
 

 

Bruna Santos Almeida 

 

 

 

 

Participação do óxido nítrico nas alterações vasculares 

induzidas pelo estresse crônico em ratos. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAMPINAS 
2013 

 



i 

 

 



ii 

 

 



 



iv 

 

Agradecimentos 

À Deus por sempre iluminar minha vida, direcionando-me ao caminho certo, 
corrigindo-me e orientando-me. “Todas as coisas cooperam para o bem daqueles que amam 
a Deus.” (Rm 8:28). 

Ao meu Pai Oséias E. de Almeida in memorian que nos seus últimos dias de vida 
ensinou-me o real significado do amor, que às vezes não valorizamos, porém ao perdê-lo 
percebemos o quão importante ele é. Família: Palavra forte, sentimento forte, amor que 
ultrapassa barreiras. 

Agradeço a minha Mãe, Neusa de O. Santos, uma guerreira, que sempre ensinou-me 
a lutar visando conquistar vitórias. Com ela também aprendi que Deus é o principal item da 
nossa vida e que nunca devemos ter vergonha de perder, pois o mais importante é lutar com 
fé e perseverança. 

À minha orientadora Profa. Dra. Fernanda Klein Marcondes por explicar quais os 
melhores caminhos a serem percorridos para a conclusão deste trabalho. Sua atenção e 
ensinamentos foram fundamentais. Agradeço por você ter aceitado minha participação em 
seu laboratório, como aluna de mestrado.  

À minha co-orientadora, Profa. Dra. Maria José Costa Sampaio Moura (Pontifícia 
Universidade Católica de Campinas/ PUC – Campinas), pela colaboração na realização 
deste trabalho, em especial pelos experimentos relativos às curvas concentração-efeito em 
aorta torácica. 

Às Profas. Dra. Maria do Carmo Franco e Zuleica Bruno Fortes (Universidade de 
São Paulo – USP), e à Beatriz Felice Ponzio pelo auxílio na quantificação da concentração 
de óxido nítrico e superóxidos na aorta torácica dos animais utilizados neste estudo. 

Aos amigos de laboratório, Rafaela, Andréia, Mariana, Eduardo, Vander e Vinícius 
por proporcionarem muitos momentos de aprendizado e alegrias. Agradeço em especial a 
minha amiga Larissa, que sempre mostrou o valor da persistência para conquistar aquilo 
que almejamos.  

Às secretárias Eliete (FOP) e Andréia Vigilato (IB) da Unicamp que com muito 
carinho sempre me orientaram sobre os termos legais a serem resolvidos durante todo o 
curso, principalmente na reta final durante a conclusão deste trabalho. Ao funcionário 
Feliciano pela ajuda imprescindível no quesito cuidado com animais.  

A CAPES e a FAPESP, pelo auxílio financeiro para o desenvolvimento deste 
trabalho. 



v 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Não que, por nós mesmos, sejamos 

capazes de pensar alguma coisa, como se 

partisse de nós; pelo contrário, a nossa 

suficiência vem de Deus. 

 

2 Coríntios 3:4 



vi 

Resumo 

O estresse é considerado um fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares e modelos animais têm sido utilizados para a compreensão dos 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos nesta associação. Em estudo anterior do nosso 

grupo de pesquisa, a aplicação do protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível 

(ECMI) em ratos induziu aumento da sensibilidade ao efeito vasoconstritor da fenilefrina, 

em anéis aórticos com endotélio intacto, sendo este efeito cancelado pela inibição da síntese 

de óxido nítrico. Estes achados sugeriam que os efeitos vasculares do ECMI estariam 

relacionados à diminuição na produção de óxido nítrico (ON). Aumento na inativação de 

ON, por exemplo por radicais livres, também poderiam estar relacionados às alterações 

induzidas pelo ECMI. O objetivo deste estudo foi avaliar em ratos adultos machos, o efeito 

do ECMI sobre a evolução temporal da pressão arterial e sobre a produção de óxido nítrico 

e ânion superóxido na aorta torácica isolada. Os animais foram aleatoriamente divididos em 

dois grupos experimentais: Controle e Estresse (n = 15/grupo). A avaliação da pressão 

arterial foi realizada uma vez por semana, por pletismografia de cauda. Quinze dias após o 

final do protocolo de ECMI os animais foram eutanasiados por decapitação. O sangue foi 

coletado para posterior dosagem de corticosterona e catecolaminas, por ELISA e 

cromatografia líquida respectivamente. A aorta torácica foi isolada para obtenção dos anéis 

aórticos e realização de curva-concentração-efeito à acetilcolina, e para determinação da 

produção de ON e ânion superóxido pelos métodos do 4,5 diacetato de diaminufluoresceína 

(DAF-2) e da hidroetidina, respectivamente. A pressão arterial sistólica e diastólica dos 

animais estressados nas semanas 4, 5 e 6 foi maior em relação aos valores determinados no 

grupo controle. Quinze dias após o ECMI, ratos estressados apresentaram menor peso 

corporal, aumento dos níveis de corticosterona, adrenalina e noradrenalina em relação ao 

grupo controle. O efeito vasodilatador da acetilcolina foi significativamente menor na aorta 

torácica dos animais submetidos ao ECMI em relação ao grupo controle. Aortas isoladas de 

ratos estressados apresentaram significativa redução na concentração de óxido nítrico e 

aumento na concentração de ânion superóxido, em relação ao tecido isolado de animais 

controle. Estes resultados confirmam que o ECMI induz disfunção endotelial na aorta 

torácica de ratos e que este efeito está associado à redução na biodisponibilidade de ON. 

Palavra Chave: Estresse, Disfunção endotelial e Hipertensão. 
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Abstract 

Stress is considered a risk factor to cardiovascular diseases and animal protocols 

have been used in studies about physiopathologic mechanisms involved in this association. 

