus (2R1C + DM), 2 rins 1 
clipe (2R1C), inibidor de óxido nítrico (L-Name). Dados expressos como média ± 
desvio padrão. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, *P<0.05, #P<0.05 
comparados ao controle. 
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4.2  Pressão arterial de cauda (PAC) 

As medidas de pressão arterial do grupo CONTROLE (n=10), L-NAME 

(n=10), 2K1C (n=10), DIABETES (n=10) e 2K1C+DIABETES (n=10) foram 

semelhantes ao início do estudo. Todos os grupos experimentais apresentaram 

elevação da PAC progressivamente, a partir da 1a semana (Figura 6), embora esse 

aumento tenha sido pouco acentuado para o grupo DIABETES. Novamente, ao final 

da 8a. semana, os valores de PAC foram semelhantes aos basais neste grupo. Não 

foi observado diferença estatisticamente significante entre os valores de PAC dos 

grupos experimental L-NAME, 2K1C, 2K1C+DIABETES, ao final da 8a.semana, que 

apresentaram tendência a maiores níveis de pressão que o grupo DIABETES. 

 
Tabela 2. Evolução da pressão arterial de cauda (mmHg), nos cinco grupos experimentais durante o 
período de estudo ( Média ± Erro Padrão da Média) 

GRUPOS CONTROLE 
(n=10) 

L-NAME 
(n=10) 

2K1C 
(n=10) 

DIABETE 
(n=10) 

2K1C + 
DIABETE 

(n=10) 

Basal 133 ± 1,7 132 ± 1,2 129 ± 1,9 129 ± 2,0 128 ± 1,7 

2a. Semana 132 ± 2,4 171 ± 0,9* 164 ± 2,4* 140 ± 1,0* 169 ± 1,6* 

4a. Semana 136 ± 1,6 172 ± 2,3* 164 ± 3,5* 143 ± 0,6* 171 ± 1,0* 

6a. Semana 138 ± 2,2 185 ± 4,5* 170 ± 4,3* 155 ± 2,3* 171 ± 1,2* 

8a. Semana 130 ± 1,7 211 ± 5,2* 171 ±2,9* 156 ± 3,3* 173 ± 1,3* 

ANOVA para medidas repetidas 
*p<0,05 vs BASAL 
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Figura 7: Evolução da pressão arterial de cauda durante oito semanas dos grupos; 
Controle, 2 rins 1 clipe (2R1C), diabetes mellitus (DM), inibidor de óxido nítrico (L-Name), 
2 rins 1 clipe + diabetes mellitus (2R1C + DM) Dados expressos como média ± desvio 
padrão. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, *P<0.05, #P<0.05 comparados ao 
controle. 

4.3  Desenvolvimento da massa miocárdica e áreas de fibrose 

Tabela 3. Desenvolvimento do peso corporal (Pcorp), do peso cardíaco total (PCT), do peso cardíaco 
relativo (PCRelat), do peso ventricular esquerdo (PVE), do peso ventricular esquerdo relativo 
(PVERelat), do peso ventricular direito (PVD), e do peso ventricular direito relativo (PVD Relat), 
expressos em microgramas. Médias ± desvios padrão dos cinco grupos experimentais na 8a. semana 
de estudo. 

GRUPOS CONTROLE 
(n=10) 

2R1C 
(n=10) 

DIABETE 
(n=10) 

L-NAME 
(n=10) 

2R1C+DIABETE 
(n=10) 

