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RESUMO 

 
Alterações vasculares na prole de ratos machos expostos a uma dieta ocidental no 

período perinatal. Robervan Vidal dos Santos. São Cristovão/2017. 

Introdução: O ambiente intrauterino é responsável pelo desenvolvimento e saúde da 

progênie. Assim, o consumo de dietas com o padrão ocidental durante o período perinatal 

pode causar efeitos deletérios no feto com consequências patológicas persistentes da 

adolescência e vida adulta. Objetivo: Avaliar se à oferta de uma dieta ocidental durante a 

gestação e a lactação, promove alterações vasculares e nos marcadores do estresse oxidativo 

da prole de ratos machos com 60 dias de vida. Métodos: Foram utilizadas 16 ratas virgens e 8 

ratos machos da linhagem Wistar com 2 a 3 meses. A partir da determinação da prenhez foi 

oferecida uma dieta ocidental (O = 8, 31% lipídios) ou controle (C = 8, 18% de lipídios) até o 

desmame dos filhotes. Após 60 dias de vida, os ratos da prole ocidental (PO, n = 34) ou 

controle (PC, n = 32) foram eutanasiados, e o leito aorta torácico (LAT) foi removido para a 

realização do estudo de reatividade vascular. Foram realizadas curvas concentração respostas 

à acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sódio (NPS), fenilefrina (FEN), cloreto de potássio 

(KCl) e cloreto de cálcio (CaCl2) em um banho isolado de órgãos. Além disso, foi mensurada 

a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). 

Também, foram mensurados nas células musculares da aorta torácica os níveis intracelulares 

do óxido nítrico (NO) e do ânion superóxido através de sondas que emitem fluorescência na 

presença destes substratos (NO e O
.-
). Os valores foram expressos como a média ± EPM. 

Teste t não pareado para os valores da resposta máxima (Rmax) e sensibilidade (Log EC50) 

extraídos das curvas de reatividade vascular. Foi utilizado também o teste t não pareado para 

os marcadores do estresse oxidativo com exceção da biodisponibilidade de NO que foi 

utilizado Anova one way com pós-teste de Bonferroni. Resultados: Aos 60 dias foi observou-

se um aumento na eficácia (RMax) à fenilefrina em anéis sem endotélio (PC:5,78±0,3 vs. 

PO:7.7±0,5* mN/mm) e com endotélio (PC:4,6±0,4 vs. PO:6,43±0,4* mN/mm), ao cloreto de 

potássio (KCl) em anéis com endotélio (PC: 3,89±0,28 vs. PO:4,64±0,26 mN/mm) e sem 

endotélio (PC:3,78±0,12 vs. PO:4,82±0,09 mN/mm) e ao CaCl2 em anéis sem endotélio(PC: 

5,7 ± 0,16 vs. PO: 6,75 ± 0,18 mN/mm) e  uma redução da eficácia à ACh (PC:93±3,1 vs. 

PO:86±1,8* %relax) como na sensibilidade (Log EC50) ao NPS (PC:8,5±0,05 vs. 

PO:8,2±0,04* %relax). Além disso, a PO apresentou uma menor biodisponibilidade do NO 

em condição basal (PC: 1,0 ± 0,03 vs. PO: 0,4 ± 0,01 ua) e estimulados com Ach (PC: 1,46 ± 

0,04 vs. PO: 0,88 ± 0,02 ua). Ademais, a PO apresentou uma maior produção do ânion 

superóxido (PC: 1,0 ± 0,06 vs. PO: 2,06 ± 0,13 ua) associado a uma maior atividade da SOD 

(PC: 0,026  ± 0,004 vs. PO: 0,27 ± 0,06 mg/ptn) e uma redução da CAT (PC: 0,021 ± 0,03 vs. 

PO: 0,08 ± 0,03 mg/ptn). Conclusão:  A introdução de uma dieta ocidental no período 

perinatal reduziu o relaxamento e aumentou a contração do leito aórtico torácico associado a  

redução da biodisponibilidade do NO e elevação nos níveis intracelulares do ânion superóxido 

na prole de ratos machos com 60 dias de vida. 

 

Palavras - chave: Dieta ocidental, Gestação, Lactação, Prole, Aorta, Estresse Oxidativo. 
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ABSTRACT 
 

Vascular changes in male rats offspring exposed to a western diet in the perinatal 

period. Robervan Vidal dos Santos. São Cristovão / 2017. 

Introduction: The intrauterine environment is responsible for the development and health of 

the progeny. Thus, consumption of diets with the western pattern during the perinatal period 

can cause deleterious effects on the fetus with persistent pathological consequences of 

adolescence and adult life. Objective: To evaluate the supply of a western diet during 

gestation and lactation, promoting vascular and markers of oxidative stress in offspring of 

male rats at 60 days of age. Methods: Sixteen male rats and eight male Wistar rats were 

available for 2 to 3 months. From the determination of pregnancy, a western diet (O = 8, 31% 

lipids) or control (C = 8, 18% of lipids) was offered until the weaning of the pups. After 60 

days of life, rats from the western offspring (PO, n = 34) or control (PC, n = 32) were 

euthanized, and the thoracic aorta bed (LAT) was removed for the vascular reactivity study. 

Concentration curves were performed on acetylcholine (ACh), sodium nitroprusside (NPS), 

phenylephrine (FEN), potassium chloride (KCl) and calcium chloride (CaCl2) in an isolated 

organ bath. In addition, the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and 

catalase (CAT) was measured. Also, intracellular levels of nitric oxide (NO) and superoxide 

anion were measured in the muscle cells of the thoracic aorta by probes that emit fluorescence 

in the presence of these substrates (NO and O.-). Values were expressed as the mean ± SEM. 

Unpaired t-test for the maximum response (Rmax) and sensitivity (Log EC50) values 

extracted from the vascular reactivity curves. The unpaired t-test for oxidative stress markers 

was also used, except for NO bioavailability, which was used with Bonferroni post-test Anova 

one-way. Results: At 60 days, an increase in efficacy (RMax) to phenylephrine in rings 

without endothelium (PC: 5.78 ± 0.3 vs. PO: 7.7 ± 0.5 * mN / mm) and with endothelium 

(PC: 4.6 ± 0.4 vs. PO: 6.43 ± 0.4 * mN / mm), to potassium chloride (KCl) in rings with 

endothelium (PC: 3.89 ± 0.28 vs. PO: 4 (PC: 3,78 ± 0,12 vs PO: 4,82 ± 0,09 mN / mm) and to 

CaCl2 in rings without endothelium (PC: 5, 7 ± 0.16 vs. PO: 6.75 ± 0.18 mN / mm) and a 

reduction in efficacy to ACh (PC: 93 ± 3.1 vs. PO: 86 ± 1.8 *% relax) as in Sensitivity (Log 

EC50) to NPS (PC: 8.5 ± 0.05 vs. PO: 8.2 ± 0.04 *% relax). In addition, the PO presented a 

lower bioavailability of NO in the basal condition (PC: 1.0 ± 0.03 vs. PO: 0.4 ± 0.01 ua) and 

stimulated with Ach (PC: 1.46 ± 0, 04 vs. PO: 0.88 ± 0.02 water). In addition, PO presented a 

higher production of superoxide anion (PC: 1.0 ± 0.06 vs. PO: 2.06 ± 0.13 water) associated 

with a higher SOD activity (PC: 0.026 ± 0.004 vs. PO : 0.27 ± 0.06 mg / ptn) and a reduction 

of CAT (PC: 0.021 ± 0.03 vs. PO: 0.08 ± 0.03 mg / ptn). Conclusion: The introduction of a 

western diet in the perinatal period reduced relaxation and increased contraction of the 

thoracic aortic bed associated with the reduction of NO bioavailability and elevation of 

intracellular levels of superoxide anion in the offspring of 60 - day - old male rats. 