In a previous study, we observed increased sensitivity to the vasoconstrictor effect of 

phenylephrine in aortic rings with intact endothelium from rats submitted to the protocol of 

chronic moderate and unpredictable stress (CMUS). This effect was canceled by the 

inhibition of nitric oxide synthesis in vitro. These findings suggested that vascular effects 

of CMS could be related to decrease in the bioavailability of nitric oxide (NO). The 

objective of this study was to evaluate, in adult male rats, the effect of CMS on the time 

course of arterial blood pressure, and on the production of nitric oxide and superoxide 

anion in isolated thoracic aorta. The animals were randomly divided into two experimental 

groups: Control and Stress (n = 15/grupo). The blood pressure determination was done 

once a week by the tail plethysmography. Fifteen days after the end of the CMS protocol 

the animals were killed by decapitation. Blood was collected for posterior corticosterone 

and catecholamines determination by ELISA and liquid chromatography respectively. The 

thoracic aorta was isolated to obtain a concentration effect curve to acetylcholine and to 

determine the production of NO and superoxide anion by diaminufluoresceína 4.5 diacetate 

(DAF-2) and hidroetidina methods respectively. Systolic and diastolic blood of stressed 

animals at weeks 4, 5 and 6 was significantly higher compared to values determined in the 

control group. Fifteen days after the end of CMUS, stressed rats showed increased levels of 

corticosterone, adrenaline and noradrenaline in relation to the control groups. The 

vasodilator effect of acetylcholine was significantly lower in the thoracic aorta of rats 

subjected to CMUS in the control group. Sections of aorta isolated from stressed rats 

showed significant reduction in nitric oxide concentration and increase in the concentration 

of superoxide anion in comparison to control animals. These results confirm that the 

CMUS induced endothelial dysfunction in rat thoracic aorta, and this effect is associated 

with decreased bioavailability of NO. 

Keyword: Stress, Endothelial dysfunction and Hypertension. 
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1- Introdução 

Estilo de vida das sociedades industrializadas caracterizado por aumento da ingestão 

de alimentos calóricos, do sedentarismo e de situações estressoras negativas do dia a dia 

está relacionado a ocorrência de distúrbios alimentares, síndrome metabólica, ansiedade, 

depressão e doenças cardiovasculares (Lopes, 2004; Kuo et al., 2008, Kyrou e Tsigos, 

2008). Além de favorecer a ocorrência de hipertensão arterial (Bedi et al., 2000; Grippo e 

Johnson, 2009), arritmias cardíacas (Carpeggiani e Skinner, 1991) e fibrilação ventricular 

(Matta et al., 1976), o estresse tem sido apontado para depressão e hipertensão arterial 

como o principal fator de risco para a ocorrência de aterosclerose, em 40% dos casos, nos 

quais não são identificados outros fatores causais conhecidos (Black e Garbutt, 2002). 

Além disso, fatores estressores podem levar ao desenvolvimento de depressão, a qual, 

por sua vez, também tem sido apontada como um fator de risco para a morbidade e 

mortalidade relacionada a doenças cardíacas (Van der  Kooy et al., 2007). Entre 20 e 50% 

de pacientes mortos por enfarto do miocárdio sofreram de depressão anteriormente (Grippo 

e Johnson 2009). Porém a relação entre depressão e doenças cardiovasculares é bidirecional 

já que a presença de doenças cardíacas parece aumentar a probabilidade de ocorrência de 

estados depressivos (Grippo e Johnson, 2002), sendo que a prevalência de depressão pode 

aumentar de 2 a 9%, na população em geral, para 45% em pacientes acometidos por enfarto 

(Associação Americana de Psiquiatria, 2000). 

O sistema cardiovascular participa ativamente do processo adaptativo na reação de 

estresse, seja por um aumento da frequência cardíaca, da contratilidade, do débito cardíaco 

ou da pressão arterial (Krantz e Manuck, 1984). O termo estresse foi empregado por Hans 

Selye, um pesquisador que estudava os efeitos de extratos de plantas. Ele observou o 

desenvolvimento de úlceras gastrointestinais, atrofia do sistema imune e aumento das 

glândulas adrenais em ratos. Para sua surpresa, os ratos do grupo controle, que haviam 

recebido injeção de solução salina, apresentaram alterações semelhantes – Selye concluiu 

que tais alterações estavam relacionadas à aplicação das repetidas injeções. Obteve-se os 

mesmos resultados expondo os animais ao frio, patógenos, toxinas e ruído (Selye, 1936; 

Sapolsky, 1990). Hoje, podemos definir o estresse como a resposta do organismo frente a 

estímulos aversivos, sejam eles físicos, químicos ou psicológicos.  
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Devido aos estímulos estressores resultarem em respostas hormonais generalizadas 

e não específicas, atingindo diferentes sistemas orgânicos, Selye as denominou de 

Síndrome Geral da Adaptação, a qual é composta de três fases: Alarme ou excitação, 

resistência e exaustão. A fase de alarme/excitação ocorre quando o organismo reconhece o 

estímulo como estressante, ativando o Sistema Nervoso Simpático (SNS) e o sistema 

adrenocortical, resultando em maior liberação de catecolaminas e glicocorticoides, 

respectivamente. Quando o estímulo estressor é mantido, a capacidade de reação diminui e 

o organismo desenvolve mecanismos adaptativos durante a fase seguinte, denominada fase 

de resistência. Não ocorrendo esta adaptação desenvolve-se a fase de exaustão, na qual o 

organismo torna-se suscetível a alguns distúrbios cardiovasculares, gastrointestinais e/ou 

imunológicos (Selye, 1936, Tanno e Marcondes, 2002; McEwen, 2006).  

O estresse crônico caracteriza-se pela ativação prolongada do SNS e do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) e promove alterações que favorecem a ocorrência da 

síndrome metabólica, caracterizada por obesidade, dislipidemia, intolerância à glicose, 

diabetes tipo II e resistência à insulina (Bjorntorp, 1997; Epel et al., 1999; Grundy et al., 

2004; Neves et al., 2009 e 2012) e o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (Grippo 

et al. 2009).  

