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DE FARIA, Adriana Machado. Hipertensão e Disfunção Endotelial: Diferenças relacionadas 
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RESUMO 

A instalação da aterosclerose está relacionada à disfunção endotelial, sendo esta ｣ ｡ ｲ ｡ ｾ ｴ ･ ｮ ｺ ｡ ､ ｡ a por 
hipertensão e vasoreatividade alterada. Mulheres na pré-menopausa, devido à ação do estrogênio, 
apresentam vasos mais protegidos que homens. Os objetivos do estudo foram verificar pressão 
atterial (PA), freqüência cardíaca (FC) in vivo e vasodilatação in vitro em segmentos de amtas, 
em resposta à Acetilcolina (Ach) e ao Nitroprussiato de Sódio (SNP), após constrição com 
Fenilefrina (Phe) em camundongos fêmeas. Os resultados também foram comparados a obtidos 
em machos sob mesmo tratamento; para posterior conelação com a prática de exercícios físicos 
regulares, uma vez que estes auxiliam na manutenção da saúde e integridade vascular. As fêmeas 
foram divididas e tratadas por 15 dias em: Grupo selvagem (WT) - C57BL6 e Grupo Controle 
(CT) - LDLr-/-, alimentados com dieta comercial e Grupo Hipercolesterolêmico (HC) - LDLr-1-, 
com dieta rica em colesterol e lipídios. Os grupos CT e WT não apresentaram diferenças na PA 
média e FC, bem como no relaxamento vascular. O grupo HC apresentou aumento na PA 
sistólica (7,6%) e FC (6,4%) e menor responsividade contrátil em relação ao CT, indicando que a 
aterogênese associou-se à hipertensão, aumento da FC e vasoreatividade alterada. Comparando
se com machos, as fêmeas apresentaram menor responsividade à Phe em todos os grupos e menor 
sensibilidade ao SNP, dentro do grupo WT; sugerindo diferenças de gênero no controle da 
motricidade arterial. 

Palavras-chaves: Aterosclerose; disfunção ･ ｮ ､ ｯ ｴ ･ ｬ ｩ ｡ ｬ ｾ ~ estrogênio. 



DE FARIA. Adriana Machado. Hypertension and Endothelial Dysfunction: Gender related 
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Universidade Estadual de Campinas. Campinas, 2006. 

ABSTRACT 

The installation of atherosclerosis is related with endothelial dysfunction, which is characterized 
by hypertension and altered vasoreactivity. Women in pre-menopause show vessels more 
protected than men, due to the effects of estrogen. The goals of the study was verity arterial 
pressure (AP), heart reat (HR) in vivo and vasodilation in vitro in aorta segments, pre-contracted 
with Phenylefrine (Phe), in response to Acetylcholine (Ach) and Sodium Nitroprusside (SNP), in 
female rnice, aimed next correlation with results obtained in males under the same treatment. 
Physical exercises helps in maintaining vascular heaJth and integrity, therefore the analysis was 
associated with regular exercises practice. The females were subscribed and treated for 15 days 
in: Wild Type Group (WT)- C57BL6 and Control Group (CT)- LDLr-1-, fed with commercial 
diet and Hypercholesterolemic Group (HC)- LDLr-1-, with high cholesterol diet. No differences 
were observed in mean AP and HR, as well in the vascular relaxation, between CT and WT 
groups. HC group showed high systolic AP (7.6%) and HR (6.4%) and lower contractile 
responsivity to CT group, indicating that atherogenesis is related with hypertension, HR 
increased and altered vasoreactivity. Females in relation to males showed high sensitivity to SNP 
in WT group, and lower responsivity to Phe in both groups, suggesting gender differences in 
arterial motricity control. 

Keywords: Atherosclerosis; endothelial dysfunction; estrogen 
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1. INTRODUÇÃO 

1 .1 ENDOTÉLIO E ATEROSCLEROSE 

A parede vascular é f01mada por três camadas distintas: íntima, média e 

adventícia (YUN et al, 2005). A camada adventícia, mais externa, é constituída por tecido 

conjuntivo e algumas fibras elásticas; servindo de suporte aos vasos. A camada média constitui

se de fibras elásticas e células musculares lisas, que devido a sua capacidade contrátil, são 

responsáveis pela variação do tônus vascular. Já, a camada íntima é formada basicamente por 

células endoteliais com caracteristicas endócrinas, pois produzem e liberam substâncias que agem 

localmente e à distância em vários territórios do organismo. Tais células funcionam como 

sensores biológicos, uma vez que captam alterações no meio, como mudanças de pressão ou no 

equilibrio oxidativo, emitindo respostas que objetivam reequilibrar o ambiente vascular 

(NASCIMENTO et a!, 2003). 

O endotélio íntegro é capaz de controlar o tônus vascular, através da produção e 

liberação de fatores constritores e dilatadores do vaso; além de exercer outras funções como 

antiinflamatórias específicas e controle do estado de coagulabilidade sanguínea, contribuindo 

assim para a manutenção da homeostase (AMODEO, HEIMANN, 2003). 

O endotélio é responsável pela manutenção das alterações funcionais e 

adaptativas através da secreção de várias substâncias com atividades pró e anticoagulantes, e da 

expressão de receptores capazes de promover a adesão de moléculas, bem como exercer ações 

vasoativas. A homeostase vascular é o resultado da regulação dinâmica dessas funções 

(FONSECA et a!, 2003). 

Uma das principais substâncias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio é o 

Óxido Nítrico (NO), o qual possui funções protetoras, regulatórias e também deletérias 

(LAURINDO et ai, 2003). No endotélio funcional ocorre a secreção do NO através de diversos 

estúnulos. Este gás se difunde para o músculo liso, adjacente ao endotélio, e ativa a Guanilato 

Ciclase, enzima responsável pela formação de GMPc a partir de G:t\1P. O GMPc promove a 

abertura de canais de Ca2+, fazendo com que a concentração deste diminua no meio intracelular, 
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relaxando o músculo liso e dilatando, portanto, o vaso. As células endoteliais formam uma 

camada vascular contínua e isso garante ao NO exercer suas ações de fmma eficiente 

(NASCIMENTO et ai, 2003). 

A manutenção de um tônus vascular depende do equilibrio entre as 

concentrações dos fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio. A Disfunção 

Endotelial (DE) associa-se à perda da biodisponibilidade (relação entre sintese e degradação) do 

NO no ambiente vascular (LAURINDO et ai, 2003) dificultando, desta fonna, a vasodilatação, 

sendo este o principal fator desencadeante da doença aterosclerótica vascular em animais e 

humanos. Essa disfunção ocorre bem antes das manifestações estruturais da aterosclerose e sua 

avaliação pode predizer eventos cardiovasculares, sendo um marcador da atividade da doença 

aterosclerótica (MONCADA, 2006). 

A aterosclerose é uma doença associada à inflamação e DE. É definida como a 

modificação e o acúmulo de lipídeos na parede das artérias, fonnando placas, os ateromas, 

desencadeando lesões na parede vascular e conseqüente disfuncionalidade de suas células 

(NASCIMENTO et ai, 2003). O Óxido Nítrico (NO) é a principal substância antiaterogênica, 

devido à sua ação dilatadora e por dificultar a adesão e agregação plaquetárias. 

A aterosclerose apresenta-se, muitas vezes, acompanhada de hipertensão 

mierial. A hipertensão é mais comum em homens com 30-45 anos, em relação à mulheres na 

mesma idade e à mulheres na pré - menopausa, sugerindo diferenças de gênero nos mecanismos 

de controle fisiológico da pressão arterial e efeitos protetores dos hmmônios sexuais femlninos 

(KHALIL, 2005). 

Indivíduos e animais com doença aterosclerótica em fases adiantadas 

apresentam diminuição da vasodilatação mediada pelo aumento do fluxo e vasoconstrição 

paradoxal após infusão de Ach (BAHIA et ai, 2004). Sobretudo, estudos em nosso laboratório 

demonstraram que a vasodilatação mediada pelos receptores de Ach se encontra awnentada em 

estágios iniciais da doença aterosclerótica nos camundongos LDLr-/- (KRIEGER et ai, 2006). 