Pcorp (g) 347 ± 10 351 ± 3,0 249 ± 2,9* 304 ± 3,5 238 ± 8,4* 

PCT (mg) 760 ± 35 1000 ± 90* 765 ± 24 914 ± 64 734 ± 66 

PCRelat (mg/g) 2,2 ± 0,3 3,2 ± 0,2 3,0 ± 0,8 2,6 ± 0,2 3,0 ± 0,7 

PVE (mg) 584 ± 28 774 ± 89 571 ± 14 710 ± 42 570 ± 67 

PVERelat (mg/g) 1,6 ± 0,2 2,5 ± 0,2 2,2 ± 0,4 2,0 ± 1,4 2,3 ± 0,7 

PVD (mg) 176 ± 9 228 ± 14* 204 ± 21 195 ± 12 164 ± 17 

PVDRelat (mg/g) 0,50 ± 0,9 0,75 ± 0,4 0,81 ± 0,7 0,55 ± 0,4 0,68 ± 0,2 

ANOVA para medidas independentes 
*p < 0,05 vs Controle 
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Tabela 4. Medida dos diâmetros dos miócitos das três regiões do ventrículo esquerdo 
(subendocárdica, médio-miocárdica e subepicárdica) em (µm), nos cinco grupos experimentais 
durante o período de estudo (Média ± Erro Padrão da Média). 

GRUPOS 
Controle 

(n=10) 
RHR 

(n=10) 
DM 

(n=10) 
L-NAME 
(n=10) 

RHR+DM 
(n=10) 

Subendocárdio 12,3±0,2 18±0,6* 16,6±0,3* 19,9±1,4* 17,4±0,7* 

Médiomiocárdio 10,7±0,3 14,9±0,2* 14,2±0,3* 15,4±0,3* 14,4±0,7* 

Subepicárdio 11,9±0,3 16,6±0,6* 14,5±0,5* 16,6±0,4* 14,3±0,5* 

ANOVA para medidas repetidas 
*p<0,05 vs Controle 
 

 

 
Tabela 5. Resultados das áreas de fibrose dos cinco grupos experimentais ao final do período de 
estudo (Média ± Erro Padrão da Média). 

GRUPOS CONTROLE 
(n=10) 

2R1C 
(n=10) 

L-NAME 
(n=10) 

DIABETE 
(n=10) 

2R1C+DIABETE 
(n=10) 

8a.Semana 0,045±0,004 0,36±0,17 0,46±0,13* 0,07±0,003 0,068±0,003 

ANOVA para medidas repetidas: 
*p<0.05 vs Controle 

4.4  Pressão arterial média (PAM) 

O resultado de PAM esta representado pelo gráfico, os grupos:  2k1C,  L-

NAME e 2k1C+DIABETE, apresentaram aumento significante em relação ao grupo 

CONTROLE e DIABETES antes da administração da noradrenalina. Após a 

administração da noradrenalina o grupo L-NAME apresentou aumento significante 

em relação ao grupo Controle. Os grupos 2K1C, DIABETES e 2K1C+DIABETES não 

mostraram diferença em relação ao grupo CONTROLE. 
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Figura 8: Avaliação Pressão Arterial Média (PAM) mmHg depois de  8 semanas, 
utilizando Noradrenalina nos grupos; Controle, 2R1C, DM, L-Name, 2R1C + DM. 
Dados expressos como média ± desvio padrão. ANOVA, com teste a posteriori de 
Dunnett, *P<0.05, #P<0.05 comparados ao controle. 

4.5  Débito cardíaco (DC) 

Os resultados do DC dos grupos 2K1C, L-NAME, DIABETES e 

2K1C+DIABETES, apresentaram uma diminuição significante em relação ao grupo 

CONTROLE antes da administração de noradrenalina. Após a administração de 

noradrenalina, todos os grupos experimentais apresentaram diminuição do DC em 

relação ao CONTROLE. 
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Figura 9: Avaliação do Fluxo Aórtico depois de oito semanas, utilizando 
Noradrenalina nos grupos; controle, 2R1C, DM, L-Name e 2R1C + DM. Dados 
expressos como média ± desvio padrão. ANOVA, com teste a posteriori de 
Dunnett, #P<0.05 vs basal comparados ao controle. 