 

 

Keywords: Western Diet, Pregnancy, Lactation, Offspring, Aorta, oxidative stress.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O ambiente intrauterino tem sido associado com o surgimento das doenças crônicas 

não transmissíveis na vida pós-natal. Nesse contexto, insultos nutricionais ocorridos durante 

este período (gestação e lactação) podem comprometer o desenvolvimento e o crescimento do 

feto e ocasionar consequências patológicas na adolescência e vida adulta (BARKER e 

MARTYN, 1993). Dessa forma, o termo ―desenvolvimento da origem da saúde e da doença‖ 

(DOHAD) é definida pelas informações supracitadas e tem sido correlacionado com o 

aumento na incidência das doenças cardiovasculares (hipertensão arterial sistêmica) e 

endócrinas (diabetes mellitus), em humanos e modelos animais expostos a um ambiente 

obesogênico durante a vida perinatal (TAMASHIRO e MORAN, 2010). 

 

 Surpreendentemente tem sido reportado por pesquisas experimentais, clínicas e 

epidemiológicas que eventos adversos experimentados no útero ou durante o período perinatal 

(gestação, lactação e primeira infância) podem afetar o desenvolvimento de sistemas 

fisiológicos e aumentar a predisposição de hipertensão arterial e doenças metabólicas na vida 

adulta (MEHTA, 2008; FERRO CAVALCANTE et al., 2013). Dessa forma, a dieta materna é 

um dos principais insultos que ocorre na vida intrauterina e assume caráter decisivo quanto ao 

possível desenvolvimento de doenças que poderão comprometer a saúde do indivíduo quando 

adulto, sendo assim a nutrição adequada é um dos fatores de maior impacto na saúde infantil e 

é a melhor forma de evitar/prevenir o desenvolvimento de doenças metabólicas (Perez-

Escamilla and Kac 2013). 

 

 Nesse contexto, o consumo de dietas ocidentais (elevado conteúdo de gordura saturada 

e carboidratos simples), durante a gestação e a lactação tem promovido insultos nutricionais 

(ambiente obesogênico), que levam ao desenvolvimento de doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNT) (FEOLI et al.; 2003; BUETTNER et al.; 2007). Sendo assim, estudos 

em roedores têm sido realizados para elucidar os mecanismos pelo qual este tipo de dieta 

ofertada durante a vida intrauterina promove alterações no funcionamento dos sistemas 

biológicos da prole (BUETTNER et al.; 2007; BARROS et l.; 2015). 

 

 Um estudo publicado recentemente pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que a 

introdução de uma dieta ocidental durante o período perinatal promoveu maior peso corporal, 

hiperfagia, hipertensão arterial sistêmica (HAS) e taquicardia associada à disfunção no 
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funcionamento do sistema nervoso autônomo (SNA) e diminuição da sensibilidade dos 

barorreceptores em ratos com 60 dias de vida. Além das alterações hemodinâmicas 

evidenciadas nestes animais, os mesmos desenvolveram hiperglicemia, dislipidemia associada 

a diminuição na sensibilidade periférica à insulina (VIDAL-SANTOS et al., 2016). 

Adicionalmente, os achados deste estudo têm associação com fatores que promovem a 

disfunção endotelial (DE). A DE está presente em diversas doenças metabólicas e/ou 

cardiovasculares, como na obesidade, intolerância à glicose, hiperglicemia (diabetes mellitus), 

hipertensão arterial e dislipidemia (CARVALHO, COLAÇO e FORTES, 2006). Em todas 

essas condições ocorre resistência insulínica, a qual se apresenta como um distúrbio 

metabólico que se manifesta pela redução na utilização da glicose principalmente pelo 

músculo esquelético (FERRANNINI, et al.; 1997)), e tem sido fortemente associada com a 

DE e que pode ocorrer precocemente nestas condições fisiopatológicas (HSUEH, LYON e 

QUIÑONES, 2004). 

 

 Ademais, a literatura tem mostrado que a hiperglicemia promove o aumento da glicose 

intracelular, que é responsável por ativar vias que induzem o aumento na síntese das espécies 

reativas de oxigênio (EROs), desencadeando um quadro clínico denominado de estresse 

oxidativo (EO) (MATHEUS, et al.; 2013). EO é definido como um desequilíbrio entre a 

síntese das EROs e sua inativação pelos sistemas antioxidantes endógenos (OLIVEIRA-

SALES et al., 2008). Além disso, é bem documentado na literatura que o EO promove 

alterações vasculares importantes em modelos experimentais de diabetes, sendo um dos 

principais mecanismos fisiopatológicos para o desenvolvimento das doenças cardiovasculares 

(SUSUKI et al., 1995; FUKUI et al., 1997; PARK et al., 2008). 

 

 Recentes evidências clinicas e experimentais têm demonstrado que a obesidade 

durante a gestação e/ou lactação aumenta a suscetibilidade da prole desenvolver obesidade, 

diabetes mellitus tipo 2 e hipertensão arterial (Buettner, Scholmerich et al. 2007; Tamashiro, 

Terrillion et al. 2009; Cerf and Louw 2010). No entanto, a literatura é carente de estudos que 

avaliam prole de mães que foram expostas a dietas ocidentais e/ou hiperlipídicas na ausência 

da obesidade. Assim, diante das evidências apresentadas, testaremos a hipótese de que 

animais provenientes de mães submetidas a um ambiente obesogênico durante a gestação e 

lactação promovam alterações vasculares e nos marcadores do estresse oxidativo na prole de 

ratos machos com 60 dias de vida. Para testar esta hipótese foi avaliado a reatividade vascular 
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e os marcadores do estresse oxidativo no leito aórtico torácico de ratos expostos a uma dieta 

ocidental durante gestação e a lactação. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Papel dos lipídios no crescimento e desenvolvimento fetal  

 

 A nutrição durante a gestação e em estágios precoces da vida pós-natal (lactação) é 

determinante para a ontogênese e maturação de órgãos e sistemas. Assim, uma alimentação 

equilibrada durante esses estágios (gestação e lactação) é fundamental para o crescimento e 

desenvolvimento normal do feto (SMART e DOBBING, 1971; MORGANE et al., 1993). 

Dessa forma, o ácido linolênico (ω-3) e o linoléico (ω-6) são considerados lipídios essenciais 

devido o organismo humano e de ratos não são capazes de sintetizá-los. Adicionalmente, o ω-

3 e o ω-6 são fundamentais para o desenvolvimento fisiológico do feto durante a gestação e a 

lactação. No entanto, as dietas ocidentais são deficientes em ω-3 e apresentam elevados teores 

de gorduras saturadas e ω-6 (ácido linoléico), sendo este último, encontrado em abundância 

na maioria dos óleos vegetais (soja, girassol, milho) (CLANDININ et al., 1980; 

NEURINGER e CONNOR, 1986; LEAF et al., 1992; FOREMAN-VAN et al., 1995; 

GIBSON, MUHLHAUSLER e MAKRIDES, 2011). 

 

 O consumo de dietas hiperlipídicas e/ou ocidentais durante a gestação aumenta as 

concentrações plasmáticas dos ácidos graxos livres e colesterol, que são moléculas 

lipossolúveis capazes de ultrapassar a barreira placentária (HERRERA et al., 2006). No 

entanto, alguns tipos de lipídios como os ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa 

(AGPI-CL) provenientes da dieta e/ou do metabolismo materno, são fundamentais para o 

crescimento fetal que ocorre principalmente durante o primeiro semestre da gestação 

(LOPEZ-LUNA, MUNOZ e HERRERA, 1986). Nas dietas ocidentais ocorre um desbalanço 

na fração lipídica dietética caracterizada por elevada quantidade de gordura saturada e 

redução no consumo das insaturadas, esse insulto promovido durante a vida gestacional 

compromete a neurogênese fetal (HERRERA et al., 2006). O ácido alfa-linolênico (ω-3) é um 

lipídio insaturado essencial, encontrado principalmente em produtos de origem marinha (óleos 

e peixes), sendo este que este tipo de gordura está presente em grandes quantidades no 

sistema nervoso central de mamíferos. Além disso, o ácido docosahexanóico (DHA) e 

eicosapentanóico (EPA) são substratos derivados a partir do ω-3 sendo essenciais para o 

desenvolvimento normal do sistema nervoso central (SNC) (INNIS, 2008). 
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 A placenta desenvolve papel importante no desenvolvimento do (SNC) fetal através da 

transferência do DHA, sendo que a presença deste substrato na circulação do feto depende do 

consumo dietético materno (CRAWFORD, HASSAM e WILLIAMS, 1976; CRAWFORD, 

HASSAM e STEVENS, 1981; KING et al., 1994; COLETTA, BELL e ROMAN, 2010). Um 

estudo realizado por Innis (2007) mostrou que uma dieta carente em DHA ofertada durante a 

vida perinatal comprometeu a neurotransmissão de neurônios dopaminérgicos e 

serotoninérgicos pela redução na síntese e alterações na interação com os respectivos 

receptores. Além disso, a deficiência do DHA durante a gestação desencadeia transtornos 

comportamentais e compromete a função cognitiva (WAINWRIGHT, 2002). Adicionalmente, 

uma redução no consumo das gorduras poliinsaturadas durante a gestação e um 

desenvolvimento inadequado do SNC, depende da idade gestacional, duração e intensidade do 

insulto (GEORGIEFF e INNIS, 2005). 