A avaliação da resposta vaso dilatadora dependente do endotélio é um indicador 

da integridade do mesmo. Sendo impmiante para o entendimento da etiopatogenia da 

aterosclerose e para avaliação dos resultados de intervenções preventivas e terapêuticas. A função 

vasomotora dependente do endotélio "in vitro", mediada pelo NO, pode ser testada com a 

utilização, em sistemas de aorta isolada, da Acetilcolina (Ach). A Ach promove a abertura de 
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canais de Ca
2

-- no endotélio, possibilitando sua entrada na célula e conseqüente ligação à 

calmodulina, composto este que ativa a Óxido Nítrico Sintase endotelial ( eNOS), produzindo 

assim uma maior quantidade de NO (NILIUS, DROOGMANS, 200 I). Caso o endotélio não 

esteja íntegro, tem sido descrito ocorrer vasoconstrição, podendo esta ser devido ao efeito 

paradoxal da Ach ao agir diretamente sobre as células da musculatura lisa, entre outro::; fatores. 

Enquanto que a administração de Nitroprussiato de Sódio (SNP) "in vitro" mostra o relaxamento 

independente do NO sintetizado no endotélio, podendo-se avaliar a funcionalidade das CML, 

pois o SNP é um doador de NO, cuja ação se dá diretamente sobre o músculo liso vascular, 

ativando a Guanilato Ciclase, promovendo assim o relaxamento do vaso (WANSTALL et al, 

2001). 

A utilização do camundongo knockout para o receptor de LDL (Low Density 

Lipoprotein) permite o estudo das disfunções endoteliais na fase inicial do processo aterogênico, 

uma vez que os animais desenvolvem lesões na área aóttica proximal quando submetidos a uma 

dieta rica em colesterol e lipídeos (SANTOS et al, 2006), o que permite a simulação da 

hipercolesterolemia familiar humana. 

1.2 ENDOTÉLIO E ESTROGÊNIO 

Observa-se que, do ponto de vista vascular, as mulheres na pré-menopausa 

encontram-se hemodinamicamente mais protegidas do que homens da mesma idade, sendo 

menor, portanto, a incidência de doenças cardiovasculares (DCV) sob estas condições. Durante a 

menopausa, há um aumento nos fatores de risco, igualando o número de OCOITências entre 

homens e mulheres (GEBARA et al, 2003; GORDON et ai, 1978). Observa-se, nesse período, 

que se encontram associados à elevação do colesterol total e LDL colesterol, ao aumento dos 

níveis de fibrinogênio e à diminuição do potencial fibrinolitico (GEBARA et al, 1995). 

Essa maior proteção durante a pré-menopausa se deve à presença do estrogênio 

(GEBARA et ai, 2003), o qual possui grande afinidade pelo endotélio e CML, devido à presença 

de receptores específicos (receptores homólogos a e ｾ Ｉ ) em ambas estruturas (POWERS et ai, 

1991; TOSTES et ai, 2003). A ligação do honnônio ao receptor atua sobre as Cl\1L, modificando 
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membranas e canais de íons, inibindo assim o influxo de Ca2
+ extracelular, estando o hormônio 

em concentrações suprafisiológicas (MUGGE et al, 1993; GEBARA et al, 2003). Por outro lado, 

em concentrações fisiológicas, essa ligação estimula a abertura dos canais de K+ ativados pelo 

Ca
2
+, promovendo a manutenção do tônus vascular relaxado (WELLMAN et ai, 1996), além de 

agir sobre as células endoteliais, aumentando a transcrição e a atividade da enzima eNOS (LAU, 

2002; LU et al, 2004), por meio de um receptor específico e, conseqüentemente, potencializando 

a secreção de NO. 

Além dos efeitos não genômicos citados, o estrogênio exerce também ações 

genômicas, como o aumento da expressão gênica de importantes enzimas vasodilatadoras, como 

a prostaciclina e a Óxido Nítrico Sintase, e a alteração da sensitividade das CML ao NO 

(GEBARA et al, 2003). A redução do estrogênio circulante (menopausa) ou e perda dos 

receptores honnonais induzem a um processo hipertensivo e aterogênico (GEBARA et al, 2003). 

Os honnônios sexuais levam então ao relaxamento vascular através da 

modificação da síntese/liberação/bioatividade dos fatores relaxantes e constritores do endotélio 

(KHALIL, 2005). Estudos comprovaram que há maior liberação de NO em mulheres na pré -

menopausa em relação a homens (FORTE et al, 1998; ORSHALL, KHALIL, 2004), explicando 

em parte a menor incidência de doenças cardiovasculares nessa parcela da população. 

O estrogênio e o exercício fisico, bem como o estresse de cisalhamento do 

sangue na parede do vaso (shear stress), aumentam os níveis de expressão da eNOS 

(CARVALHO et al, 2003; SUVORA VA et al, 2004), além de diminuirem os níveis de LDL -

colesterol e aumentarem a proteção evitando que seja oxidado (LDLox) (WAKATSUKI et al, 

2004), o que seria altamente tóxico às células endoteliais (HOLVOET, COLLEN, 1994). São, 

pmtanto, fatores importantes na prevenção da aterosclerose e de outras DCV. 

1.3 ENDOTÉLIO E EXERCÍCIO FÍSICO 

O estilo de vida sedentário tem resultado em um aumento da morbidade e 

mortalidade por doenças cardiovasculares, como indicam estudos comparativos de indivíduos 

com diferentes níveis de exercícios diários (LEON et al, 1997; MANSON et aL 2002). Segundo 
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um estudo realizado por Patel et al (2005), indivíduos que apresentaram menor potencial 

vasodilatador que a média observada dos sujeitos analisados, mostraram menor capacidade na 

realização de exercícios físicos em relação ao tempo. Indicando, assim, que a função endotelial 

encontra urna íntima relação com a capacidade de realização de esforços_ Essa relação se dá, uma 

vez que o endotélio possui funções secretoras, metabólicas e imunológicas; regulando o fluxo 

sanguíneo, a adesão e agregação plaquetárias, a coagulação e fibrinólise e as respostas 

imunológicas (PATEL et al, 2005). Os exercícios regulares, associados à dieta com baixo nível 

de colesterol e o não tabagismo, são fundamentais na preservação da integridade e funcionalidade 

endotelial, protegendo então contra eventos cardiovasculares adversos (DUCKLES et al, 2005; 

LESNIAK et al, 2001 ). 

O exercício fisico regular está associado a diversas adaptações fisiológicas 

benéficas, envolvendo a musculatura esquelética, o músculo cardíaco, o volume sangüíneo e 

modificações metabólicas (O'CONNOR et ai, 1989). Em parte, tais beneficios estão relacionados 

ao aumento da expressão da enzima eNOS vascular (SUVORA VA et al, 2004), e 

conseqüentemente da biodisponibilidade de NO endógeno, verificado tanto em animais como em 

humanos (HAMBRECHT et al, 2000, 2003; KOJDA et al, 2001). Essa melhora na 

biodisponibilidade de NO pode determinar uma maior capacidade de realização de exercícios 

através de sua ação vaso dilatadora (SUVORA V A et al, 2004); reduzindo a progressão de DCV 

(O'CONNOR et al, 1989). Além da vasodilatação, o NO possui propriedades antioxidantes, 

antiproliferativas e antiapoptóticas (GEWALTIG, KOJDA, 2002). 

A inatividade fisica, também denominada de sedentarismo, tem sido 

relacionada à reduzida expressão vascular da eNOS. Sendo que esta redução constitui-se de um 

dos mecanismos chaves para desencadear a DE (SUVORA VA et al, 2004). Tal condição aumenta 

então o risco de adversidades cardiovasculares, à medida que altera a função endotelial de 

indivíduos saudáveis, prejudicando a vasodilatação dependente do endotélio. Contudo, Suvorava 

et ai (2004), observou que a atividade contrátil e o relaxamento induzidos por doadores de NO, 

ou seja, independentes do endotélio, não se mostram alterados em relação a esta condição. 

Um outro ponto a ser ressaltado, é que o sedentarismo, além de estar associado 

à diminuição da expressão da eNOS também promove o aumento do estresse oxidativo, condição 

presente em certas DCV, tal como a aterosclerose. Assim, o estresse oxidativo pode inibir a 

atividade catalítica da enzima Guanilato Ciclase (LABER et al, 2002), fundamental no processo 
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de produção de NO. A disfunção endotelial encontra-se associada aos processos de inflamação 

vascular, menor atividade da eNOS e/ou estresse oxidativo (SUVORAVA et ai, 2004). 