4.6  Resistência periférica total (RPT) 

Os resultados da RPT dos grupos 2K1C, L-NAME, DIABETES e 

2K1C+DIABETES, apresentaram um aumento significante em relação ao grupo 

CONTROLE sem administração de noradrenalina (basal). Após a administração de 

noradrenalina os grupos; 2k1C, L-NAME, DIABETES, 2K1C+DIABETES, 

apresentaram aumento significante em relação ao grupo CONTROLE. 
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Figura 10: Avaliação da Resistência Periférica Total depois de oito semanas, 
utilizando Noradrenalina nos grupos; Controle, 2R1C, DM, L-Name e 2R1C + 
DM.  Dados expressos como média ± desvio padrão. ANOVA, com teste a 
posteriori de Dunnett, *P<0.05, vs basal comparados ao controle. 

4.7 Freqüência cardíaca (FC) 

Os resultados da FC dos grupos experimentais no basal não 

apresentaram diferença entre o grupo CONTROLE. Após ter administrado 

Noradrenalina, houve um aumento da FC em todos os grupos estudos. 
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Figura 11: Avaliação da freqüência cardíaca depois de oito semanas, utilizando 
Noradrenalina nos seguintes grupos; Controle, 2R1C, DM, L-Name, 2R1C+DM. 
Dados expressos como média ± desvio padrão. ANOVA, com teste a posteriori 
de Dunnett, *P<0.05, #P<0.05 comparados ao controle. 

 

4.8  Coração isolado 

4.8.1 - dP/dT + 

Os valores de dP/dT + dos grupos DIABETES e 2K1C+DIABETES 

apresentam uma diminuição em relação ao grupo CONTROLE, os grupos L-NAME e 

2K1C não apresentaram diferenças entre o grupo CONTROLE. 
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Figura 12: Avaliação do coração isolado depois 8 semanas na derivada de pressão/ 
pela derivada de tempo (dP/dT) sistólica utilizando noradrenalina nos grupos; 
Controle, 2R1C, DM, L-Name e 2R1C + DM. Dados expressos como média ± desvio 
padrão. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett,  #P<0.06 vs basal comparados 
ao controle. 

4.8.2  dP/dT – 

Os resultados da dP/dT – dos grupos; 2K1C, L-NAME, DIABETES e 

2K1C+DIABTES apresentaram uma diminuição significante em relação ao grupo 

CONTROLE. 
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Figura 13: Avaliação do coração isolado depois de 8 semanas na derivada de 
pressão/ pela derivada de tempo (dP/dT) diastólica utilizando noradrenalina nos 
grupos; Controle, 2R1C, DM, L-Name e 2R1C+DM. Dados expressos como média ± 
desvio padrão. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett,  #P<0.05 vs basal 
comparados ao controle. 
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5. Discussão 
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O presente estudo mostra claramente que, a hipertensão arterial 

renovascular associada ao diabetes tipo I, assemelha-se às anormalidades 

morfológicas observadas na cardiomiopatia induzida por L-NAME, não há 

similaridade nestes modelos animais no que tange a pressão arterial média (PAM), 

débito cardíaco (DC) e resistência vascular periférica total (RVPT). 

No presente estudo, foi comparado o desempenho cardiovascular através 

da avaliação hemodinâmica em ratos anestesiados, bem como em corações 

isolados, inibindo de forma crônica a síntese de NO e investigando através dos 

modelos animais a hipertensão-diabética e renovascular. Foi hipotetizado que, uma 

vez provocadas às alterações cardiovasculares, os parâmetros avaliados poderiam 

ser similares, como previamente demonstrado por achados histopatológicos nestas 

cardiomiopatias (Sampaio et al., 2002). Além disso, comparando a cardiomiopatia 

hipertensiva-diabética severa após a indução da inibição da NO sintase, o desenho 

experimental possibilitou investigar outros mecanismos hemodinâmicos associados à 

redução da biodisponibilidade de NO no coração e nos tecidos vasculares. 

A pressão arterial caudal (PAC) aumentou igualmente, após duas 

semanas de tratamento, nos grupos 2R1C+DM e L-NAME. Estes valores estão em 

acordo com a PAM medida após a oitava semana. Também, uma redução 

significativa do DC foi observada em ambos os grupos ao final do estudo. 