  

 Na composição do leite materno, os lipídios estão presentes na forma saturada e 

insaturada e representa a maior fonte de energia (40 a 55%) consumida pelo lactente (INNIS, 

2003; CONNOR, 2000). Além disso, a qualidade e a quantidade de lipídios presentes no leite 

materno dependem diretamente do consumo materno e da composição corporal 

(VILLALPANDO e DEL PRADO, 1999; KOLETZKO et al., 2001; DA CUNHA, MACEDO 

DA COSTA e ITO, 2005). No entanto, a síntese dos ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 

(butirato, acetato e propionato) é originada a partir da fermentação no cólon das e fibras 

alimentares (FA). Sendo assim, a presença dos AGCC no leite materno depende do consumo 

das FA (BARBER et al., 1997). Adicionalmente, a incorporação dos lipídios no leite materno 

é dependente de adaptações fisiológicas que ocorrem na glândula mamária durante a lactação 

(HERRERA, 2002b). 

 

 Ademais, o consumo materno de peixes, leite, carnes e ovos são importantes para 

fornecer EPA e DHA no leite materno. Além disso, quando os AGPI-CL são consumidos na 

dieta são degradados pelas lipases do trato digestório, reesterificados após a absorção nos 

enterócitos, incorporados nos quilomicrons, transportado para a corrente sanguínea, digerido 

pela lipase lipoprotéica e transferidos para a glândula mamária para a posterior síntese do leite 

materno. Por outro lado, os triglicerídeos endógenos hepáticos são transportados na circulação 

pela lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL) para a glândula mamária. A lipase 

lipoprotéica é a enzima que digere as lipoproteínas transportadoras de triacilglicerol, 

promovendo o aumento na concentração dos ácidos graxos livres na circulação. Durante a 
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lactação a atividade da lipase lipoprotéica é reduzida no tecido adiposo e aumentada na 

glândula mamária para favorecer a síntese do leite materno (KOLETZKO, et al., 2001). 

 

 A qualidade e quantidade da dieta materna durante a gestação e a lactação e 

determinante para o desenvolvimento e crescimento em períodos críticos do desenvolvimento 

(gestação, lactação e primeira infância) (MCARDLE et al., 2006). Apesar, do consumo de 

dietas hiperlipídicas durante a gestação ser considerada fator promotor de DCNT na 

adolescência e na vida adulta, os lipídios, são fundamentais, pois, desempenham papel 

importante como aporte energético, crescimento e no desenvolvimento do SNC (CABRAL, 

2005; FREEMAN et al., 2011).   

  

2.2 Programação fetal 

 

 A teoria da programação metabólica ou fetal é definida como alterações no meio 

ambiente intrauterino (gestação) e/ou em estágios precoces do desenvolvimento fisiológico 

pós-natal (lactação e primeira infância) podem promover respostas adaptativas na prole que, 

dependendo do estágio o qual ocorra o insulto, podem desencadear limitações na ontogênese e 

aumentar a predisposição de doenças crônicas e/ou degenerativas na vida adulta (BARKER e 

MARTYN, 1993; LUCAS, 1998; GLUCKMAN e HANSON, 2004). 

 

 O desenvolvimento e o crescimento do SNC e endócrino de humanos e de roedores de 

laboratório iniciam durante a vida intrauterina, atingindo a maturidade durante estágios 

precoces da vida pós-natal (lactação e primeira infância) (SANTOS-MONTEIRO et al., 2002; 

SYMONDS et al., 200). Em estágios precoces de desenvolvimento os neurônios 

hipotalâmicos estão mais propensos  aos insultos ambientais predispondo os descendentes ao 

desenvolvimento das DCNT (DAVIDOWA e PLAGEMANN, 2001). Entre as influências 

ambientais que predispõe a prole ser mais susceptível as DCNT destaca-se os insultos 

nutricionais (DIETZ, 1994). Dessa forma, a oferta de dietas inadequadas durante o período 

perinatal torna o ambiente intrauterino desfavorável comprometendo a ontogênese de células, 

tecidos e sistemas fisiológicos, desencadeando doenças na prole na vida adulta  

(GLUCKMAN e HANSON, 2004).   

  

 Os mecanismos fisiopatológicos pelo qual a programação fetal ou metabólica 

predispõe a prole a doenças na vida adulta ainda não estão completamente elucidados . No 
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entanto, existem evidências científicas que insultos vivenciados durante a vida perinatal 

promovem modificações na expressão de genes ocasionando alterações fisiológicas na função 

de células e tecidos (LANGLEY-EVANS, 2006; BURDGE et al., 2007). Adicionalmente, as 

alterações na expressão gênica tornam os descendentes mais predispostos a doenças 

cardiovasculares como a hipertensão arterial sistêmica (HAS) e metabólica como o diabetes 

mellitus (DM) (GODFREY e BARKER, 2000). 

 

 Sendo assim, influências ambientais, patologias e estímulos estressores durante o 

período perinatal são eventos determinantes que podem promover disfunção nos sistemas 

fisiológicos da prole (FOWDEN GIUSSANI e FORHEAD 2006). É bem documentado na 

literatura que o padrão dieta materna durante a gestação e a lactação é um fator que pode 

comprometer a saúde da progênie na adolescência e vida adulta (BARKER e MARTYN, 

1993; LUCAS, 1998; FOWDEN et al., 2006; BURDGE et at., 2007). Os primeiros trabalhos 

que mostraram associação entre o ambiente intrauterino e o desenvolvimento de DCNT na 

prole foi realizado Widdowson e McCance (1963), foi mostrado que a desnutrição intrauterina 

reduziu o ganho ponderal na vida pós-natal mesmo com acesso livre a ração. Ademais, 

quando o protocolo de desnutrição foi realizado no pós desmame os animais tiveram uma 

recuperação mais rápida o peso. 

 

 Além disso, Barker et al., (1993) mostrou em um estudo epidemiológico a existência 

de uma relação diretamente proporcional entre o baixo peso ao nascer e o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares na vida adulta. Ademais, modelos experimentais de desnutrição 

intrauterina induzido com a oferta de dietas hipoprotéicas promove disfunção em sistemas 

fisiológicos, modificações estruturais em células e tecidos, alterações no comportamento 

alimentar e repercussões metabólicas deletérias dos descendentes na vida pós-natal 

(BARRETO-MEDEIROS et al., 2007; OZANNE et al., 2004; LANGLEY-EVANS.,2006; 

TOSCANO et al., 2008). 

 

 Ademais, a restrição no crescimento intrauterino é uma resultante promovida 

principalmente pela desnutrição protéica durante a vida intrauterina em humanos e roedores 

de laboratório que tem sido associado com o desenvolvimento de HAS na vida adulta 

(LANGLEY-EVANS, 2006; GODFREY e BARKER, 2001, BARKER, 2006). Apesar, da 

desnutrição acometer uma grande parcela da população no globo, a transição nutricional 

ocorrida em meados da década de 80 aumentou o número de indivíduos obesos no mundo, 
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sendo está morbidade um dos principais fatores que aumentam a incidência das DCNT. Além 

disso, a obesidade atinge 45,9% da população mundial podendo aumentar mais dois terços em 

2020 (CHOPRA, GALBRAITH e DARNTONHILL 2002). 