De fotma resumida, são propostos dois mecanismos que explicam a regulação 

da expressão e a atividade da eNOS pelo exercício: (1°) o exercício fisico aumenta a freqüência 

cardíaca (FC) e induz a hiperemia ativa, os quais promovem um aumento no fluxo sanguíneo e 

conseqüentemente no estresse de cisalhamento. Este último além de aumentar a expressão 

vascular da eNOS, ativa a produção de NO (BUSSE, FLEMUNG, !998; UEMATSU et al, 

1995); (2°) o exercício também aumenta o consumo de oxigênio e a geração de espécies reativas 

de oxigênio, corno o superóxido e o peróxido de hidrogênio (JI, 1999) que, como observado em 

determinados estudos, podem aumentar a expressão e atividade da eNOS (CAI et al. 2001; 

DRUMMOND et al, 2000; KOJDA, HARRISON, 1999; LAUER et al, 2002). 

Retomando a questão hotmonal, em mulheres na pós-menopausa, Harvey et ai 

(2005), observou que a vasodilatação mediada pelo fluxo foi marcantemente reduzida quando 

comparada à pré - menopausa; contudo tal alteração foi revettida com a realização de exercícios 

regulares. Tais resultados mostraram que o exercício e a reposição hormonal (RH) melhoram a 

função endotelial na pós-menopausa, normalizaado-a. Apoiando o achado, Wong e Wong (1999), 

verificaram também que a RH e a prática regular de exercícios físicos conferem proteções 

cardiovasculares em mulheres sob as mesmas condições. Sendo então, o exercício, uma 

altemativa não fannacológica. 

Vale ressaltar ainda que, assim como o exercício auxilia na manutenção da 

função endotelial, esta, por sua vez, influencia de fonna benéfica a capacidade de realização de 

atividades fisicas. Há vários fatores vasoneativos que contribuem para manter um fluxo 

sangüíneo adequado em músculos sob diferentes condições fisiológicas (MO:r-AKEN et al, 2004), 

sendo que a redução severa no fluxo sangüíneo, como observado no sedentarismo, exerce ações 

deletérias na capacidade oxidativa muscular e na atividade enzimática relacionada (BRASS et al, 

2000; CL YNE et al, 1985). 

A DE induzida pelo sedentarismo é, então, um impmtante evento 

patofisiológico. Essa mudança desfavorável na função vascular pode ser prevenida ou revertida 

pela prática de exercícios físicos diários de baixa intensidade ou por um curto periodo de 

exercício de alta intensidade (SUVORA V A et ai, 2004). 



16 

A prática regular de exercícios exerce efeitos benéficos em pacientes com 

DCV, reduzindo o grau de DE, ou mesmo tornando estável uma placa já existente; e também em 

indivíduos saudáveis, mantendo a função endotelial nonnal; uma vez que eleva a síntese e 

biodisponibilidade de NO e reduz o estresse oxidativo. Isso é um exemplo de como o estilo de 

vida complernenta a medicina e a fannacologia na prevenção de doenças e manutenção da saúde 

cardiovascular. 

1 A JUSTIFICATIVA 

Esta monografia foi baseada no projeto de pesqmsa desenvolvido na 

iniciação científica, cujo título é ''Disfunção endotelial atterial em camundongos LDLr-/- fêmeas 

sob dieta rica em colesterol". O mesmo foi realizado no Laboratório de Fisiologia Cardiovascular 

do Deprutamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da Unicamp, sob o J.poio da 

agência financiadora PIBICICNPq. 

No presente trabalho objetivou-se estabelecer um paralelo entre os 

beneficios da prática regular de exercícios físicos e as disfunções cardiovasculares estudadas, 

bem como outras pesquisas que vinham se desenvolvendo no laboratório. 
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2. OBJETIVOS 

Os objetivos gerais foram analisar a freqüência cardíaca, pressão arterial e 

resposta vasoreativa em anéis isolados de ruiérias aortas (porção descendente) de camundongos 

fêmeas knockout LDLr-/-. As seguintes questões foram elaboradas e constituíram-se dos 

objetivos específicos do presente estudo: 

- A alteração na vasoreatividade da ru.téria aorta "in vitro" é produto da 

manipulação genética ou está relacionada à dieta rica em colesterol e lipídeos e conseqüente 

aterosclerose? 

- As fêmeas apresentam a mesma disfunção endotelial verificada em machos? 

- As fêmeas knockout LDLr-1-, sob dieta comercial, apresentam respostas aos 

vasodilatadores similares às do camundongo selvagem (WT)? 

A partir dos resultados e conclusões foi elaborada uma proposta para pesquisas 

futuras, relacionando a prática de exercícios fisicos regulares com a saúde cardiovascular. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS 

Foram obtidos e mantidos em biotério aclimatado com ciclos de claro e escuro, 

com uma temperatura controlada de 22 ± 2°C, camundongos LDLr-/- (camundongos knockout 

para o receptor de LDL) e seu background (Wild Type, WT), os quais foram criados no Biotério 

do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de 

Campinas (Unicarnp). A utilização dos animais foi aprovada pelo Comitê Institucional para Ética 

em Experimentação Animal do Instituto de biologia, Unicamp (CEEA/IB - Unicamp), sob 

protocolo 849-1. Foram utilizados de 6 a 8 camundongos fêmeas por grupo, com peso médio de 

19g, e com 12 a 15 semanas de idade. 

Os Camundongos férneas foram divididos em três grupos, sendo que 

ambos receberam dieta e água ad libitum. 

I. Grupo selvagem (WT): camundongos C57BL6, os quais receberam 

dieta comercial; 

2. Grupo Controle (CT), caJnundongos LDLr-/-, alimentados com dieta 

comercial; 

3. Grupo Hipercolesterolêmico (HC), camundongos LDLr-/-, mantidos 

sob uma dieta contendo 20% de gordura, 1,25% de colesterol, 0,5% de 

ácido eólico (manipulação !TAL/ Campinas). 

Após 15 dias de dieta, foi aferida a pressão arterial (PA) e a FC por meio de 

pletismografia caudal dos camundongos e os mesmos foram sacrificados por deslocamento 

cervical, para toracotomia, seguida da coleta da aorta abdominal, sendo a porção descendente 

para os estudos in vitro. 

Os machos passaram pelo mesmo protocolo experimental, sendo que foram 

utilizados os dados coletados em pesquisas paralelas em nosso laboratório (SANTOS, 2005: 

KRIEGER et ai, 2006). 
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3.2 FREQUÊNCIA CARDÍACA E PRESSÃO ARTERIAL 

A pressão arterial e a freqüência cardíaca foram aferidas "in vivo", através de 

um método denominado pletismografia caudal. Para isso, foi utilizado um protocolo para 

adaptação dos camundongos ao sistema Kent Scientific (XBPIOOO) de medida de PA caudal e 

FC, descrito segundo Santos (2005). O mesmo constitui de 6 sessões de adaptação, compostas de 

l5 ciclos de medidas cada, executadas durante o ciclo claro dos animais. Em seguida, a PA e a 

FC de cada animal foram aferidas no dia do sacrifício, utilizando-se 30 ciclos de medidas. Os 

dados foram arquivados em planilhas eletrônicas, sendo consideradas as faixas de valores de FC 

(470 a 650 bpm) e volume caudal (25 a Ｕ Ｐ ｾ ｌ Ｉ ) consideradas nonnais para este sistema de 

medidas. 