Conseqüentemente, como esperado, nos grupos L-NAME e 2R1C+DM a RVPT 

aumentou. Os resultados da pressão arterial não-invasiva e da PAM poderiam 

caracterizar ambos os modelos por hipertensão arterial e redução do DC. 

Usando o coração isolado, uma importante redução no dP/dT positiva foi 

observada no grupo 2R1C+DM e uma redução não muito significativa, quando 

comparada com o grupo L-NAME, tal situação pode ser interpretada como uma 

sustentação parcial da contratilidade miocárdica, tendo em vista que o enchimento 

cardíaco estava controlado; não houve diferenças significativas na frequência 

cardíaca em relação aos  grupos estudados. Em ambos os grupos o relaxamento 

diastólico (dP/dT) apresentou-se significativamente diminuído. O aumento na pré-

carga no grupo hipertenso pode ter levado a uma hipertrofia ventricular, fibrose e 



Discussão  
- 55 - 

isquemia. Esses três fatores, isolados ou associados, levam a um comprometimento 

no relaxamento do ventrículo esquerdo. A diminuição na distensibilidade diastólica do 

ventrículo esquerdo (aumento da pressão diastólica e para qualquer nível de volume 

diastólico) pode não somente elevar como alterar as propriedades elásticas 

decorrentes da fibrose ou aumento da massa muscular e também do desarranjo na 

dinâmica do relaxamento ventricular. Desta forma, o DC seria prejudicado devido a 

estas alterações na função ventricular diastólica através de uma redução no tempo 

de relaxamento isovolumétrico. 

Assim, a redução do DC não pode ser justificada pelo leve 

comprometimento na contratilidade no grupo L-NAME ou pelo desequilíbrio da 

disfunção diastólica entre os dois grupos, uma explicação possível seria para os altos 

valores da RVPT encontrados no grupo L-NAME. Neste caso, a redução da 

biodisponibilidade de NO nas arteríolas e meta-arteríolas pode ser responsável pela 

intensa vasoconstrição e aumento na resistência ao fluxo sanguíneo (Sigmon et al., 

1998). Desta maneira, hipertensão associada a diabetes não impediriam o NO nos 

vasos sanguíneos assim como no grupo L-NAME. 

No presente estudo, pode ser visto que as alterações histológicas no 

miocárdio foram, qualitativamente, parecidas no grupo L-NAME e no grupo 2R1C, ao 

passo que na análise quantitativa, foi evidenciada marcas e lesões mais extensas no 

grupo L-NAME. Estas diferenças histológicas sugerem que a gravidade do grupo L-

NAME, induzido pelas lesões miocárdicas, eram semelhantes àquelas em ratos com 

diabetes mellitus associado à hipertensão (Sampaio et al, 2002). Este fato é 

sustentado através da observação que, apesar da área total da lesão miocárdica 

ocasionada no grupo L-NAME ser diferente da lesão ocasionada no grupo 

2R1C+DM, os múltiplos focos precoces de fibrose reparativa e necrose miocárdica 

observados após tratamento no grupo L-NAME parecem ser mais severas e 

extensivas que as do grupo 2R1C+DM (Sampaio et al, 2002). Os múltiplos focos de 

fibrose reparativa analisados depois do tratamento com L-NAME foram similares 

para todos aqueles descritos em estudos prévios (Moreno et al.,1996; Zhong  et al., 

2002). Entretanto, a inibição crônica na síntese de NO pode causar uma ativação 
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precoce dos mecanismos fisiopatológicos subjacentes às lesões cardíacas precoces 

encontradas no grupo 2R1C+DM. 