 

 Com as modificações no perfil nutricional e epidemiológico da população mundial é 

fundamental realizar protocolos experimentais que mimetizam o consumo das dietas 

ocidentais que é caracterizada pelo alto consumo de gordura saturada, cloreto de sódio e 

carboidrato simples (CESARETTI e JUNIOR, 2006; DIEZ, 2003). Adicionalmente, a 

literatura vem mostrando que modelos animais alimentados com dietas hiperlipídicas 

desenvolvem HAS (KHAN et al., 2003), aterosclerose (PALINSKI et al., 2001), lesão 

endotelial (KHAN et al., 2005) e alterações no mecanismo de transdução de sinal da insulina 

(TAYLOR et al., 2005). 

  

2.3 Endotélio vascular 

 

 A literatura tem demonstrado que a camada endotelial além de desencadear hematose 

e captação de nutrientes através da corrente sanguínea para as demais camadas vasculares, 

exibem também funções parácrinas importantes e cruciais na modulação do tônus muscular, 

manutenção da permeabilidade vascular, regulação imunológica, e o controle na composição 

sanguínea (AIRD, 2004).  

 

 Dessa forma, para promover estas ações fisiológicas é necessário as células endoteliais 

produzir e secretar substratos bioativos com mecanismos parácrinos. Inicialmente, Moncada 

et al., (1977) demonstraram que a camada endotelial é capaz de sintetizar moléculas 

vasoativas. Adicionalmente, foi identificado a prostaciclina (PGI2), um substrato que possui 

características vasodilatadoras e na redução da agregação plaquetária gerado pelas células 

vasculares da camada íntima. Ademais, este trabalho mostrou a participação das células 

endoteliais na modulação da contração e/ou relaxamente da musculatura vascular lisa e na 

ausência de complicações vasculares quando o endotélio encontrava-se íntegro. 

 

 As ações fisiológicas promovidas pela molécula de NO foram descritas inicialmente 

no trabalho de Furchgott e Zawadzki, em 1980. Eles identificaram que a vasodilatação 

promovida pela molécula de acetilcolina em aortas de coelhos era dependente do endotélio 

funcional, sendo identificado que o mecanismo de ação que promovia o relaxamento era 
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dependente da interação da acetilcolina com receptores muscarínicos localizado na superfície 

das células endoteliais. Os achados do estudo supracitado, foi o marco inicial que estimulou 

os pesquisadores a realizarem estudos para identificar a molécula de NO sendo denominado 

neste estudo como fator relaxante derivado do endotélio (EDRF). Adicionalmente, estudos 

posteriores iniciaram a descrição do mecanismo de ação de como o EDRF promovia 

vasodilatação e identificaram que este substrato era capaz de ativar uma enzima presente nas 

células vasculares do músculo liso denominada guanilato ciclase solúvel (GCS) que por sua 

vez promovia reações de desfosforilação na molécula guanosina trifosfato (GTP) 

convertendo-a em monofosfato cíclico de guanosina (cGMP) em uma variedade de 

grupamentos celulares. No entanto, nestes estudos a molécula de NO não foi descrito como 

um mediador sintetizado pelo organismo (ARNOLD et al., 1977; IGNARRO et al 1987; 

PALMER, FERRIGE e MONCADA 1987; MONCADA, PALMERS E HIGGS 1988). 

 

 Destarte, além das ações vasodilatadoras e anti-trombogênicas estimuladas pelo NO, 

este substrato é responsável por controlar uma variedade de funções nas células vasculares 

como: minimizar a hipertrofia e a hiperplasia das células do músculo liso vascular 

desencadeado pela endotelina-1 e angiotensina-2 (BOUALLEGUE, DAOU E SRIVASTAVA 

2007). Além disso, a literatura tem demonstrado que uma redução na biodisponibilidade de 

NO está associado com uma variedade de doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) como 

a obesidade e doenças pulmonares (STAPLETON et al., 2008; AIRES et al., 2013). 

 

 Ademais, o endotélio sintetiza outro substrato de caráter vasodilatador de natureza 

desconhecida denominado fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Estudos 

sugerem que o EDHF é um composto humoral produzido pela camada endotelial, podendo ser 

o potássio (K
+
) (GARLAND, HILEY, e DORA, 2010), o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(SHIMOKAWA, 2010), a anadamida (WHITE e HILEY 1977) ou intermediários do ácido 

araquidônico oriundos do citocromo P-450 (FISSLTHALER, FLEMING e BUSSE, 2000), 

que promove uma resposta vasodilatadora através do processo de hiperpolarização (DE WIT e 

WOLFLE, 2007). No entanto, a literatura ainda especula outros mecanismos para explicar o 

relaxamento promovido pelo EDHF, uma das teorias sugeridas, é através da propagação do 

potencial de ação elétrico das células endoteliais para as musculares através das junções 

comunicantes do tipo GAP localizada entre estás células (GRIFFITH, CHAYTOR e 

EDWARDS 2004; DE WIT e WOLFLE, 2007). Apesar de várias teorias tentarem elucidar a 

natureza do mecanismo pelo qual o EDHF promove vasodilatação, é um evento fisiológico 
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importante que controla o tônus muscular em uma variedade de leitos vasculares (DE WIT e 

WOLFLE, 2007). 

 

 Adicionalmente, os metabólitos do ácido araquidônico sintetizado pelas células 

endoteliais (prostanoides e eicosanoides) derivados da via das ciclooxigenases possuem 

propriedades vasoativas (FELETOU, HUANG E VANHOUTTE, 2011). Outro substrato 

sintetizado pelo endotélio que possui característica vasoconstrictora é um peptídeo de 21 

aminoácidos denominado endotelina-1 (LEVIN, 1995; BOUALLEGUE, DAOU E 

SRIVASTAVA 2007). Além disso, o endotélio sintetiza todos os componentes do sistema 

renina - angiotensina (SRA) incluindo a enzima conversora de angiotensina e os receptores da 

angiotensina II. Os produtos do SRA participa ativamente da resposta contrátil vascular 

(ZHOU et al., 2006). 

 

2.4 Óxido nítrico 

 

 O óxido nítrico (NO) é uma molécula gasosa simples.  No ar atmosférico está presente 

em pequenas quantidades, com elevada toxidade devido à presença de um elétron 

desemparelhado tornando-o altamente reativo. Quando o NO está em solução aquosa 

apresenta uma meia vida de 10 segundos devido à rápida oxidação a nitrito (NO2
-
) e nitrato 

(NO3
-
). Além disso, a molécula de NO é sintetizada a partir da L-arginina um aminoácido 

condicionalmente essencial produzido no organismo em quantidades insuficientes para suprir 

todos os processos fisiológicos (SNYDER e BREDT, 1992). 

 

 A descoberta dos óxidos de nitrogênio ocorreu em meados da década de 80 em 

experimentos realizados em camundongos germ-free que demonstraram a produção de 

nitratos (GREEN, TANNENBAUM e GOLDMANN, 1981). Além disso, em um estudo 

realizado por Stuehr e Marletta (1985), foi demonstrado que os produtos da oxidação da 

molécula de NO (nitrito e nitrato) são sintetizados por macrófagos ativados por 

lipopolissacarídeos bacterianos. 

 

 Esse radical livre sintetizado pelas células da camada endotelial é essencial para 

promover proteção e preservar a integridade dos vasos sanguíneos dentre estas funções podem 

– se citar: inibição da agregação plaquetária, adesão de monócitos e leucócitos, proliferação 
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do músculo liso vascular, além de ações antioxidantes e vasodilatadoras (GEWALTIG e 

KOJDA, 2002, TRIGGLE et al., 2003). Adicionalmente, a integridade da função endotelial 

está associada à biodisponibilidade do óxido nítrico e a uma razão entre a síntese e a 

degradação desse substrato vasoprotetor. Um desbalanço nesta razão é o fator etiológico 

promotor da disfunção endotelial (DEANFIELD, HALCOX e RABELINK, 2007). 

 

2.5 Síntese do óxido nítrico endotelial 

 

 Está bem documentado na literatura, que o óxido nítrico (NO) pode ser produzido por 

uma variedade de células através da ação enzimática das óxido nítrico sintases (NOS) em 

associação  com moléculas das quais podemos citar: tetrahidrobiopterina (BH4), 

dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD) e mononucleotídeo de flavina (FMN). Além disso, 

três isoformas da enzima foram reconhecidas como promotoras da síntese deste radical livre. 