Doenças cardiovasculares podem ter início com a disfunção do endotélio associada 

a alterações fisiológicas e/ou histológicas. A disfunção endotelial é considerada um passo 

inicial do processo aterogênico e é também referida como piora no relaxamento dependente 

do endotélio, causado por menor biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) (Carvalho et al., 

2006; Hsueh et al., 2004) O termo disfunção endotelial frequentemente é utilizado para se 

referir à piora no mecanismo de vasodilatação dependente do endotélio, apesar do endotélio 

produzir tanto substâncias vasodilatadores quanto vasoconstritores. Em 1980, Furchgott e 

Zawadski estabeleceram o papel do endotélio na modulação da atividade contrátil vascular, 

através da produção e liberação de um fator relaxante, posteriormente identificado como 

óxido nítrico (ON) (Palmer et al., 1987, Moncada et al., 1991). O ON é um radical livre 

produzido pela oxidação da L-arginina em L-citrulina, através da enzima óxido nítrico 

sintase endotelial (ONS-e) (Stamler et al., 1992). A L-citrulina por sua vez liga-se à 

guanilato ciclase. Uma vez ativado, estimula a conversão de GTP em GMP cíclico (GMPc), 

sendo este o mediador final que promove a ação de relaxar a musculatura lisa, por diminuir 
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os níveis de íon cálcio (Ca+2) intracelular, provocando o relaxamento da musculatura e a 

consequente vasodilatação. Além da ação vasodilatadora, o ON inibe a adesão e a 

agregação plaquetárias (Kimlay et al., 2001), reduz a aderência de leucócitos no endotélio 

vascular, suprime a proliferação do músculo liso vascular (Gimbrone, 1995) e inibe a 

produção do fator tecidual (Yang e Loscalzo, 2000), que é um determinante crítico na 

geração do trombo. Portanto, a disfunção endotelial favorece o desenvolvimento de 

hipertensão arterial, trombose, infarto agudo do miocárdio, acidente vascular cerebral e 

aterosclerose. 

Por questões éticas e limitações dos estudos clínicos e epidemiológicos, a 

experimentação animal é muito útil para o estudo dos mecanismos fisiológicos relacionados 

às alterações desencadeadas pelo estresse. Apesar de estar bem estabelecido que roedores 

adaptam-se à aplicação repetida de estímulos estressores, esta adaptação não ocorre no 

protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível (ECMI). Neste protocolo, a 

exposição a diferentes estressores alternadamente induz elevação mantida dos níveis de 

corticosterona em ratos (Moreau et al., 1993; Willner, 2005), observada até 15 dias após a 

aplicação do estímulo estressor (Neves et al., 2009). Assim, devido à ausência de adaptação 

aos estressores, o ECMI é validado como um modelo experimental de estresse crônico. 

Estudo anterior de nosso grupo de pesquisa mostrou que o estresse crônico 

moderado e imprevisível (ECMI) promoveu aumento significativo na espessura do 

endotélio e da camada média vascular em aorta torácica isolada de ratos, além de ter 

induzido supersensibilidade à fenilefrina em anéis aórticos com endotélio intacto. Como 

este efeito não foi observado em anéis sem endotélio e em anéis com endotélio tratados 

com inibidor da síntese de oxido nítrico, os autores propuseram que a supersensibilidade à 

fenilefrina poderia estar relacionada à redução do ON endotelial (Neves et al., 2009). Como 

esta interpretação foi feita de forma indireta, havia a necessidade de avaliação da produção 

de ON na aorta torácica para comprovação da hipótese levantada. Além disso, é importante 

avaliar se as alterações observadas in vitro na aorta torácica poderiam estar relacionadas a 

alguma alteração da pressão arterial. 
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2- Proposição 

Estudar os mecanismos envolvidos nas alterações vasculares induzidas pelo 

estresse crônico moderado e imprevisível, e analisar o impacto destas alterações sobre a 

pressão arterial em ratos, avaliando:  

- a concentração plasmática de corticosterona e catecolaminas;  

- a resposta vasodilatadora à acetilcolina in vitro, em anéis da aorta torácica isolada; 

- as concentrações de óxido nítrico e de espécies reativas de oxigênio (EROx) em aorta 

torácica isolada; 

- a evolução da pressão arterial durante todo o protocolo experimental. 
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3- Metodologia 

3.1 Delineamento Experimental 

Foram utilizados 30 ratos machos Sprague-Dawley, SPF (“Specific Patogen Free”), 

com 2 meses de idade no início do experimento, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar 

para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório – UNICAMP 

(CEMIB), e mantidos no biotério de experimentação do Laboratório de Estresse, localizado 

no Departamento de Ciências Fisiológicas da FOP/ UNICAMP. Os animais foram alojados 

em gaiolas individuais e em sala climatizada (22 ± 2°C), com ciclo claro/escuro de 12/12 

horas (luzes acendendo às 6:00h). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê 

de Ética em Experimentação Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de 

Campinas (Protocolo CEEA n°900-1), de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal. Os animais foram alimentados com dieta AIN93M em pó - 

formulada para a manutenção de roedores adultos - (Reeves et al., 1993), contendo 3.6 

Kcal/g (14.1% Kcal de proteínas, 75.9% Kcal de carboidratos, 10% kcal de gorduras). Esta 

dieta foi sintetizada pela empresa HN&C Nutriexperimental. 

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos experimentais: Controle e 

Estresse. Após uma semana de adaptação no biotério de experimentação, os animais foram 

analisados durante 7 semanas. No grupo submetido ao estresse, as aplicações dos estímulos 

estressores foram realizadas nas semanas 3, 4 e 5 do período experimental. Nas 1ª, 2ª, 6ª e 

7ª semanas, os animais foram submetidos somente aos procedimentos relacionados à 

limpeza, alimentação e determinação da pressão arterial.  Os animais do grupo controle 

foram submetidos apenas aos procedimentos de pressão arterial, limpeza e alimentação 

durante todo período experimental.  