Como conhecido, o aumento da pressão arterial eleva o mecanismo de 

estresse dos miócitos cardíacos e vasculares e constitui um importante estímulo ao 

remodelamento cardiovascular. Entretanto, elevações nos níveis pressóricos não 

necessariamente levaram a resultados iguais nas respostas hipertróficas em 

modelos experimentais de hipertensão, sugerindo que outros mecanismos, além da 

sobrecarga pressórica, também são ativados. De fato, sugere-se que a hipertrofia 

esteja relacionada a fatores humorais, tais como as concentrações nos níveis 

plasmáticos de renina ou angiotensina II (Fredersdorf et al., 2004; Sun,  et al., 2004), 

e não somente ao fator de sobrecarga mecânica (Matsubara,  et al., 1998). Além 

disso, a falta de uma resposta hipertrófica após tratamento com L-NAME pode ser 

explicada por uma limitação imposta ao crescimento ventricular, decorrente de uma 

perda acentuada de cardiomiócitos por apoptose após a inibição na síntese de NO 

(Pessanha et al., 2000; Maejima et al., 2003). Curiosamente, estudos demonstraram 

que diferentes doses de L-NAME produziram aumento da pressão sanguínea 

sistólica, que resultou em fibrose, que foi proporcional às doses administradas com 

L-NAME (Pechanova et al., 1999). Deste modo, quanto maior for à inibição na 

síntese do NO mais severo poderá ser a lesão miocárdica nos ratos tratados com L-

NAME, ou, quando DM e hipertensão renovascular estiverem associadas. Em 

conjunto, estes dados podem explicar as diferenças nos padrões hemodinâmicos 

observados no presente estudo experimental, baseados na biodisponibilidade de NO 

presente no coração e nos vasos sanguíneos. 

Os níveis da proteína NOS3 encontram-se aumentados no tecido cardíaco 

dos ratos diabéticos provavelmente por decorrência do aumento do estresse 

oxidativo causado pela hiperglicemia (Stockklauser-Farber et al., 2000; Bojunga et 

al., 2004). Embora os níveis da proteína NOS3 estivessem aumentados no tecido 

cardíaco do grupo 2R1C+DM, o tratamento com L-NAME acarretou em grande 

aumento da proteína NOS3 no tecido cardíaco. Curiosamente, a concentração 

plasmática de nitrato/nitrito diminuiu em ambos os grupos (L-NAME e 2R1C+DM), os 

quais apresentaram a maioria lesões miocárdicas severas (Sampaio et al., 2002). 
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Apesar da relação entre os níveis séricos de nitrato/nitrito e produção de NO ainda 

não esteja clara (Moshage, 1997), estes resultados sugerem uma importante 

diminuição da biodisponibilidade de NO (Jungerten  et al., 1996) em ambos os 

grupos. De fato, ratos diabéticos apresentam resistência a acetilcolina, induzida pelo 

relaxamento aórtico, e produção de nitrito/nitrato, atribuído a um metabolismo 

anormal de NO (Kobayashi  et al., 2001). A redução na biodisponibilidade de NO 

causada por uma falta de substratos ou co-fatores pode levar a um desacoplamento 

da NOS3 ou aumento da degradação do NO por elementos reativos ao oxigênio 

(Hink et al., 2001; Andrew e Mayer, 1999; Cai  et al., 2000; Koo  et al., 2003). 

Concluindo, o presente estudo não sustenta inteiramente a hipótese inicial 

de que a disfunção cardiovascular encontrada na hipertensão renovascular na 

diabetes tipo 1 seria parecida àquelas induzidas pela inibição crônica de NO. A 

hipertensão renovascular associada a diabetes tipo 1 intensifica as anormalidades 

morfológicas e hemodinâmicas, mas não com a mesma intensidade das disfunções 

cardiovasculares proporcionadas pelo L-NAME. Novos estudos seriam necessários 

para uma melhor compreensão dos mecanismos endoteliais nestes modelos. 
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6. Conclusões 
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Estes resultados indicam que a associação da hipertensão com diabetes, 

demonstram que, apesar das semelhanças morfológicas entre os grupos 2R1C+DM 

e L-NAME, este último não mimetizou as alterações hemodinâmicas dos modelos 

diabético-hipertenso renovascular associados com as alterações induzidas pelo L-

NAME em ratos, o que sugere uma explicação para o óxido nítrico na fisiopatologia 

da cardiomiopatia na diabete e na hipertensão arterial. 
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