De acordo com os tecidos a qual estas enzimas foram identificadas, foram nomeadas como 

isoforma I ou neuronal (nNOS), isoforma II ou induzida por citocinas (iNOS) e isoforma III 

ou endotelial (eNOS) (FORSTERMANN et al., 1994). 

 

 A síntese do óxido nítrico endotelial é promovida principalmente pela eNOS que se 

encontra na forma inativa quanto está associada a proteína calveolina – 1 (NASCIMENTO et 

al., 2003). Agentes químicos (acetilcolina, bradicinina, serotonina, histamina, substância P, 

adenosina trifosfato e a adenosina difosfato) promovem um aumento na concentração 

intracelular de cálcio promovendo a associação do complexo cálcio-calmodulina (Ca
2+ 

- 

CAM) que permiti a ativação da eNOS. Além disso, estímulo mecânico (shear stress ou 

tensão de cisalhamento) também é capaz de ativar a enzima em uma via independente de 

cálcio intracelular, através da atividade da proteína quinase B (Akt) e quinase A (PKA) que 

fosforilam a serina 1177 e a 635 da eNOS potencializando a sensibilidade do cálcio presente 

no citoplasma (BOO et al., 2002; HAMBRECHT et al., 2003; GREEN et al., 1996).  

 

 A eNOS ativa é responsável por catalisar reações de hidroxilação dos nitrogênios 

guanidinos da L-arginina para sintetizar o produto N
G
-hidroxil-L-arginina (NHA) e 

consequentemente  a modificação do NHA em L-citrulina e NO, o substrato mais importante 

produzido pelas células endoteliais (DUSSE, VIEIRA e CARVALHO 2003). 
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Figura 1.  Mecanismo de ação para a síntese do óxido nítrico nas células endoteliais 

estimulado pelo shear stress e agonistas farmacológicos estimulando o vasorrelaxamento nas 

células vasculares do músculo liso. Com a interação do agonista com o respectivo receptor, 

ocorre a ativação da enzima guanilato ciclase solúvel que promove a redução no influxo de 

cálcio desencadeando o vasorrelaxamento das células vasculares do músculo liso.  

 

 

2.6 Contração e relaxamento do músculo liso vascular 

 

 A contração e/ou relaxamento das células do músculo liso vascular é dependente de 

oscilações na concentração intracelular de cálcio como também de reações de fosforilação de 
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proteínas que ativam a maquinaria contrátil. Os leitos vasculares em condições fisiológicas 

encontram-se parcialmente contraído (tônus vasomotor) sendo esta propriedade fundamental 

para a manutenção dos sinais regulatórios, como neural, endotelial, humoral e miogênico 

(AKATA, 2007). 

 

 Teoricamente, a contração das células do músculo liso vascular pode ocorrer por dois 

mecanismos distintos, ou através da condução elétrica ou uso de agonistas contratéis sendo 

que ambos promovem o acoplamento dos filamentos da actina com a miosina. O primeiro 

mecanismo ocorre devido estímulos que geram o potencial de ação nestas células aumentando 

o influxo de cálcio através dos canais do tipo L, voltagem dependente. Esse mecanismo 

estimula a liberação de cálcio armazenada no retículo sarcoplasmático promovendo o 

mecanismo de contração (AKATA, 2007). 

 

 Já, agonistas contratéis interagem com seus respectivos receptores na superfície das 

células musculares promovendo o influxo de cálcio e posteriormente a liberação desse íon que 

está retido no retículo sarcoplasmático desencadeando o processo contrátil (OGUT e 

BROZOVICH, 2003). Dentre estes agonistas podemos citar os adrenérgicos que interage com 

receptores metabotrópicos (acoplados a proteína Gq) e os colinérgicos que interagem com 

receptores muscarínicos (M1, M3 e M5) ambos aumentam o influxo de cálcio nas células 

vasculares lisas (SILVA, 2012). Dessa forma, as interações dos agonistas supracitados com 

seus respectivos receptores ativam uma enzima denominada fosfolipase C (PLC) que 

promove reações de hidrólise com um fosfolipídio da membrana plasmática intitulado 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) gerando dos segundos mensageiros que são 

fundamentais para o processo de contração das células vasculares lisas. Os segundos 

mensageiros formados a partir do PIP2 são o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol 

(DAG). Posteriormente o IP3 se associa aos seus receptores (IP3R) situados na membrana 

plasmática das células do retículo sarcoplasmático que estimulam a bomba de cálcio 

promovendo assim a liberação deste íon para o citoplasma. Além disso, o DAG ativa a 

proteína quinase C (PKC) uma enzima que promove reações de fosforilação em canais de 

cálcio situados na membrana plasmática (AKATA, 2007). Adicionalmente, outro mecanismo 

contrátil promovido pela PKC é a inibição da miosina fosfatase (MP). A MP é uma enzima 

que atenua a resposta contrátil, pois, promove reações de desfosforilação na cadeia leve de 

miosina (MLC) atenuando a interação dos filamentos de actina e miosina reduzindo assim a 

resposta contrátil (OGUT e BROZOVICH, 2003; AKATA, 2007). Dessa forma, com a 
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inibição da MP pela PKC aumenta-se a resposta contrátil das células do músculo liso 

vascular.  

 

 Adicionalmente, o aumento na concentração intracelular de cálcio oriundo dos 

estoques intracelulares e/ou do meio extracelular promovem a associação de 4 íons de cálcio a 

uma proteína denominada de calmodulina (CaM) gerando um complexo 4Ca
2+

-CaM, que 

ativa uma enzima denominada cinase da cadeia leve de miosina (MLCK),  devido a sua alta 

afinidade por este substrato. Posteriormente, a MLCK promove reações de fosforilação na 

MLC em um local específico desencadeado o processo de clivagem da molécula de ATP e 

consequentemente a liberação de energia para o desencadeamento do mecanismo contrátil 

(AKATA, 2007). 

 

 Da mesma forma, a mobilização do cálcio citoplasmático para o interior do retículo 

sarcoplasmático e/ou o efluxo do cálcio desencadeia alterações importantes para o 

relaxamento muscular. O desligamento dos íons de cálcio da calmodulina é o principal 

mecanismo que cessa o processo da contração muscular. Os eventos fisiológicos que 

culminam na redução do cálcio intracelular são: o efluxo de cálcio pela bomba Ca
2+

-ATPase 

da membrana plasmática (PMCA), pelo trocador Na
+
/Ca

2+
 (NCX), pela bomba Ca

2+
-ATPase 

do retículo sarcoplasmático (SERCA) e pelas proteínas ligantes de Ca
2+

 citosólicas. A 

literatura demonstra que os eventos mais importantes para a redução do cálcio intracelular são 

a atividade da SERCA e a PMCA (AKATA, 2007). 

 

 No entanto, existem outras vias promotoras da vasodilatação que independem do 

cálcio. Um dos mecanismos está associado a ativação de canais para potássio (K
+
) que 

aumenta o efluxo do K
+ 

ocasionado um processo denominado de hiperpolarização resultando 

consequentemente em atenuação do influxo de cálcio através dos canais sensíveis a voltagem. 

Além disso, o aumento dos segundos mensageiros, como o AMPc e GMPc promovem 

vasodilatação através da redução do cálcio intracelular. Outro mecanismo proposto é a 

ativação da miosina fosfatase que promove reações de desfosforilação reduzido o complexo 

4Ca
2+

CaM e consequentemente atenuando a resposta contrátil (KARAKI et al., 1997; 

SOBEY, 2001; AKATA, 2007). 

 

 A literatura demonstra que a síntese dos nucleotídeos cíclicos promove uma resposta 

vasodilatadora. Ademais, a elevação intracelular destes segundos mensageiros é desencadeada 
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através da interação com receptores acoplados a proteína Gs na superfície da membrana 

plasmática das células musculares lisas que promovem uma cascata intracelular sendo 

iniciada pela ativação de uma enzima que está associada à membrana plasmática denominada 

adenilato ciclase que catalisa formação de cAMP (adenosina monofosfato cíclico) a partir de 

ATP (adenosina trifosfato). No entanto, outra enzima envolvida na resposta vasodilatadora é a 

guanilato ciclase solúvel que catalisa a reação que produz cGMP (guanosina monofosfato 

cíclico) a partir do GTP. Esses substratos intracelulares promovem uma diminuição na 

concentração intracelular de cálcio através da atividade da PKA e PKG e pelo aumento na 

atividade da SERCA, da PMCA e do NCX. Outro mecanismo envolvido é a ativação dos 

canais para potássio por esses segundos mensageiros reduzindo a atividade da maquinaria 

contrátil (AKATA, 2007; GAO, 2009). 