Os ratos foram eutanasiados, por decapitação, 15 dias após o término da aplicação 

do ECMI, no início da 8ª semana. O sangue foi coletado para posterior dosagem de 

corticosterona e catecolaminas. A aorta torácica foi isolada para análises funcionais. 
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3.2 Protocolo de Estresse 

Nas 3ª, 4ª e 5ª semanas do período experimental, os animais do grupo estresse foram 

submetidos ao protocolo de ECMI, conforme estudo anterior (Neves et al., 2009 e 2012). O 

protocolo de ECMI consiste na aplicação de diferentes estímulos estressores ao longo de 7 

dias, repetindo-se os procedimentos por 3 semanas consecutivas, conforme está detalhado 

na tabela 1.  

 

Tabela 1. Protocolo de estresse crônico moderado e imprevisível. 

 Manhã Tarde 

Segunda-Feira 8:00 – 9:00h: Imobilização 13:00 – 14:00h: Imobilização. 

18:00h: Iluminação contínua durante a 
noite. 

Terça-Feira 8:00 – 9:00h: Imobilização 

 

14:00 – 15:00h: Imobilização, seguida de 
privação de água e comida durante 18 
horas. 

Quarta-Feira 8:00 – 10:00h: Acesso restrito à 
comida durante duas horas. 

13:00 – 14:00h: Imobilização, seguida de 
privação de água durante 18 horas. 

Quinta-Feira 8:00 – 10:00h: Exposição a garrafas 
de água vazias. 

11:00 – 12:00h: Imobilização 

14:00 – 15:00h: Imobilização 

18:00h: Pernoite em gaiolas com maravalha 
úmida. 

Sexta-Feira 8:00 – 9:00h: Imobilização 

 

18:00h: Ciclo Claro/Escuro invertido (até 
08:00h da segunda-feira seguinte). 

Sábado Ciclo Claro/Escuro invertido Ciclo Claro/Escuro invertido 

Domingo Ciclo Claro/Escuro invertido Ciclo Claro/Escuro invertido 

 

Durante a aplicação do ECMI, a imobilização dos animais foi realizada em garrafas 

pet de 600 mL, limitando totalmente a movimentação, conforme ilustra a Fig 1. 

 

 

Figura 1. Imobilização dos animais com garrafas pet. 
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3.3. Avaliação da Pressão Arterial  

A pressão arterial e a frequência cardíaca foram determinadas semanalmente, nas 

sextas-feiras às 14:00h, ao longo de todo o período experimental, por meio da conexão de 

um pletismógrafo à cauda dos animais (Krege et al., 1995), utilizando o equipamento 

Visitech Systems Physiological Research Instruments (BP-2000 Blood Pressure Analysis 

System – Fig 2), em sala com isolamento acústico para diminuir fontes de ruído que 

pudessem interferir nessa avaliação. 

 

 

Figura 2. Avaliação da pressão arterial pela conexão de um pletismógrafo à cauda dos 

animais. 

 

3.4.  Coleta de Amostras. 

Quinze dias após o término da aplicação do ECMI os animais foram eutanasiados 

por decapitação.  O sangue foi coletado em tubos com anticoagulante para centrifugação 

(1000G) e obtenção do plasma. As amostras de plasma foram armazenadas em freezer a –

20°C para posteriores dosagens de corticosterona e catecolaminas. Imediatamente após a 

coleta do sangue o tórax do animal foi aberto e a aorta torácica foi isolada e retirada, para 

as análises funcionais e quantitativas. O terço superior da aorta foi limpo e embebido em 

solução de Triangle Biomedical Sciences e rapidamente congelado em gelo seco para as 

análises quantitativas de óxido nítrico e ânion superóxido. Do terço médio da aorta, foram 

retirados anéis (3-5 mm) para as análises funcionais (curva concentração-efeito à ACh). 
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3.5. Dosagem de Corticosterona 

A concentração plasmática de corticosterona foi determinada pelo ensaio imuno-

enzimático ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), através do uso de kit 

comercial Assay Designs® - Ann Arbor, MI, USA.  

 

3.6. Dosagem de Catecolaminas 

Para dosagem de catecolaminas, foi utilizado o método HPLC (High-performance 

liquid chromatography). O plasma foi submetido à purificação conforme descrito por Di 

Marco et al., (2003). O sobrenadante foi filtrado (0,22 Μm) e injetado em coluna de fase 

reversa. As catecolaminas foram separadas, usando um par iônico acoplado com detecção 

eletroquímica (0,5 V). A separação isocrática foi obtida usando uma coluna Spheri-5 ODS 

5 µm. O sistema de HPLC consta de uma bomba (modelo LC- 10 ADVP- Shimadzu), 

detector eletroquímico (modelo L-ECD- 6A- Shimadzu), injetor automático (SIL- 20AC- 

Shimadzu), coluna 5µm, (4,6x 250 mm), pré-coluna RP 18, 7µm (15x3,2mm). As aminas 

biogênicas foram separadas por eluição isocrática, fluxo de 0,8 mL /minuto durante 

aproximadamente 25 minutos, sendo que a fase móvel foi composta de fosfato de sódio 

0,02M (Merck), citrato de sódio 0,02M (Merck), EDTA 0,12 mM (Merck), heptano 

sulfônico 566mg/L (Sigma) e metanol (Licrosolv) 10% e ajustado o pH para 2,53 com 

ácido perclórico a 50 % (Merck). A concentração de monoamina foi expressa em pg/mL. 

Os cálculos foram feitos a partir da seguinte fórmula: 

Pg A/mL= PsA/PsDHBA x quantidade do padrão x fator de diluição 

                  PstA/PstDHBA     

Onde: Ps= área do pico da amina na amostra; A=amina; PsDHBA= área do pico do 

DHBA (dihidroxibenzilamina) na amostra; PstA= área do pico da amina no padrão; e 

PstDHBA= área do pico de DHBA no padrão. DHBA é o padrão interno de extração, usado 

para o cálculo de recuperação nos tempos de retenção esperados. 
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3.7.  Curvas Concentração-Efeito (CCE) à Acetilcolina em Fragmento de Aorta 

Torácica Isoladas  

Do terço medial da aorta, foi retirado 1 anel de cada animal. Os anéis (3 à 5 mm) 

foram montados sob 2g de tensão inicial, em câmara para órgão isolado, contendo 20mL de 

solução de Krebs-Henseleit, com a seguinte composição [mM]: NaCl 115,0; KCl 4,7; 

CaCl2.2H2O  2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4.7H2O 2,5; NaHCO3 25,0; glicose 11,0; ácido 

ascórbico 0,11. Este último foi adicionado para diminuir a oxidação das catecolaminas, 

durante a obtenção das CCE. O líquido de incubação foi borbulhado continuamente com 

95% de O2 e 5% de CO2 e a temperatura foi mantida à 36,5 ± 0,1ºC, com auxílio de uma 

bomba de perfusão (Moura e Marcondes, 2001; Cunha et al., 2005). 