3.3 REATIVIDADE VASCULAR "IN VITRO" 

Seguindo o protocolo de Krieger et ai (2006), foram retirados de I a 2 anéis de 

aproximadamente 2 mm de comprimento da área proximal da aorta de cada animal, os quais 

foram em seguida acoplados a um sistema de ganchos e mantidos em uma solução de K.rebs

Hanseleit, com a seguinte composição (em mM): NaCI 115,0; KCI4,6; CaCI,·2H,O 2,5; KH,P04 

1.2; MgS047H,O 12.4; NaHC03 25,0; Glicose 11,0 e acido ascórbico O ,li; com um PH de 7.4. 

a 37°C. Os anéis foram mantidos sob uma tensão basal de 0,5 g, durante 20 min para sua 

estabilização. Esse sistema foi acoplado a um transdutor de força isométrico (Narco Biopac

System. modelo F-60), o qual foi conectado a mn poligrafo (Narco Bio-System, modelo DMP-4), 

para registro da tensão desenvolvida pelos anéis. Doses cumulativas de Acetilcolina (Ach, 10-10 a 

I o-4M) foram aplicadas no segmento aórtico, após a máxima contração promovida por Fenilefrina 

(Phe, I 0" 10 a I o-5M), definida quando três concentrações consecutivas do mesmo não geraram 

aumento de tensão. Em seguida os anéis foram lavados com a Solução de Krebs-Hanseleit e após 

estabilização, foi realizada uma segunda contração com Phe, numa concentração equivalente a 

80% da máxima (I o-6M), para verificar a resposta a doses cumulativas de Nitroprussiato de Sódio 
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(SNP, I0-10 a 10-4M). A partir daí, foram obtidas curvas concentração-efeito. A resposta aos 

vasorreagentes utilizados foi avaliada pela detenninação do valor pD2, que corresponde ao 

logaritmo negativo da concentração molar do agonista que determina uma resposta igual a 50% 

da resposta máxima (EC50), em cada experimento. 
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4. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

Foram realizadas análises estatísticas comparando-se os resultados obtidos 

entre as fêmeas dos grupos HC e WT, com base no grupo CT, e comparando-os com resultados 

obtidos em machos sob mesmo tratamento em pesquisas realizadas anterionnente no 

Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da Unicamp (SANTOS, 2005: 

KRIEGER et al, 2006). 

Os dados obtidos foram expressos como médias aritméticas, incluindo-se seus 

respectivos en·os padrão; sendo comparados entre os diferentes grupos e entre os gêneros. O 

Teste t de Student, não pareado, foi utilizado para comparar as médias dos valores entre os 

sexos, enquanto a Análise de Variância (ANOVA), seguida de teste de Tukey, foi utilizada para 

comparar os valores entre os vários grupos dentro do mesmo sexo. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05. 

Os resultados foram organizados em tabelas e gráficos e foram tratados com a 

utilização dos softwares Microsoft Excel, Graph Pad Prism e Graph Pad InStat, sendo então 

apresentados a seguir. 
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5. RESULTADOS 

5.1 FREQUÊNCIA CARDÍACA E PRESSÃO ARTERIAL 

Os valores obtidos através de pletismografia caudal, referentes à pressão arterial 

e a fi:eqüência cardíaca nos camundongos fêmeas e machos estão apresentados nas tabelas a 

seguir, com as respectivas análises estatísticas. 

Na tabela 1 foram apresentados os valores de pressão arterial sistólica (PAS), 

diastólica (PAD) e média (PAM) e FC das fêmeas dos grupos WT, CT e HC. O grupo CT 

apresentou uma PAS 9% maior em relação ao WT, contudo, não são observadas diferenças 

significativas nos valores de PAD, PAM e FC entre os mesmos. As fêmeas ｌ ｄ ｌ ｲ ｾ Ｏ / sob dieta rica 

em colesterol e lipídeos (HC) apresentaram um aumento na PAS de 7,6% e de 16% em relação 

aos grupos CT e WT, respectivamente. O que também se repercutiu nos valores de PAD e PAM, 

tendo um aumento de 13% em ambos, comparando-se ao grupo WT. Verificou-se também um 

acréscimo de 6,4% na FC em relação ao CT. 

Tabela 1 

Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca em camundongos fêmeas 

WT CT HC 

Peso (g) 21 ± 0,4 19 ± 0,3 17 ± 0,6 

PAS (mmHg) 122 ± 3,0 134 ± 4,3* 145 ± 4,5** 

PAD(mmHg) 101 ± 2,9 109±4,1 116±3,1*** 

PAM (mmHg) 110±2,3 116±3,9 126 ± 2,9**"' .. 

FC (bpm) 557 ±16,8 556 + 10,6 594 ± 10 .5··-· 

Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca em camundongos fêmeas Wild Type (WT), LDLr+ (CT) em dieta comercial 
e LDLr-/- sob dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). PAS =Pressão arterial si:.tólica; PAD = Pressão arterial 
diastólica; PAM =Pressão arterial média; FC =Freqüência cardíaca. Média± EMP (n = 8-13). Anova seguido de 
leste de Tuckey- Kramer. * p < 0,05 C(lmparado à WT; ** p < 0,05 comparado à CT ep < 0,0001 C(lmparado à WT; 
*** p < 0,003 cmnparado à WT; **** p < 0,001 comparado à WT; ***** p < 0,02 C(lmparado à CT. 
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Em contraste ao observado nas fêmeas, como pode ser visto na tabela 2, os 

machos do gmpo CT se apresentaram hipertensos em relação ao grupo WT, tendo uma PAS 9%, 

PAD 13% e PAM 11,6% maiores, embora tenham apresentado uma FC 10% inferior. Os 

camundongos sob dieta rica em colesterol e lipídeos (HC) apresentaram PAS 10%, PAD e PAM 

9% maiores e FC 11% menor em relação ao grupo WT. Os grupos CT e HC não apresentaram 

diferenças significativas de PA e FC entre si. 

Tabela 2 

Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca em camundongos machos 

WT CT HC 

Peso (g) 27,9 ± 0,4 25.4 ± 0,8 23,1 ± 0,5 

PAS (mmHg) 127,6 ± 2,32 140,6 ± 2,72· 141,9± 1,96 •• 

PAD (mmHg) 108,3 ± 2,39 124,3 ± 2,43** 118,7 ± 1,58*** 

PAM (mmHg) 115 ± 2,34 130 ± 2,04""* 126 ± 1 ,68**** 

FC (bpm) 579 ± 9,9 520 ± 8, 1** 516±9,r· 

Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca em camundongos machos Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) em dieta comercial 
e LDLr-/- sob dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). PAS ""Pressão arterial sistólica; PAD"" Pressão arterial 
diastólicu; PAM ==Pressão arterial média; FC"" Freqüência cardíaca. Média± EMP (n"" 8-49). Anova seguido de 
teste de Tuckey- Kramer. * p < 0,001 comparado à WT; ** p < 0,0001 comparado à WT; *** p < 0,0005 
comparado à WT; **** p < 0,0002 comparado à WT. 

A tabela 3 compara a PA e a FC de camundongos machos e fêmeas. Não foram 

observadas diferenças entre os gêneros no grupo WT. No grupo CT as íemeas apresentaram 

diminuição de 12% na PAD e 11% na PAM em relação aos machos, e a FC foi 6,5% maior. No 

grupo HC. a FC das fêmeas foi 13% maior que a dos machos, entretanto não são observadas 

diferenças significativas na PA 
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Tabela 3 

Pressão Arterial e Freqüência Cardíaca- Fêmeas x Machos 

WT CT HC 

F M F M F M 

PAS (mmHg) 122 ± 3 127,6 ± 2,32 134 ± 4,3 140,6 ± 2,72 145 ± 4,5 141,9±1,96 

PAD(mmHG) 101±2,9 108,3 ± 2,39 109±4,1* 124,3 ± 2,43 116±3,1 118,7 ± 1,58 

PAM(mmHg) 110±2,3 115±2,34 116±3,9* 130±2,04 126 ± 2,9 126±1,68 

FC Ｈ ｢ ｾ ｭ Ｉ ) 557 + 16,8 579 + 9,9 556 + 10,6* 520 + 8,1 594 + 1 0,5* 516+9,1 

Comparação da pressão arterial e freqüência cardíaca entre camundongos Iemeas (F) e machos (M) Wild Type (WT), 
LDLr-/- (CT) em dieta comercial e LDLr-/- sob dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). PAS =Pressão arterial 
sistólica; P AD = Pressão arterial diastólica; P AM = Pressão arterial média; FC = Freqüência card.iaca. Média± EMP. 
Teste t de Studcnt não pareado. * p < 0,05 em relação aos machos. 

5.2 REATIVIDADE VASCULAR "IN VITRO" 

A resposta vascular à la e za aplicações de Phe, que antecederam a 

administração de Ach e de SNP, respectivamente, nos anéis de aorta de camundongos fêmeas e 

machos está expressa nas tabelas e gráficos a seguir, juntamente com a resposta de relaxamento 

vascular ao SNP. 