  

 Destarte, os mecanismos elétricos e farmacológicos que modulam o tônus vascular são 

essenciais para garantir a homeostase e funcionalidade dos tecidos. Em situações 

fisiopatológicas como na hipertensão arterial sistêmica (HAS) um dos fatores desencadeantes 

a um comprometimento no processo de contração e/ou relaxamento. Um estudo realizado por 

Li et al.; (2007) demonstrou que humanos hipertensos e modelos experimentais de 

hipertensão são mais responsivos a agonistas que promovem a resposta contrátil. 

Adicionalmente, Cho et al., (2011) mostrou  que o músculo liso de artérias de resistência 

apresentam uma maior resposta contrátil devido a um maior grau de fosforilação de proteínas 

que ativam a maquinaria contrátil, sendo este um dos mecanismos intracelulares associados a 

fisiopatologia da hipertensão. Além disso, Callera e colaboradores (2004) demonstraram que 

em modelos de hipertensão renovascular, um dos fatores etiológicos é um comprometimento 

no mecanismo de hiperpolarização. Além disso, nesse modelo experimental foi demonstrado 

um menor responsividade a acetilcolina devido a uma menor ativação dos canais de cálcio 

sensíveis ao potássio (BKCa). 

  

 Adicionalmente, está bem documentada na literatura que em indivíduos portadores das 

doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) como na hipertensão, na obesidade e no diabetes 

mellitus (DM) ocorre uma redução no vasorrelaxamento dependente das óxido nítrico sintases 

(NOS), óxido nítrico (NO) e guanosina monofosfato cíclico (GMPc). Nessas condições 

fisiopatológicas existe uma redução na biodisponibilidade da molécula de NO e 

consequentemente uma redução na resposta vasodilatadora (NISHIMATSU et al., 2005; 

KAGOTA et al., 2006; SIVITZ et al., 2007; MENDIZABAL LLORENS e NAVA 2011). 
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2.7 Estresse oxidativo e redução na biodisponibilidade do óxido nítrico 

 

 A literatura demonstra que existe uma razão fisiológica entre a produção espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio e a defesa antioxidante endógena. Porém, em condições 

fisiopatológicas o sistema antioxidante não é eficiente para promover o equilíbrio fisiológico 

entre a produção das EROs e os mecanismos que protegem a oxidação das estruturas 

orgânicas  desencadeando assim um fenômeno denominado como estresse oxidativo 

(HALLIWELL, 2001; SALVADOR e HENRIQUES 2004; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007). Além disso, a elevação dos níveis teciduais de espécies reativas de oxigênio pode 

desencadear a oxidação de biomoléculas promovendo injúria celular gerando conseqüências 

como: ajuste celular por up-regulation, lesão celular ou morte celular por apoptose ou necrose 

(BEHL e MOOSMANN, 2002; HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). 

 

 Adicionalmente, EROs é um termo genérico que, não está associado somente com os 

radicas formados a partir da redução do oxigênio tais como, ânion superóxido (O2
-
) e o ), 

radical hidroxil (OH
-
), mas, também algumas moléculas não derivadas do oxigênio como 

peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido hipocloroso (HCLO) e o ozônio (O3) (Halliwell e 

Gutteridge, 1999). Ademais, existem ainda neste contexto as espécies reativas de nitrogênio 

(ERN) sendo o óxido nítrico (NO), e o peroxinitrito (ONOO
-
).os principais representantes. 

Em mamíferos as EROs são sintetizados principalmente na cadeia transportadora de elétrons, 

pela enzima xantina oxidase e o complexo enzimático pró-oxidante nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NAD(P)H oxidase a qual é a que mais contribui com a 

produção dessas moléculas tóxicas nas células vasculares (KOJDA e HARRISON, 1999). 

 

 Um dos principais mecanismos envolvidos na redução da biodisponibilidade do NO é 

através da reação com as espécies reativas de oxigênio (EROs). As EROs são produzidas 

normalmente pelas células durante o metabolismo das macromoléculas que derivam da 

redução incompleta do átomo de oxigênio e promovem toxidade pela capacidade de oxidar 

biomoléculas alterando a estrutura e consequentemente a função biológica (MACCORD, 

2000). No entanto, a produção basal das EROs é essencial para a manutenção de funções 

celulares importantes principalmente nas células endoteliais, células imunológicas, 

sinalização celular (apoptose), coagulação e cicatrização (POLYTARCHOU e 

PAPADIMITRIOU, 2005). Nesta situação, o ânion superóxido ou outras espécies reativas de 
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oxigênio pode reagir com a molécula de NO no interior das células endoteliais reduzindo a 

biodisponibilidade e convertendo-o a ONOO
- 

ma espécie reativa nitrogenada extremamente 

nociva para o endotélio (NASCIMENTO et al., 2003). Adicionalmente, o ONOO
-
 promove 

reações de oxidação, nitração, S-nitrosilação de proteínas, lipídios e DNA. Essas reações 

podem alterar a estrutura de biomoléculas inativando-as e ativando vias de degradação 

ocasionando a morte celular (PACHER, BECKMAN e LIAUDET 2007) 

 

2.8 Glicemia X Estresse oxidativo 

 

 Está bem estabelecida na literatura a participação do estresse oxidativo em promover 

injúrias celulares aos tecidos em uma variedade de patologias humanas  (HALLIWELL, 

2001). Além disso, o estresse oxidativo tem um papel importante na fisiopatologia do diabetes 

mellitus (DM) e suas consequências (DONNE et al., 2006). Existem evidências em humanos e 

modelos experimentais de DM que mostram que a hiperglicemia torna os indivíduos mais 

predispostos à síntese das EROs (BAYNES, 1991; CHANG et al., 1993; BAYNES e 

THORPE, 1999;) e/ou um comprometimento no sistema antioxidante (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1990). 

 

 Uma variedade de hipóteses justificam o aumento na produção das EROs no DM, tais 

como a oxidação da glicose, a glicação não enzimática de proteínas, a ativação da proteína 

quinase C, a redução na concentração dos antioxidantes no tecido e o comprometimento na 

atividade das enzimas antioxidantes teciduais (BAYNES e THORPE, 1999; BROWNLEE, 

2001).   

 

 O aumento na concentração plasmática de glicose é a principal manifestação clínica do 

DM sendo está a principal promotora do estresse oxidativo através da geração direta das 

EROs ou promovendo um desequilíbrio no sistema redox (RAINS e JAINS, 2011). Ademais, 

a literatura tem sugerido os mecanismos pelo qual a hiperglicemia causa o estresse oxidativo 

no tecido vascular são: fluxo aumentado de açúcares através da via do poliol, elevação na 

síntese intracelular dos produtos da glicação avançada (AGEs), aumento na expressão dos 

receptores dos AGEs, ativação de isoformas da proteína quinase C (PKC) e aumento da 

atividade da via da hexosamina. A literatura demonstra que os mecanismos supracitados 

podem ser ativados pelo ânion superóxido (GIACCO e BROWNLEE, 2010). Este radical 
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livre pode ser sintetizado nas mitocôndrias ou no citoplasma via NADPH oxidase 

(SERPILLON et al., 2009). 

 

 A hiperglicemia induz alterações no metabolismo da NADPH, associadas 

principalmente com a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) enzima crucial na via das 

pentoses fosfato (PPP). No metabolismo oxidativo a via das PPP sintetiza NADPH, o 

substrato determinante para a atividade das enzimas glutationa redutase e NADPH oxidases 

(MARTINS et al., 1986). Estudos demonstraram que em modelos experimentais de 

hiperglicemia crônica, promove o aumento do ânion superóxido no miocárdio via NADPH 

oxidase (GUPTE et al., 2005; GUPTE et al., 2006; SERPILLON et al., 2009). 