Antes de adicionar qualquer droga, os anéis aórticos permaneceram no banho para 

equilíbrio por 60 min e a solução de Krebs foi trocada a cada 15 min (Moura e Marcondes, 

2001). Após o equilíbrio, a presença do endotélio foi comprovada fisiologicamente pela 

indução do relaxamento com adição de acetilcolina (10-6M) no anel pré-contraído com 

fenilefrina (FE) 10-7M. Considerou-se que o endotélio estava presente nos anéis que 

apresentaram 100% de relaxamento. Os anéis que apresentaram relaxamento inferior a 

100%, em resposta à ACh, foram descartados. Após este teste, o anel foi lavado e mantido 

para nova estabilização por um período de 45 min, com troca de Krebs a cada 15 min 

(Moura e Marcondes, 2001; Cunha et al., 2005).  

Após estabilização e confirmação da integridade do endotélio, o anel foi contraído 

com FE 10-6M. E ao atingir uma resposta em platô à FE, uma curva concentração-efeito 

cumulativa à ACh foi obtida (3 x 10-8 – 10-6M) (Feng et al., 2008; Sun et al., 2008). O 

tempo de observação da resposta de cada anel da aorta torácica foi de 5 minutos, para cada 

concentração adicionada na cuba. O efeito máximo foi determinado quando três 

concentrações sucessivas e crescentes do agonista não alteravam a resposta obtida. O 

relaxamento induzido pela ACh foi expresso em porcentagem da pré-contração produzida 

pela fenilefrina. 

As CCE foram analisadas por regressão não linear, usando-se o programa 

GraphPAD prism (San Diego, CA, USA – licença G3-A 14920-830).  
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3.8.  Determinação da Produção de Óxido Nítrico (ON) em Anéis Aorticos in vitro – Método 

do 4,5 Diacetato de Diaminufluoresceína (DAF-2) 

 Do terço superior da aorta torácica, foi coletado 1 anel aórtico ( ± 1cm) de cada animal, o 

qual foi limpo e embebido em pequenas formas de plástico contendo Triangle Biomedical 

Sciences (TBS) e rapidamente congelado em gelo seco. Para conservar as amostras, elas 

foram mantidas no freezer -80ºC até o momento da dosagem. As amostras foram 

transportadas ao Laboratório de Farmacologia do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB/USP) 

sobre refrigeração para a respectiva dosagem. Dos blocos de TBS, contendo as amostras, foram 

obtidos cortes transversais (7 m) no criostato a -25°C e colocados em lâminas de vidro 

contendo poli-L-lisina para fixação da amostra. De cada amostra (bloco) que corresponde a 

1 animal, foram obtidos três cortes e colocados em uma única lâmina. Para determinar a 

produção de ON utilizou-se o marcador fluorescente sensível que reage com ON, o 4,5 

diacetato de diaminofluoresceína (DAF-2). As lâminas (contendo as amostras) foram secas 

na plataforma aquecida e depois as amostras foram hidratados a 37°C com tampão fosfato 

0,1 M, que contém 0,45 M CaCl2 e 100 M L-arginina (PB+Ca2+, pH 7,4) por 10 minutos. 

Após este processo a solução foi retirada e foram adicionados nos 3 cortes 100L de 

PB+Ca2+ , sendo um corte o basal, e nos outros dois foram adicionados também 100 M de 

acetilcolina (estimulado). Passados 30 minutos, esta solução foi retirada e os cortes foram 

incubados com PB+Ca2+ contendo 0,1 M DAF-2, em ambiente escuro. Os cortes 

estimulados receberam 100 M de acetilcolina e o basal 100L de PB+Ca2+. Após 1 hora 

de incubação, as imagens digitais foram capturadas em microscópio (Nikon E1000) 

equipado com epifluorescência (excitação de 485nm; emissão de 538nm); objetiva de 20x. 

As imagens foram analisadas em software (KS-300) pelo qual foi avaliada a densidade 

óptica média de fluorescência observada no endotélio. Os resultados foram expressos como 

aumento de produção ON em relação à produção basal de ON. As avaliações foram 

realizadas em três campos de cada corte (Akamine et al., 2006a e 2006b, Franco et al., 

2009).  
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3.9.  Análise quantitativa de Espécies Reativas de Oxigênio (EROx).  

Para a medida da geração de ânion superóxido foram utilizados os mesmos blocos 

de TBS contendo o terço superior da aorta utilizados para a metodologia do ON. A 

avaliação foi determinada pela hidroetidina, substância permeável a membrana celular, que 

na presença de superóxido é transformada no composto fluorescente brometo de etídio. Os 

cortes transversais de aorta torácica (7 mm) foram obtidos em criostato a -25°C, coletados 

em lâminas de vidro contendo poli-L-lisina e incubados com hidroetidina 2×10−6 M (30 

min, 37o C) em tampão fosfato (0,1M). Após o período de incubação, as imagens digitais 

foram coletadas em microscópio (Nikon E1000) equipado com epifluorescência e as 

imagens foram analisadas em software (KS-300) pela avaliação da densidade óptica média 

de fluorescência. Essa razão de fluorescência foi avaliada em três campos de cada corte e 

foram usadas seis aortas de diferentes animais de cada grupo experimental (Akamine et al., 

2006a e 2006b, Franco et al.,2009).  