A tabela 4 apresenta a resposta dos anéis de aortas à 1a e za aplicação de Phe e 

à de SNP, em camundongos fêmeas. Os grupos WT e CT responderam às drogas similarmente, 

diferindo de fonna significativa apenas na resposta máxima à 1 a aplicação de Phe ( 48% maior no 

grupo CT). O grupo HC apresentou uma menor responsividade à contração mediada por Phe, em 

relação ao CT, tendo uma resposta máxima 57% e 63% menor na la e za aplicações, 

respectivamente. Ao ser comparado com o WT, o grupo HC apresentou um aumento na 

sensibilidade, apresentando um EC50 45,5% inferior, na la aplicação de Phe. Isso também foi 

verificado na resposta ao SNP, cujo EC50 do Grupo HC foi 73% menor em relação ao WT. 
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Tabela 4 

Reatividade Vascular em camundongos fêmeas 

WT CT HC 

Phe* 

RM (g.f) 0,051 ± 0,006 0,097 ± 0,014 a 0,042 ± 0,010 h 

Pd2 7,070 ± 0,059 7,132 ± 0,23 7,397 ± 0,140 c 

EC 50 8,906 ± 1, 11.1 o·• Ｑ Ｐ Ｌ Ｗ Ｕ Ｔ ﾱ Ｓ Ｌ Ｕ Ｕ Ｎ Ｑ Ｐ ｾ ~ 4,856 ± 1,37.10"8
(
1 

N 6 5 5 

Phe** 

RM (g.f) 0,166 ± 0,033 0,271 ± 0,049 O ,I 00 ± 0,032 e 

N 5 6 5 

SNP 

RM(%) 100 100 100 

Pd2 7,423 ± 0,11 7,892 ± 0,19 7,988 ± 0,1 !f 

EC50 4,285 ± 1,09.10'8 2,132 ± 1,02.10'8 1,157 ± 0,26.1 o·•' 
N 5 6 5 

Valores médios ± EMP da resposta máxima (RM), do logaritmo negativo da concentração que induz 50% da 
resposta máxima (Pd2) e da concentração que induz 50% da resposta máxima (EC50), à la aplicação de Fenilefrina 
que antecede a aplicação de Acetilcolina (Phe*), à 2a aplicação de Fenilefrina, que antecede a aplicação de 
Nitroprussiato de Sódio (Phe**) e à aplicação de Nitroprussiato de Sódio (SNP), em camundongos fêmeas Wild 
Typc (W1), LDLr-/- (CT) em dieta comercial e LDLr-1- sob dieta rica em colesterol e lipideos (HC). Anova seguido 
de teste de Tuckey- Kramer. a p < 0,01 WTxCT; b p < 0,01 CTxHC; c p < 0,05 WixHC; d p < 0,05 WTxHC; c p < 
0,03 ｃ ｔ ｸ ｈ ｃ ｾ ｦ ｰ p <0,006 WTxHC; gp <0,03 WTxHC. 

Nas figuras 1 e 2 observa-se a tensão gerada pela administração de Phe e o 

relaxamento via SNP, respectivamente, em ambos os grupos. O início da resposta à Phe foi na 

concentração de l0-10M no Grupo CT e na de 10-8M nos grupos WT e HC; contudo, em ambos os 

grupos a resposta máxima foi atingida na concentração de 10-5M. Em relação à resposta ao SNP, 

os grupos iniciaram o relaxamento na concentração de 10-9M nos grupos WT e CT e na de l0" 1°M 

no grupo HC Contudo, ambos atingiram 100% de relaxamento ao SNP na concentração de 10-

5M, mostrando ausência de alteração na responsividade ao SNP das Iemeas em relação aos 

diferentes grupos experimentais. 
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Figura 1. Reatividade vascular à Fenilefrina - Fêmeas. Curvas concentração - efeito induzidas por doses 
crescentes de Fenilefrina (Phe) em anéis de aortas de camundongos fêmeas Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) sob dieta 
comercial e LDLr-/- com dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). 
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Figura 2. Reatividade vascular ao Nitroprussiato de Sódio- Fêmeas. Porcentagem de relaxamento induzida por 
doses crescentes de Nitroprussitato de Sódio (SNP) em anéis de aortas pré-contraídos com Fenilefrina, em 
camundongos fêmeas Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) sob dieta comercial e LDLr-1- com dieta rica em colesterol e 
lipídeos (HC). 

A tabela 5 apresenta a resposta dos anéis de aortas à administração de Phe e de 

SNP, em camundongos machos. Os grupos WT, CT e HC responderam às drogas de forma 

similar, não apresentando diferenças significativas na sensibilidade e na responsividade ao SNP 

sob pré-contração com Phe. 
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Tabela 5 

Reatividade Vascular em camundongos machos 

WT CT HC 

Phe 

RM (g.f) 0,22 ± 0,03 0,19 ± 0,03 0,17 ± 0,03 

Pd2 7,32 ± 0,15 7,36±0,15 7,10±0,19 

EC 50 6,16 ± 1,65.10'8 6,06 ± Ｒ Ｌ Ｔ Ｒ Ｎ Ｑ Ｐ ｾ ~ 1 o,49 ± 4,24.1 o·' 

N 6 6 4 

SNP 

RM(%) 100 100 100 

Pd2 8,02 ± 0,14 8,15 ± 0,09 7,95 ± 0,12 

EC 50 1,12±0,34.10'8 0,83± O, 17.10'8 I ,30 ± 0,34.10·' 

N 4 9 5 

Valores médios ± EMP da resposta máxima (RM), do logaritmo negativo da concentração que induz 50% da 
resposta máxima (Pd2) e da concentração que induz 50% da resposta máxima (EC50), em resposta à aplicação de 
Fenilefrina e de Nitropmssiato de Sódio (SNP), em camundongos machos Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) em dieta 
COIDL'fcial e LDLr-/- sob dieta rica em colesterol c lipídeos (HC). Anova seguido de teste de Tuckey- Krmner. 

Nas figuras 3 e 4 são apresentados a tensão gerada pela administração de Phe e 

a resposta ao relaxamento via SNP, respectivamente, em ambos os grupos de camundongos 

machos. O início da resposta à Phe foi na concentração de I o·8M nos grupos CT e WT e na de 10-

9M no gmpo HC; contudo, em ambos os grupos a resposta máxima foi atingida na concentração 

de 10"5M. Com a administração de SNP, os gmpos CT e WT iniciaram o relaxamento na 

concentração de l0- 10M e o grupo HC na de 1o-8M. Além disso, ambos atingiram I 00% de 

relaxamento ao SNP na concentração de 1o-6M. 
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Figura 3. Reatividade vascular à Fenilefrina - Machos. Curvas concentração ｾ ~ resposta induzidas por doses 
crescentes de Fenilefiina (Phe) em anéis de aortas de camundongos machos Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) sob 
dieta comercial e LDLr-/- com dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). 
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Figura 4. Reatividade vascular ao Nitroprussiato de Sódio - Macbos. Porcentagem de relaxamento induzida por 
doses crescentes de Nitroprnssitato de Sódio (SNP) em anéis de aortas pré-contraídos com Fenilefrina, em 
camundongos machos Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) sob dieta comercial e LDLr-/- com dieta rica em colesterol e 
lipídeos (HC). 

As tabelas 6 e 7 apresentam a comparação entre os gêneros da reatividade 

vascular em resposta à Phe e ao SNP, respectivamente. As fêmeas apresentaram diminuição na 

responsividade à Phe, obtendo a resposta máxima 77%, 49% e 75% menor que os machos dos 

grupos WT, CT e HC, respectivamente. Contudo, não apresentaram diferenças de sensibilidade 

em resposta à Phe, o que pode ser observado pela semelhança no EC50 entre os gêneros. 



29 

A sensibilidade ao SNP nas :femeas foi reduzida em relação aos machos no 

grupo WT, sendo que apresentaram aumento de 74% no EC50; contudo, nos grupos CT e HC 

essa diferença de sensibilidade não foi observada. A resposta máxima foi de 100% em ambos os 

grupos e gêneros, não tendo então diferenças de responsividade ao SNP. 