 

 No sistema nervoso central (SNC) a hiperglicemia promove danos neuronais. No 

entanto, não estão completamente elucidados estas alterações promovidas pelo estresse 

oxidativo (BIESSELS et al., 2002). É bem documentado na literatura que o aumento na 

concentração plasmática de glicose é um dos principais promotores na geração das EROs e 

consequente peroxidação lipídica a nível central nas células de schawnn pela alta quantidade 

de lipídios poliinsaturados presentes na membrana plasmática (ARAGNO et al., 2000; 

KUMAR e MENON, 1993). No entanto, a conseqüências danosas promovidas pela 

hiperglicemia evidenciada na maioria dos estudos está fortemente associado com a vida 

adulta. Porém, a literatura, é carente de dados que mostrem a associação da elevação da 

concentração plasmática de glicose durante a vida perinatal e os danos promovidos pelo 

estresse oxidativo nos descendentes. 
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Figura 2. Geração das espécies reativas de oxigênio (EROs) via NAPH – oxidase estimulada 

pelas concentrações elevadas de glicose. Esta enzima está presente no citoplasma das células 

vasculares lisas promovendo um aumento da síntese do ânion superóxido.    

 

2.9 Alterações endócrinas e disfunção endotelial 

 

 As alterações endócrinas têm uma associação muito intima com sobrepeso e 

obesidade. Esse desequilíbrio do estado nutricional está associado com balanço energético 

positivo e sedentarismo. Uma variedade de morbidades está associada com o excesso de peso 

como a hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que é caracterizado pela 

resistência na ação da insulina e dislipidemia. Adicionalmente, essas são as patologias que 

mais promovem disfunção endotelial (STAPLETON et al., 2008). 

 

 A obesidade é uma pandemia mundial que compromete a qualidade de vida e 

sobrecarrega a economia de uma população. Dados epidemiológicos demonstram que existe 

aproximadamente 1,5 bilhão de adultos obesos no mundo sendo 10% desta população obesa 

(WHO, 2015). Os últimos dados do IBGE mostram que o percentual de homens com 

sobrepeso acima de 20 anos é maior que 50% e representa mais que o dobro quando 

comparado com 20 anos atrás (29,9%). No público feminino o aumento foi menos 

significativo aumentando aproximadamente 7% nos últimos 20 anos (IBGE, 2008-2009). A 

obesidade e as morbidades associadas refletem o cenário político – econômico 

sobrecarregando os sistemas públicos e privados de saúde devido à adoção de cuidados 

Hiperglicemia 

Síntese 

DAG PKC 

Ativação 

NADPH - Oxidase 

Ativação 

Produção  das EROS 

 



20 

 

preventivos, consultas multiprofissionais, fármacos, internações, exames e cirurgias e 

indiretamente aumentando a taxa de absenteísmo e tempo de lazer perdido (MELO, 2011). 

 

 Atualmente, o tecido adiposo branco é o órgão que mais secretam substâncias no 

organismo humano, aproximadamente 100 proteínas distintas sendo classificado como um 

órgão endócrino ativo. As proteínas sintetizadas por este tecido são intituladas de adipocinas 

que possuem  propriedades capazes de modular o tônus vascular influenciando diretamente a 

função de outros tecidos e/ou órgãos (GAO et al., 2007; LEUNG E KWAN, 2008). 

 

 Uma das adipocinas envolvidas no controle da pressão arterial é a leptina. Este 

hormônio tem ação bifásica no controle da pressão arterial devido promover hiperatividade 

simpática e ativar mecanismos envolvidos no relaxamento vascular periférico, em vias de 

sinalização dependente e independente do endotélio (BELTOWSKI, 2006). Além disso, Chen 

et al. (2003) mostraram o papel da adiponectina, uma adipocina com característica 

antiinflamatória a qual sua síntese é indiretamente proporcional ao tamanho do tecido adiposo 

branco é capaz de estimular a liberação de NO pelo endotélio e promover vasodilatação, 

Destarte, foi demonstrado que a adiponectina é um agente humoral importante na 

vasodilatação de artérias de condutância como a aorta e de resistência como a leito 

mesentérico de ratos devido a ativação de canais retificadores de potássio (Kv) nas células 

musculares lisa (FESUS et al., 2007). Além disso, o processo inflamatório estimula a síntese e 

secreção de citocinas (TNF-α, IL–10 e IL-1β) que interfere no tônus vascular (STAPLETON 

et al., 2008). 

 O aumento do tecido adiposo visceral está associado com a fisiopatologia da síndrome 

metabólica, doenças cardiovasculares e resistência à insulina (ZRAIKA et al., 2002; JONK et 

al., 2007). A resistência a insulina e as alterações vasculares são morbidades que estão 

associados a modelos experimentais da obesidade, ocasionada por uma redução na atividade e 

na sensibilidade na via de sinalização PI3K/AKT. Posteriormente, essa redução na 

sensibilidade promove uma atenuação na síntese e na biodisponibilidade de óxido nítrico 

reduzindo consequentemente a resposta vasodilatadora (ZECCHIN et al., 2007). Além disso, 

é importante destacar que a obesidade é caracterizada como uma doença inflamatória crônica 

que compromete a via de sinalização da insulina através da secreção de citocinas na corrente 

sanguínea ocasionado dessa forma as alterações vasculares (MUNIYAPPA et al., 2007; 

APOVIAN et al. 2008). Adicionalmente, os mecanismos envolvidos nas alterações vasculares 

em indivíduos obesos na ausência da resistência à insulina ainda não estão completamente 
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elucidados. Desta forma, tornam-se necessárias outras investigações para compreender os 

mecanismos envolvidos na disfunção vascular de indivíduos obesos sem resistência à 

insulina.  

 

  Adicionalmente, a literatura vem documentando a modulação do tecido adiposo 

perivascular (PVAT) em associação com as células endoteliais no controle no tônus vascular. 

O PVAT é capaz de secretar fatores que promovem uma atenuação na resposta contrátil 

estimulada pela fenilefrina, angiotensina II e serotonina em aorta de ratos. Esses fatores 

anticontratéis secretados pelo PVAT são capazes de reduzir a força de contração devido 

possuírem  propriedades de ativar os canais para potássio dependente de tirosina cinase 

(LOHN et al., 2002). Além disso, a modulação do PVAT no tônus vascular é estimulada por 

vias que dependem e/ou não dependem do endotélio através da participação efetiva do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e da enzima guanilato ciclase solúvel (GAO et al., 2007).   

 

  Uma das consequências da obesidade é a infiltração de lipídios em células não 

adiposas (hepatócitos e células pancreáticas), promovendo alterações na expressão de 

receptores de membrana ou fatores de transcrição gênica, ocasionando um desbalanço na 

função celular ou até mesmo morte celular (RASOULI et al., 2007; SHARMA et al., 2008). 

Destarte, foi demonstrado que a retenção de lipídios em cardiomiócitos é determinante para 

reduzir a sensibilidade à insulina ocasionando disfunções metabólicas como uma redução na 

captação da glicose e consequentemente uma progressão para falência cardíaca (SHARMA et 

al., 2008). Além disso, estes achados têm uma forte associação com o aumento no 

espessamento entre a camada íntima e média, redução na elasticidade vascular e processos 

inflamatórios que são morbidades que promovem as doenças cardiovasculares (GUSTAFSON 

2010). 

  

 Adicionalmente, a secreção de citocinas inflamatórias pelo tecido adiposo branco 

desencadeia um quadro pró-inflamatório de baixa intensidade (RASOULI et al., 2007; 

STAPLETON et al., 2008). Nessas condições os adipócitos reduzem a sensibilidade à ação da 

insulina e consequentemente aumenta a atividade de enzimas lipolíticas, elevando a 

concentração plasmática de ácidos graxos livres acarretando resistência à insulina nas células 

musculares e consequentemente DM (RASOULI et al., 2007). As citocinas secretadas pelo 

tecido adiposo (TNF – α e IL – 6) são capazes de ativar vias de sinalização intracelular, que 

resultam na fosforilação do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) em serina com efeito 
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deletério no mecanismo de transdução de sinal da insulina (DANDONA, ALJADA e 

BANDYOPADHYAY, 2004). 