 

3.10. Análises Estatísticas 

Para análise dos dados obtidos ao final do experimento, foi utilizado o Teste t de 

Student para comparação dos grupos controle e estresse.  

Para a análise dos dados obtidos semanalmente referentes à pressão arterial foi 

utilizada Análise de Variância para medidas repetidas – Modelo Misto, seguidos do Teste 

de Tukey-Kramer para comparação múltipla das médias.  

Valores de p menores do que 0,05 foram indicativos de significância estatística. Os 

resultados foram apresentados como médias ± erros-padrão das médias. 
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4- Resultados  
 
No início do experimento os animais dos grupos controle e estresse não 

apresentaram diferença no peso corporal (Fig. 3; p > 0,05). O peso corporal final, 

determinado 15 dias após o fim do ECMI, foi significativamente maior em relação ao peso 

inicial, tanto em ratos controle quanto aos que foram submetidos a estresse (Fig. 3; p < 

0,05). Porém, animais submetidos ao ECMI apresentaram menor peso corporal final 

quando comparados ao grupo controle (Fig. 3; p < 0,05). 
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Figura 3. Peso inicial e final de ratos dos grupos controle e estresse. * Diferença em 
relação ao peso inicial do mesmo grupo. # Diferença em relação ao peso final do grupo 
controle (p < 0,05). N = 15/grupo (p<0,05; ANOVA bifatorial + Tukey). 

 

 

Quinze dias após a aplicação do ECMI, animais submetidos a estresse apresentaram 

aumento nas concentrações plasmáticas de corticosterona, noradrenalina e adrenalina, em 

relação aos animais do grupo controle (Fig. 4; p < 0,05).  
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Figura 4. Concentração plasmática de corticosterona (A), noradrenalina (B) e adrenalina 
(C) de ratos dos grupos controle e estresse. N = 10/grupo. *Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (p<0,05; teste t de Student). 
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As curvas concentração-efeito obtidas in vitro na aorta torácica mostraram que o 

ECMI reduziu para 61% a resposta vasodilatadora à ACh em relação ao grupo controle, no 

qual foi observado  96% de relaxamento induzido pela ACh (Fig. 5; p < 0,05). Não houve 

diferença significativa, entre os grupos controle e estresse, na sensibilidade da aorta 

torácica à ACh, determinada pela concentração de ACh que induziu 50% da resposta 

máxima: controle (3,8 +/- 0,62 x 10-8M) e estresse (9,3 +/- 0,63 x 10-8M). 
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Figura 5. Curvas concentração-efeito à ACh obtida de anéis pré-contraídos com 
fenilefrina. Os anéis foram obtidos da aorta torácica isolada, de ratos controle (N = 6) e de 
ratos submetidos a estresse crônico moderado e imprevisível (N = 5). A resposta está 
expressa em porcentagem de pré-contração induzida pela fenilefrina. *Diferença 
significativa em relação ao grupo controle, no valor da resposta máxima (p < 0,05; teste t 
de Student).  

 

 

Na aorta torácica de animais submetidos ao protocolo de ECMI, observou-se 

redução da produção endotelial de óxido nítrico, em reposta à ACh, quando comparada à 

produção observada no tecido isolado de ratos controle (Fig. 6; p<0,05).  
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Figura 6. (A) Imagens digitais coletadas de anéis aórticos estimulados com acetilcolina do 
grupo controle e estresse. (B) Porcentagem de produção de óxido nítrico endotelial (ON), 
determinada a partir da avaliação da densidade óptica média de fluorescência, em anéis 
aórticos isolados de ratos dos grupos controle e estresse (n = 6 animais/grupo). *Diferença 
significativa em relação ao grupo controle (p < 0,05; teste t de Student). 
 

Aortas torácicas isoladas de animais submetidos ao ECMI apresentaram aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROx) em relação ao grupo controle (Fig. 7; 

p<0,05).  

Controle Estresse 
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Fig. 7. (A) Imagens digitais das secções transversais de anéis aórticos, tratados com 
hidroetidina dos grupos controle e estresse. (B) Resultados expressos pela marcação 
quantitativa de espécies reativas de oxigênio (EROx) em aorta torácica dos grupos controle 
e estresse (n = 6 animais/grupo). *Diferença significativa em relação ao grupo controle (p < 
0,05; teste t de Student). 

Controle Estresse 
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Os animais estressados apresentaram aumento da pressão arterial média e diastólica 

nas semanas 3, 4, 5 e 6 do período experimental, quando comparados aos animais controle 

(Fig. 8A e 8C; p<0,05). A pressão arterial sistólica dos animais submetidos ao estresse foi 

significativamente maior em relação ao grupo controle, nas semanas 4, 5 e 6 do período 

experimental (Fig. 8B; p<0,05), sem diferença na frequência cardíaca (Fig 8D; p < 0,05). 
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Fig. 8. Pressão arterial média (A), sistólica (B), diastólica (C) e freqüência cardíaca (D) dos 
grupos controle e estresse, determinada por pletismografia de cauda, ao final de cada 
semana do período experimental. * Diferença significativa em relação ao grupo controle (p 
< 0,05; Anova para medidas repetidas). N= 12/grupo. 
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5- Discussão  

Neste estudo, observamos que o ECMI causou disfunção endotelial em ratos 

Sprague-Dawley, associada à redução da biodisponilidade de óxido nítrico na aorta torácica 

e elevação da pressão arterial.  

A significativa elevação da concentração plasmática de catecolaminas e de 

corticosterona, observada em animais submetidos ao ECMI, comprovou a efetividade do 

protocolo experimental de estresse utilizado, bem como a ausência de adaptação a este 

protocolo, e está de acordo com os estudos de Moreau et al., (1993) e Willner, (2005). E, 

conforme previamente demonstrado por nosso grupo de pesquisa (Neves et al., 2009 e 

2012), os níveis aumentados dos hormônios do estresse, observados 15 dias após a 

aplicação dos estímulos estressores, confirma que o protocolo de ECMI utilizado permite a 

análise dos efeitos do estresse crônico a longo prazo.  