Tabela 6 
Reatividade Vascular à Fenilefrina - Fêmeas x Machos 

Phe 
Pd2 EC50 RM (g.f) 

F 7,07 ±0,059 8,906 ± 1,17.10 ｾ ~ 0,051 ± 0,006 

WT M 7,32 ± 0,15 6,16 ± 1,65.10"' 0,22 ± 0,03 

p 0,1532 0,2054 0.0002* 

F 7,132 ± 0,23 10,754 ± 3,55.10"' 0,0972 ± 0,014 

CT M 7,36 ± 0,15 6,06 ± 2,42.10"8 
0,19 ± 0,03 

p 0,4082 0,2903 0_111 R* 

F 7,397 ± 0,14 4,856± 1,37.10"' 0,042 ± 0,010 

HC M 7,10 ± 0,19 10,49 ± 4,24.10"' 0,17±0,03 

p 0,2533 0,2057 OJJ(PJ"' 

Comparação da resposta máxima {RM), do logaritmo negativo da concentração que induz 50% da resposta máxima 
(Pd2) e da concentração que induz 50% da resposta máxima (EC50), em resposta à aplicação de Fenilefrina (Phe) 
entre camundongos machos (M) e íemeas (F) Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) em dieta comercial e LDLr-/- sob dieta 
rica em colesterol e Iipídeos (HC), com os respectivos valores de p. Médias± EMP. Teste t de Student não pareado. 
* valores de p considerados significativos. 

Tabela 7 
Reatividade Vascular ao Nitroprussiato de Sódio- Fêmeas x Machos 

SNP 
Pd2 EC50 RM(%) 

F 7,423 ± 0,11 4,285 ± 1,09.10"
8 

100 

WT M 8,02 ± 0,14 1,12 ± 0,34_10-8 
100 

p 0,0114* 0,041:'\* X 

F 7,892 ± 0,19 2,132 ± 1,02.10"' 100 

CT M 8,15± 0,09 0,83±0,17.10"8 100 

p 0,1943 0,1469 X 

F 7,988 ± 0,11 1,157 ± 0,26.10"8 100 

HC M 7,95± 0,12 1,30 ± 0,34.10--11 100 

p 0,8164 0,7408 X 

Comparação da resposta máxima (RM), do logaritmo negativo da concentração que induz 50% da resposta máxima 
(Pd2) e da concentração que induz 50% da resposta máxima (EC50), em resposta à aplicação de Nitroprussiato de 
Sódio (SNP) entre camundongos machos (M) e fêmeas (F) Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) em dieta comercial e 
LDLr-/- sob dieta rica em colesterol e lipídeos (HC), com os respectivos valores de p. Médias ± EMP. Teste t de 
Student não pareado. * valores de p considerados significativos. 
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5.3 REATIVIDADE À ACETILCOLINA 

Foram encontradas dificuldades na obtenção de uma vasoconstricção de maior 

pm1e na curva gerada pela administração de Phe e posterior vasodilatação via Ach. Inúmeras 

tentativas foram feitas para solucionar esse problema. Para testannos a hipótese de que o 

endotélio estava lesionado e isto ter impedido o relaxamento do vaso, aplicamos em alguns 

camundongos de ambos os grupos a N - Nitro - L - Arginina Metil Éster (L-NAME; 0,3mM), 

após administração de Ach, com a aorta pré - contraída com Phe. O L-NAl\1E, como pode ser 

observado na tabela 8 e na figura 5 expostos abaixo, gerou uma responsividade contrátil 56%, 

63% e 56% superior em relação à induzida pela aplicação de Phe, nos camundongos WT, CT e 

HC, respectivamente. Após a aplicação de L-NAME, verificou-se a resposta à adição de L

Arginina (9mM), substrato da NOS endotelial, objetivando reverter a contração gerada, o que não 

foi observado. 

Tabela 8 

Reatividade Vascular ao N - Nitro L- Arginina Metil Éster e Fenilefrina 

WT CT HC 

L-NAME 

RM (g.f) 0,115 ± 0,03 0,260±0,07 0,095 ± 0,01 

N 3 2 5 

Phe * 
RM (g.f) 0,051 ± 0,006 0,097 ± 0,014 0,042 ± 0,01 o 
N 6 5 5 

Valores médios± E:MP da resposta máxima (RM, g.f) à aplicação de N-Nitro L-Arginina Meti! Éster (L-NAME) e 
de Fenilefrina (Phe*), em camtmdongos fêmeas Wild Type (WT), LOLr-/- (CT) em dieta comercial e LDLr-/- sob 
dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). 
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Figura 5. Reatividade vascular ao N-Nitro L- Arginina Metil Éster. Média da tensão em função do tempo de 
anéis de aortas, gerada pela aplicação de N-Nitro - L-Arginina Metil Éster (L-NAME) em camundongos fêmeas 
Wild Type (WT), LDLr-/- (CT) sob dieta comercial e LDLr-/- com dieta rica em colesterol e lipídeos (HC). 

Uma outra hipótese para a falta de resposta dos anéis de aortas à Ach em 

ffimeas, foi a baixa tensão desenvolvida em resposta à estimulação com Phe. Foram realizadas 

então 5 despolarizações consecutivas com 60mM de KCI (Cloreto de Potássio), em anéis de aorta 

de camundongos controles fêmeas e machos, previamente à aplicação de Phe, buscando um 

maior efeito contrátil por parte deste. As tensões desenvolvidas pelos anéis de aorta em resposta 

ao KCl, podem ser observadas nas figuras 6 e 7 e nas tabelas 9 e 10, expostos a seguir. 

As figuras 6 e 7 e a tabela 9 apresentam valores médios de tensão máxima 

desenvolvida pelos anéis de aortas em resposta a cinco aplicações consecutivas de 60 mM de 

KCl, em camundongos controles Iemeas e machos, respectivamente. Pode-se observar que as 

tensões foram crescentes em ambos os gêneros, à medida que foram sendo aplicadas novas doses 

de KCI. Através da tabela 10, observa-se que o KCI promoveu um aumento na responsividade, 

produzindo contrações 73% e 58,5% maiores em relação à 13 aplicação de Phe, nas Iemeas e nos 

machos, respectivamente. Contudo, essa diferença desapareceu na 23 aplicação de Phe, 

representando uma ampliação no efeito contrátil do mesmo após a administração de KCL A 

contração com KCI nas Iemeas foi 24,5% menor que nos machos, ou seja, as Iemeas apresentam 

uma menor responsividade ao KCL A resposta contrátil à Phe sem a prévia administração de KCI 

foi significantemente menor em Iemeas do que em machos (50% menor), porém essa mesma 

diferença não foi observada na contração mediada por Phe após a sensibilização com KCL 
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Figura 6. Reatividade vascular ao Cloreto de Potássio - Fêmeas. Valores médios ± EMP da tensão máxima 
desenvolvida pelos anéis de aortas em resposta a aplicações consecutivas de 60 mM de Cloreto de Potássio (KCI) em 
cmmmdongos Iemeas LDLr-/- controles, sob dieta comercial (n = 2). 
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Figura 7. Reatividade vascular ao Cloreto de Potássio - Machos. Valores médios ± El\tlP da tensão máxima 
desenvolvida pelos anéis de aortas em resposta a aplicações consecutivas de 60 mM de Cloreto de Potássio (KCJ) em 
camundongos machos LDLr-/- controles, sob dieta comercial (n = 2). 



Fêmeas 

Machos 

Tabela 9 

Reatividade Vascular ao Cloreto de Potássio 

e aplicação 

0,135 ± 0,035 

0,165 ± 0,005 

2" aplicação 

0,180 ± 0,030 

0,163±0,013 

KCI 

3" aplicação 

0,245 ± 0,025 

0,330 ± 0,030 

4" aplicação 

0,295 ± 0,005 

0,428± 0,012 

5" aplicação 

0,355 ±0,015 

0,470 ± 0,009 
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Valores médios de tensão máxima± El\.11> (g.f), desenvolvida por anéis de aortas de càlllundongos fêmeas e machos 
controles (n = 2), em resposta a cinco aplicações consecutivas de 60mM de Cloreto de Potássio (KCl). 