O menor ganho de peso corporal dos animais estressados, em relação ao grupo 

controle, também confirma a efetividade do protocolo de estresse crônico. As 

catecolaminas e os glicocorticoides, além de promoverem aumento do cronotropismo e 

inotropismo cardíaco (Roy et al., 1998; Tanno e Marcondes, 2002; Luecken et al., 2005), 

também desempenham um papel fundamental na mobilização de substratos energéticos 

para o sistema nervoso central (SNC) e tecido muscular em situação de estresse. Estes 

hormônios estimulam a glicogenólise, lipólise e proteólise (Chrousos, 1998; Ottenweller, 

2000). Desta forma, o menor ganho de peso observado no grupo submetido ao ECMI pode 

estar relacionado aos efeitos catabólicos das catecolaminas e glicocorticóides. 

Com relação aos efeitos vasculares do ECMI, Neves et al., (2009) observaram que o 

mesmo protocolo utilizado no presente estudo havia induzido supersensibilidade à 

fenilefrina na aorta torácica, com endotélio intacto, isolada de animais estressados em 

relação ao grupo controle. Como não havia sido observada alteração em anéis sem 

endotélio ou em anéis pré-tratados com o inibidor da síntese de óxido nítrico, os autores 

sugeriram que a supersensibilidade à fenilefrina poderia estar relacionada à menor 

biodisponibilidade de óxido nítrico. No presente estudo, a menor resposta vasodilatadora à 

acetilcolina, associada à menor produção de óxido nítrico na aorta torácica isolada de 

animais estressados, em comparação ao grupo controle, confirmam que o ECMI induz 

disfunção endotelial e reduz a biodisponibilidade de óxido nítrico na aorta torácica de ratos.  
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Outros estudos demonstraram que os efeitos vasculares são dependentes de 

características genéticas dos animais. Bernatova e Csizma-Diova (2006) evidenciaram que 

o estresse crônico por superpopulação reduziu o relaxamento vascular induzido por ACh na 

artéria femoral e diminuiu a atividade da óxido nítrico sintase na aorta, em ratos adultos 

pré-hipertensos, filhos de mães normotensas. Porém não houve alteração na atividade da 

óxido nítrico sintase na aorta de ratos Wistar normotensos submetidos ao estresse por 

superpopulação (Bernatova et al., 2007).  

Na literatura estão descritos vários mecanismos envolvidos na redução da 

biodisponibilidade de óxido nítrico: diminuição da atividade ou expressão da enzima óxido 

nítrico sintase endotelial (Wilcox et al.,1997); alterações na sinalização celular de modo 

que a óxido nítrico sintase endotelial não seja apropriadamente ativada (Shimokawa et al., 

1991); degradação acelerada da óxido nítrico sintase endotelial; ausência de substrato L-

arginina; aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROx), as quais reagem 

em alta velocidade com o óxido nítrico, inativando – o (Zanchi et al., 2006).  

Dentre as moléculas que exploram a química oxidante do superóxido, a hidroetidina é 

a que tem sido amplamente utilizada como marcador da produção de ânion radical 

superóxido, principalmente pela fácil observação em microscopia de fluorescência em 

células e tecidos (Bindokas et al., 1996; Miller et al., 1998). No presente estudo, o uso 

desta metodologia evidenciou que o ECMI aumentou significativamente a produção de 

EROx, caracterizando um quadro de estresse oxidativo vascular.  

O desequilíbrio oxidativo ocorre quando existe uma maior produção de EROx ou 

uma menor atividade dos mecanismos antioxidantes. Neste caso instala-se o chamado 

estresse oxidativo, que está envolvido em diversas condições patológicas destacando a 

hipertrofia das células vasculares, hipertensão arterial, aterosclerose e eventos 

tromboembólicos (Touyz e Schiffrin, 2004; Nascimento et al., 2005). Este resultado está de 

acordo com o aumento da camada média da aorta torácica e índice aterogênico, também 

induzido pelo ECMI, observado em estudo anterior (Neves et al., 2009).  

Outro trabalho desenvolvido por nosso grupo de pesquisa mostrou que o ECMI 

aumentou significativamente a atividade tecidual da enzima conversora de angiotensina 

(ECA) na aorta torácica, a atividade da renina e ECA circulantes e as concentrações 

plasmáticas de angiotensina II (Sanches, 2012). Considerando que, no tecido vascular, a 
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angiotensina II estimula a produção de espécies reativas de oxigênio, o que diminui a 

biodisponibilidade de óxido nítrico, resultando em injúria do vaso (Hsueh et al., 2004), o 

aumento de EROx observado no presente estudo, poderia estar relacionado ao aumento da 

atividade do sistema renina angiotensina induzido pelo ECMI. Estudos estão em andamento 

para avaliar esta hipótese. 

A alteração da atividade da enzima óxido nítrico sintase endotelial também poderia 

estar relacionada à menor biodisponibilidade de óxido nítrico, induzida pelo ECMI. A 

óxido nítrico sintase endotelial é um citocromo p450 redutase que requer o cofator BH4 

ligado ao seu grupo heme para transferir elétrons a L-arginina e formar citrulina e óxido 

nítrico. Portanto, a redução ou ausência de BH4 ou de L-arginina pode reduzir a produção 

de óxido nítrico endotelial (Pou et al., 1992).  

A redução ou ausência de BH4 também está relacionada ao aumento da produção 

endotelial de ânion radical superóxido (O2∙-) e peróxido de hidrogênio (H2O2). Esse 

fenômeno tem sido referido como desacoplamento da óxido nírico sintase endotelial 

(Wattanapitayakul e Bauer, 2001; Wassmann et al., 2004)  e se refere à situação em que a 

transferência de elétrons da óxido nírico sintase endotelial não se completa de modo 

adequado. Estes elétrons que “vazam” durante a atividade enzimática são captados pelo 

oxigênio molecular que é, por excelência, o aceptor de elétrons em organismos aeróbicos 

gerando o radical superóxido (O2 + elétrons → O2
∙-) e peróxido de hidrogênio (Harrison 

1997; Vasquez-Virar et al., 1998). 