Tabela 10 

Reatividade Vascular ao Cloreto de Potássio e à Fenilefrina 

Machos Fêmeas 

KCI (g.l) 0,470 ±O, O la 0,355 ± 0,01 b 

Phe* (g.l) 0,195 ± 0,03 0,097 ± O,Olc 

Phe** (g.l) 0,218 ± 0,09 0,185 ±O, 13 

Valores médios de tensão máxima ± EMP desenvolvida por anéis de aortas de camundongos machos e fêmeas 
controles (n = 2-6), em resposta à sa aplicação de 60mM de Cloreto de Potássio (KCI) c às aplicações de Fenilefrina, 
sem a administração prévia (Phe*) ou pré administrada (Phe**) com KCI. Teste t de Student não pareado, para 
comparações dos grupos dentro do mesmo gênero e Anova seguido de teste de Tuckey-Kramer, para comparações 
entre os gêneros. a p = 0,0019 em relação à Phe* (Macho x Macho); b p = 0,0001 em relação à Phe* (Fêmea x 
Fêmea) e p = 0,0237 em relação aos machos; c p = 0,018 em relação aos machos. 
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6. DISCUSSÃO 

6.1 FREQUÊNCIA CARDÍACA E PRESSÃO ARTERIAL 

Nas fêmeas a hipertensão e o aumento da FC, apresentados pelos camundongos 

do gmpo HC, parecem estar relacionados à dieta rica em colesterol e lipídeos, e não à 

manipulação genética dos camundongos knockout para o receptor de LDL, uma vez que as 

fêmeas CT e WT não apresentaram diferenças significativas de PAM e de PC. Fato este que não 

foi observado nos machos, cujos grupos CT e HC se mostraram hipertensos quando comparados 

ao WT; estando esta hipertensão provavehnente relacionada à manipulação genética dos 

camundongos e dependente do gênero. Apoiando tal observação, em um estudo realizado por 

Trieu e Uckun (1998), foi verificado que camundongos machos knockout para o receptor de LDL 

apresentam uma hipertensão, diferindo do observado em fêmeas. Segundo os mesmos autores, a 

hipertensão verificada apenas nos camundongos machos knockout para o receptor de LDL, pode 

ser explicada diante da maior suscetibilidade dos machos à aterosclerose, pois apresentam valores 

aumentados de P-selectina, um marcador para agregação plaquetária.(LIP et al, 1995, 1997). 

Outra diferença observada é a de que as Iemeas HC tiveram aumento na FC, 

enquanto que os machos CT e HC apresentaram diminuição da mesma. Hipotetizamos que a 

bradicardia registrada nos machos tenha sido desenvolvida como uma resposta reflexa em 

decorrência dos elevados valores de pressão arterial. Já nas fêmeas, o aumento observado, 

associado à ausência de desenvolvimento de hipertrofia cardíaca, mostra que o impacto da 

hipertensão deve representar menor repercussão nos danos aos órgãos - alvos e, ainda. podem 

representar uma resposta em fase inicial de estresse ou adaptação a condição hipertensiva. 

As diferenças entre os gêneros são fatores que modificam a PA e a FC, sendo 

que os hormônios sexuais e o maior número de receptores podem proteger contra o 

desenvolvimento da hipertensão em fêmeas (HINOJOSA-LABORDE et al, 2000; MCBRIDE et 

ai, 2005) enquanto que o aumento dos andrógenos em machos pode aumentar a PA dos mesmos 

(FOGARI et al, 2005; HECKELLHOFF, 2001, 2005; IL!ESCU, HECKELHOFF, 2006; SONG 

et al, 2004). 
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Os resultados indicam que as fêmeas estudadas apresentaram uma mruor 

proteção vascular que os machos em relação ao desenvolvimento da hipertensão, como já havia 

sido retratado na literatura (GOTO et al, 2000; KOJDA et al, 2001; VIRDIS et al, 2002). A 

maioria dos estudos mostra que essa maior proteção se deve à ação benéfica do estrogênio 

(GOTO et ai, 2000; HUANG, KALEY, 2004; KHALIL, 2005; TOSTES et ai, 2006; VIRDIS et 

ai, 2002) e à maior quantidade de receptores hormonais presentes em seus vasos (GOTO et ai. 

2000; COLLINS et al, 1995). 

Embora haja essa diferença de gênero no controle da PA (MCBRIDE et al, 

2005; QUINKLER et al, 2005), em condições patológicas, como no caso da aterosclerose 

desenvolvida pelos camundongos LDLr-/- com dieta rica em colesterol e lipídeos, não foram 

observadas diferenças significativas de PA entre os sexos quando sob aterogênese. Contudo, este 

trabalho compreendeu apenas quinze dias de indução, e um maior período poderia revelar tal 

disrnorfismo sexual. Tolbett et ai (200 I), mostraram nos camundongos deficientes para a Óxido 

Nítrico Sintase induzível que, após a lesão da parede vascular, os efeitos protetores do estrogênio 

são reduzidos, sugerindo que o mesmo modula a expressão da enzima, além de exercer uma 

função na formação da camada neointima. 

Sabe-se que o endotélio íntegro é responsável pelo controle do tônus vasomotor 

(AMODEO, HEIMANN, 2003; BRANDES et ai, 2000; GOTO et al, 2000; VIRDIS et al, 2002) 

e, conseqüentemente, da PA A DE pode alterar a vasomotricidade local, modificando o tônus 

vascular e gerando eventos ateroscleróticos e aterotrombóticos, que são acompanhados em 

muitos casos por hipertensão arterial (AMODEO, HEIMANN, 2003; BAHIA et al, 2004; GOTO 

et ai, 2000; JONES et al, 2004; TADDEI et al, 1993; VIRDIS et al, 2002; VOETSCH et ai, 

2004) 

6.2 REATIVIDADE VASCULAR "IN VITRO" 

A avaliação da função endotelial é importante para o entendimento da 

etiopatogenia da aterosclerose (BAHIA et ai, 2004). A Ach age sobre as células endoteliais via 

receptores muscarínicos, promovendo uma resposta vasodilatadora dependente da liberação 
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endotelial de NO; enquanto que a vasodilatação mediada pelo doador de NO, SNP, é 

independente do endotélio, agindo diretamente sobre as células musculares lisas (BAHIA et al, 

2004; WANSTALL et al, 2001; WOLFLE, DE WIT, 2005.). 

Em relação à resposta contrátil nas fêmeas LDLr-/-, supõe-se que a dieta rica 

em colesterol e Iipídeos tenha levado à diminuição na responsividade contrátil, urna vez que teve 

uma resposta máxima menor que o grupo CT; e tenha levado também a uma hipersensibilidade 

do vaso à Phe e ao SNP, em relação ao WT, apresentando um EC5 O inferior, indicando assim a 

necessidade de uma menor concentração de Phe e SNP para atingir um relaxamento de 50% do 

máximo. Com relação à resposta de relaxamento via SNP, o grupo CT não apresentou diferenças 

em relação ao WT e ao H C. 

A dieta rica em colesterol e lipideos eleva potencialmente o LDL plasmático 

circulante (STAPRANS et al, 2005), corno foi observado em pesquisas realizadas em nosso 

laboratório (WANSCHEL, 2006), o que provocou disfunções endoteliais, associadas também ao 

desenvolvimento da aterosclerose (VIRDIS et al, 2002). A integridade do endotélio é de grande 

importância na regulação da motricidade arterial, devido à liberação de substâncias dilatadoras e 

constritoras pela parece do vaso (ARNAL et al, 1999; D!MMELER, ZEIHER, 2004; GOTO et 

ai, 2000). A disfunção dessa camada de células endoteliais, como ocorre, por exemplo, na 

aterogênese, prejudica a liberação desses fatores, alterando a motricidade do vaso, como foi 

observado nos camundongos knockout com dieta rica em colesterol e lipídeos. 

As fêmeas knockout com dieta comercial apresentaram respostas aos 

vasoconstritores e vasodilatadores semelhantes ao camundongo selvagem, apoiando nossa 

hipótese de que a disfunção endotelial e conseqüente alteração na motricidade vascular das 

fêmeas não é evidenciada na condição knockout. Contudo, verificada somente após a 

sensibilização com a administração da dieta rica em colesterol e lipídeos. 

Nos machos, não foram observadas diferenças na resposta vascular à Phe a ao 

SNP entre os grupos experimentais. A análise entre os sexos, mostrou a existência de diferenças 

na resposta máxima (responsividade) à Phe, sendo esta menor nas fêmeas; e na concentração de 

drogas necessária para promover 50% de relaxamento via SNP, sendo maior nas fêmeas do grupo 

WT. Além disso, as fêmeas apresentaram diferenças entre os grupos no relaxamento via SNP, o 

que não ocorreu com os machos, cujas aortas apresentaram comportamentos semelhantes. Esses 

dados indicam a participação dos estrógenos no controle da motricidade arterial. 
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6.3 REATIVIDADE À ACETILCOLINA 

Um endotélio vascular saudável é necessário para que haja uma resposta 

vasodilatadora à Ach, mediada pela liberação de NO (FURCHGOTT, ZAWADASKI, 1980; 

VOETSCH et al, 2004). O L-NAME, em ambos os grupos, gerou uma contração superior à 

induzida pela aplicação de Phe. Desta forma, descartou-se a possibilidade de o endotélio estar 

lesionado e isto ter impedido a atuação da Ach, uma vez que o L-NA:ME inibe as Óxido Nítrico 

Sintases (NOS) constitutivas, bloqueando a liberação basal de NO pelo endotélio (GÓDECKE et 

al. 1998; KAUSSER et al, 2000; NASCIMENTO et al, 2003; ORSHALL, KHALI!., 2004: 

ZHOU et al 2005). resultando então na contração observada. Recentemente, Zhou et al (2005), 

verificaram que o L-NAME, na presença de Ach, aumentou a vasoconstricção induzida por Phe 

em vasos de camundongos normais com endotélio intacto, porém não em vasos sem endotélio. O 

efeito do L-NArviE, provavehnente, independe da atividade da NOS, uma ve:z que não é revertido 

pelo excesso de L - arginina, substrato para a produção de NO (AMODEO and HEIMANN. 

2003; NASCIMENTO et al, 2003), podendo representar, portanto, um verdadeiro mecanismo 

contrátil, através da estimulação da produção de vasoconstritores como, por exemplo, as espécies 

reativas de oxigênio. 

A despolarização dos vasos com KCl estimula a entrada de Cálcio do espaço 

extracelular (ORSHALL, KHALIL, 2004; TOSTES et al, 2003), promovendo a contração do 

vaso. As respostas à aplicação de Phe, sem a prévia administração de KCl, ou mesmo as respostas 

isoladas ao KCI, foram significantemente menores em fêmeas que em machos, contudo essa 

diferença entre os gêneros não foi observada na contração via Phe, após a aplicação prévia de 

KCI. Além disso, as diferenças de tensão geradas entre a P aplicação de Phe e a de KCI não 

foram mantidas entre a za aplicação de Phe e a de KCI, em ambos os sexos. Portanto, verificou-se 

que o KCl sensibilizou os anéis de aortas, aumentando a liberação de Cálcio, ampliando assim a 

responsividade à Phe dos vasos em ambos os gêneros, contudo em maior proporção nas fêmeas. 

Outro ponto observado foi que a contração provocada por KCl nas fêmeas foi significantemente 

menor que nos machos, como já havia sido retratado por Orshall e Khalil (2004), que sugerem 

que o estrogênio inibe a alta contração induzida por KCI e pelo influxo de Ca2+. Esses dados 

confumam novamente que as Iemeas têm maior tônus relaxante, uma vez que a aplicação de Phe 
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gerou um efeito comparável ao dos machos apenas após sua sensibilização com KCL Apesar da 

maior resposta contrátil à Phe observada, não foram descritos os resultados obtidos pela aplicação 

de Ach, devido aos mesmos terem variado muito entre si e ao baixo número de experimentos 

reprodutíveis, não sendo possível, então, realizar maiores análises a cerca da dilatação em fêmeas 

via Ach. 
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7. CONCLUSÕES 

1. A hipertensão desenvolvida pelos camundongos fêmeas do grupo HC, parece 

tem sido relacionada à dieta rica em colesterol e lipídeos, e não à manipulação genética dos 

camundongos lmockout para o receptor de LDL; diferentemente dos machos, cuja hipertensão 

verificada nos gmpos CT e HC em relação ao WT relacionou-se provavehnente à condição 

lmockout, sendo assim uma variável dependente do gênero. Tais constatações demonstraram que 

há diferenças de gênero nos mecanismos de controle da pressão arterial. 

2. As íemeas knockout com dieta comercial apresentaram respostas aos 

vasoconstritores e vasodilatadores semelhantes ao camundongo selvagem. apoiando a hipótese de 

que a disfunção endotelial e conseqüente alteração na motricidade vascular nas fêmeas é produto 

da dieta rica em colesterol e lipídeos e não da condição knockout. 

3. Supõe-se que a dieta rica em colesterol e lipídeos tenha promovido disfunção 

endotelial que foi verificada por meio de alteração na vasomotricidade dos camundongos fêmeas 

LDLr-/-, os quais apresentaram uma menor responsividade e maior sensibilidade em resposta à 

Phe, em relação ao CT e ao WT, respectivamente; bem como uma maior sensibilidade ao SNP 

em relação ao WT. Já, nos machos, foi observado o contrário do que nas fêmeas, a 

responsividade e a sensibilidade às substâncias utilizadas não foram alteradas com a dieta rica em 

colesterol e lipídeos, indicando que também há diferenças de gênero no controle da motricidade 

arterial. 

4. A hipertensão arterial desenvolvida pelas fêmeas sob dieta rica em colesterol 

e lipídeos foi acompanhada por alterações na sensibilidade à Phe e ao SNP, em relação ao WT, e 

na responsividade à Phe, em relação ao CT. Portanto, os resultados sugerem que os efeitos 

protetores do estrogênio são reduzidos em condições patológicas, como a disfunção endotelial. 

5. As fêmeas apresentaram menor responsividade em resposta à contração via 

Phe e KCI, uma vez que as tensões máximas obtidas foram significantemente inferiores às dos 

machos; hipotetizamos que seja por apresentarem vasos mais protegidos em relação ao 

desenvolvimento da hipertensão e disfunção endotelial, indicando efeitos benéficos do 

estrogênio. Este pode, portanto, contribuir para os menores riscos cardiovasculares de rnullieres 

na pré-menopausa. 
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SUGESTÃO PARA PESQUISAS FUTURAS 

Como discutido no presente manuscrito, os exercícios fisicos regulares 

constituem-se de importante estratégia de prevenção dos riscos cardiovasculares, sendo que estão 

associados a uma variedade de efeitos benéficos metabólicos e vasculares, reduzindo a 

mortalidade e a incidência de eventos cardiovasculares adversos. 

Um estudo realizado por Suvorava et ai, 2004, apresentou uma análise da 

vasoneatividade entre crummdongos machos Wild Type (C57BL6) sedentários em relação aos 

praticantes de exercícios. A autora observou que a resposta à Ach foi menor nos sedentários, 

sugerindo a presença de disfunção endotelial. Já, a resposta contrátil e a vasodilatação 

independente do endotélio não diferiram entre os grupos. A atividade fisica e a dieta com baixo 

teor de colesterol preservam a vasodilatação dependente do endotélio, auxiliando também na 

redução e controle da pressão arterial (GALETTA et al, 2006: JENSEN-URSTAD et ai. 1999: 

SARKAR et ai, 2006). 

Baseado no estudo citado e nas reflexões apresentadas neste trabalho fica, 

portanto, como proposta para pesquisas futuras, verificar se o exercício físico regular realizado 

concomitantemente com a administração de dieta rica em colesterol e lipídeos previne as 

alterações de pressão arterial e motricidade vascular observadas nos camundongos fêmeas e 

machos, analisando desta fonna o papel protetor do estrogênio e do exercício na manutenção da 

função endotelial. 

Para tal objetivo, pretendemos submeter os camundongos knockout, tanto 

fêmeas como machos, a prática diária de 15 minutos de natação e, concomitantemente, 

administrar uma dieta rica em colesterol e lipídeos. O tratamento dos animais terá uma duração 

de 15 a 30 dias. Posterionnente, serão realizadas as análises através de comparações entre os 

grupos e entre os gêneros, por meio da avaliação de pressão arterial, freqüência cardíaca e 

vasorreatividade. 
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