De acordo com Mitchell et al., (2003 e 2004), os glicocorticóides em excesso podem 

promover a redução da expressão de RNAm para a produção de guanosina trifosfato 

ciclohidrolase 1, uma enzima fundamental para a síntese do cofator BH4. Portanto, não é 

possível descartar a hipótese de que a elevação mantida da corticosterona plasmática, 

observada em resposta ao ECMI, poderia reduzir a produção do cofator BH4, diminuindo a 

atividade da enzima óxido nítrico sintase, favorecendo a produção de radicais livres na 

aorta torácica de ratos. 

Outro fator que poderia estar envolvido na disfunção endotelial observada no presente 

estudo é a insulina. Neves et al., (2012) observaram que o mesmo protocolo de ECMI 

utilizado no presente estudo promoveu aumento do índice HOMA (Homeostasis Model 

Assessment) (Sondergaard et al., 2006), e da área sob a curva no teste de tolerância a 
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glicose de ratos estressados em relação ao grupo controle, mostrando que o ECMI induziu 

resistência à insulina.  

A associação entre disfunção endotelial e resistência à insulina foi demonstrada por 

diferentes autores. A suplementação com BH4 melhorou a resposta vascular endotélio-

dependente à acetilcolina na aorta de ratos resistentes à insulina (Meininger et al., 2000) e 

restabeleceu a vasodilatação endotélio-dependente (Akamine et al., 2006a). Ratos 

resistentes à insulina tratados com insulina, por quatro semanas, apresentaram aumento de 

BH4 na aorta (Shinozaki et al., 1999). A adição de insulina em culturas de células 

endoteliais aumentou os níveis intra e extracelulares de BH4 (Ishii et al., 2001). Akamine et 

al., (2006a) observaram que a redução na produção de óxido nítrico foi parcialmente 

corrigida pelo tratamento com insulina. Com base nestas evidências, futuros estudos 

deverão ser desenvolvidos para investigar a relação entre resistência à insulina e as 

alterações vasculares induzidas pelo ECMI. 

No presente estudo também avaliamos o impacto das alterações vasculares induzidas 

pelo ECMI, observadas in vitro, sobre a pressão arterial. O ECMI aumentou a pressão 

arterial média, sistólica e diastólica nas semanas 4, 5 e 6, sem alteração na frequência 

cardíaca. E na semana 3 do período experimental, também observamos aumento da pressão 

arterial média e diastólica. Estes dados estão de acordo com Grippo et al., (2002) que 

relataram que o estresse crônico induziu o aumento na pressão arterial em ratos.  

Como o aumento da pressão arterial sistólica e diastólica, observado a partir da 

terceira semana do período experimental, não foi acompanhado de alteração da frequência 

cardíaca, é possível concluir que os efeitos pressóricos do ECMI estão relacionados ao 

aumento da resistência periférica total, e não à estimulação simpática do cronotropismo 

cardíaco.  

No estudo de Ramos et al. (2006), ratos Wistar  foram tratados com N-nitro-L-

arginina-metil-ester (L-NAME), um potente inibidor da síntese de óxido nítrico. Este 

tratamento causou um aumento na pressão arterial sistólica, média e diastólica em relação 

aos animais controle. Assim como os animais tratados com L-NAME, os ratos submetidos 

ao ECMI também tiveram aumento da pressão arterial. Em condições fisiológicas, o 

relaxamento vascular ocorre quando receptores de membrana das células endoteliais são 

ativados por alguns estímulos, a saber: acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, 
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serotonina ou quando há um aumento do atrito exercido das células sanguíneas sobre a 

camada endotelial (shear-stress/ força de cisalhamento), levando à ativação da enzima 

óxido nítrico sintase endotelial presente nestas células e à consequente produção de óxido 

nítrico (Busconi e Michel, 1993). O shear stress induz aumento da produção de óxido 

nítrico pela maior expressão do gene da óxido nítrico sintase nas células endoteliais através 

de ativação da via tirosina cinase (Grahan e Rusch, 2004; Higashi e Yoshizumi; 2004). 

Considerando estas informações, podemos sugerir que a menor biodisponibilidade de óxido 

nítrico induzida pelo ECMI poderia levar a aumento da resistência periférica e da pressão 

arterial.  

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem alguns mecanismos que 

possivelmente estão contribuindo para a ocorrência da disfunção endotelial e aumento da 

pressão arterial induzida pelo ECMI. Todavia, além da menor biodisponibilidade de óxido 

nítrico, outras substâncias vasoativas derivadas do endotélio também podem estar alteradas, 

tais como o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), prostaciclina, endotelina-

1 e tromboxano A2 (Mombouli e Vanhoute, 1999; Carvalho et al., 2006), os quais devem 

ser investigados. As hipóteses propostas da participação de uma possível redução do 

cofator BH4, da resistência à insulina e do aumento da atividade do sistema renina - 

angiotensina na disfunção endotelial e aumento da pressão arterial induzidos pelo ECMI 

deverão ser investigadas em estudos futuros para melhor compreensão dos mecanismos 

envolvidos nos efeitos cardiovasculares do estresse crônico. 



23 

6- Conclusões 

O ECMI causou disfunção endotelial em ratos e este efeito está associado à redução 

da biodisponibilidade de óxido nítrico e aumento de radicais livres na aorta torácica, e 

aumento da pressão arterial. 
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Obs: Este certificado refere-se ao projeto de pesquisa principal do qual esta dissertação de mestrado 

é um subprojeto, e que recebeu auxílio FAPESP – Processo 2005/59483-4. O projeto principal e o 

auxílio financeiro haviam sido aprovados antes do início desta dissertação de mestrado. 
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ANEXO 2 

 

 

ARTIGO PUBLICADO  

 

Este artigo compreende parte dos dados obtidos nesta dissertação de mestrado (curvas concentração 

efeito à acetilcolina em aorta torácica de ratos submetidos ao ECMI). Os demais resultados 

apresentados nesta dissertação farão parte de outro artigo científico, em conjunto com outros 

resultados experimentais obtidos pelo grupo de pesquisa.  
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