 

 No entanto, os mecanismos envolvidos na disfunção vascular associado à obesidade 

não estão completamente elucidados devido a variações quanto à resposta ao leito vascular 

estudado e ao modelo animal utilizado (STAPLETON et al., 2008; HAJER, VAN HAEFTEN, 

e VISSEREN, 2008). Além disso, algumas morbidades associadas à obesidade como 

hipertensão arterial sistêmica é comum a ocorrência de lesão endotelial com consequente 

redução na biodisponibilidade do óxido nítrico. No entanto, está alteração na função 

endotelial pode ser atenuada pela elevação na síntese do fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF) (TADDEI et al., 2001). Um estudo demonstrou que o consumo de uma 

dieta hiperlipídica resultou em uma elevação na expressão de canais para potássio sensíveis ao 

cálcio de condutância intermediária (IKCa) na veia safena, este evento foi capaz de preservar 

o tônus vascular nesse leito (CHADHA et al., 2010). No entanto, um estudo realizado por 

Roberts e colaboradores (2005) demonstraram que a introdução de uma dieta ocidental na 

vida pós-natal em ratos promoveu uma redução na expressão da enzima eNOS 

comprometendo a resposta relaxante na aorta induzida pela acetilcolina predispondo os 

animais à hipertensão arterial devido a uma redução na biodisponibilidade do óxido nítrico e 

uma predisposição a aterosclerose devido o protocolo promover injúria endotelial.  

 

 Os estudos demonstram que os fatores associados à disfunção endotelial dependem da 

síntese das adipocinas e a idade de início do desenvolvimento da obesidade sendo o fator 

determinante para causar resultados heterogêneos na literatura. A hiperlepitnemia em estágios 

iniciais do desenvolvimento fisiológico pode promover a dilatação arterial, aumentando a 

biodisponibilidade do NO modulando de forma adequada o tônus vascular. Esses dados 

demonstram que em estágios precoces do desenvolvimento e/ou crescimento, é capaz de 

promover ajustes no organismo ocasionado uma maior massa corpórea e consequente 

elevação da oferta de sangue para esse novo tecido (SINGHAL et al., 2002; RODRIGUEZ et 

al., 2007). 
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Figura 3. Esquema ilustrativo que mostra o insulto durante a gestação e a lactação e a 

associação com as doenças crônicas na vida adulta. O consumo materno de uma dieta 

ocidental e as repercussões na prole na vida pós natal. 

 

2.10 Mecanismos de defesa antioxidante 

 

 Os mecanismos de defesa que previnem o estresse oxidativo são classificados como 

antioxidantes não enzimáticos como exemplos podem ser citados: o ácido ascórbico, o alfa-

tocoferol e uma variedade de fitoquímicos presentes nos alimentos. E os antioxidantes 

enzimáticos sendo estes nutrientes essenciais para ativar enzimas que são responsáveis por 

neutralizar as EROs. As enzimas antioxidantes são a superóxido dismutase (SOD) sendo está 

dependente de cobre, zinco e manganês, a catalase (CAT) que possui no centro da cadeia um 

íon de ferro (Fe
3+

) e a glutationa peroxidase (GSHPx) que é dependente de selênio. A 

concentração dessas enzimas antioxidantes é bem variada dependendo do tecido e/ou tipo de 

célula (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 

   

 O substrato para síntese das EROs é o oxigênio inspirado podendo estes substratos 

oxidantes serem produzidos principalmente nas mitocôndrias durante a geração de energia na 

cadeia transportadora de elétrons como também em menores quantidades no citoplasma 

principalmente pela ação da enzima NADP(H) oxidase. A oxidação mitocondrial incompleta 

do oxigênio gera o ânion superóxido sendo que este passa por uma reação de dismutação 

catalisada pela SOD convertendo-a peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2) 

(FRIDOVICH, 1975; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Em organismos eucarióticos 

. . 
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existem duas isoformas da SOD. Uma está presente no citoplasma das células sendo que a 

atividade desta enzima depende de níveis adequados de cobre e zinco. Para que a atividade 

cinética da isoforma mitocondrial da SOD seja eficiente é necessário que o estado nutricional 

do manganês esteja preservado. Ademais, a dieta é fundamental para que o sistema 

antioxidante enzimático seja efetivo na prevenção do estresse oxidativo. Além disso, 

independente da isoforma da SOD é catalisada a mesma reação bioquímica (MACCORD e 

FRIDOVICH, 1969; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

 

 Adicionalmente, a partir da dismutação do ânion superóxido em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2), é iniciada uma nova reação bioquímica pelo sistema 

antioxidante enzimático promovida pelas enzimas CAT e GSHPx. A literatura, não considera 

o H2O2 um radical livre devido está molécula não apresentar elétrons desemparelhados. No 

entanto, este substrato pode reagir com metais de transição como o ferro (Fe
2+

) é gerar o 

radical hidroxila (OH
-
), um das EROs mais nocivas do organismo humano. A reação 

bioquímica catalisada pela CAT e a decomposição do H2O2 em oxigênio devido está molécula 

ser reduzida em água (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Está enzima está presente tanto 

em organismos vegetais e animais localizados predominantemente organelas citoplasmáticas 

intituladas peroxissomas e em menores proporções no citoplasma e mitocôndria (MARKS, 

MARKS e SMITH 1996; WARD e PETERS, 1995). 

 

 Ademais, a GSHPx atua sobre o mesmo substrato da CAT e  outro produtos oxidantes 

capazes de promover a peroxidação lipídica. Esta peroxidase promove a decomposição do 

H2O2 através da oxidação da glutationa redutase. Além disso, ela é capaz reduzir os 

hidroperóxidos provenientes dos ácidos graxos. Em células eucarióticas existem duas 

isoformas da GSHPx sendo que a atividade cinética da mitocondrial é dependente de selênio. 

No entanto, a isoforma citoplasmática não depende do selênio (MARKS, MARKS e SMITH 

1996; PROHASKA et al., 1977). 

 

 Além das enzimas supracitadas é importante salientar a contribuição da glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD) que atua na via das pentoses sendo está responsável por 

catalisar a modificação glicose-6-fosfato (G6P) em 6-fosfogluconolactona. Está reação 

bioquímica é fundamental para a geração do NADPH, um substrato que previne injúrias 

celulares promovidas pelas EROs devido a sua ação modulatória na atividade  da enzima 

glutationa redutase (GR) (FROSALI et al., 2004; TSAI e CHEN 1998). 
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Figura 4.  Sistema antioxidante endógeno realizado pelas enzimas superóxido dismutação 

que promove uma reação de dismutação no ânion superóxido convertendo-o em peróxido de 

hidrogênio e oxigênio e a catalase que decompõe o peróxido de hidrogênio em moléculas de 

água.   
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

 Avaliar a função vascular e os marcadores do estresse oxidativo no leito aórtico 

torácico de ratos expostos a uma dieta ocidental durante a vida perinatal. 

 

3.2 Específicos 

 

 Avaliar se a exposição da prole de ratos machos a uma dieta ocidental no período 

perinatal promovem alterações no controle glicêmico e na sensibilidade periférica à 

insulina; 

 Estudar a participação do óxido nítrico no efeito vasorrelaxante na presença e na 

ausência do endotélio; 

 Investigar se a exposição da prole a uma dieta ocidental durante a gestação e a 

lactação aumenta a resposta contrátil na aorta torácica estimulada por agentes 

farmacológicos e despolarizantes; 

 Estudar a participação do cálcio armazenado no reticulo sarcoplasmático no 

mecanismo contrátil do leito aórtico torácico. 

 Analisar se o consumo da dieta ocidental na gestação e na lactação promove alterações 

na atividade das enzimas antioxidantes; 

 Estudar a participação dos marcadores do estresse oxidativo na função vascular do 

leito aórtico torácico.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Animais  

 

 Para o estudo foram utilizados ratos de ambos os sexos da linhagem Wistar 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram 

mantidos em gaiolas de polipropileno (máximo 4 animais/gaiola), com água e ração ad 

libitum. A temperatura foi mantida de 22 a 25°C. 

  

 O presente trabalho atendeu as normas para a realização de pesquisa em animais e 

todos os procedimentos foram de acordo com os princípios éticos da experimentação animal 

preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 1991), sendo 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS), conforme o 

parecer 11/2016 (anexo 1). 

  

4.2 Dietas experimentais 

 

 A dieta utilizada como controle durante o período de gestação e lactação foi a AIN-

93G, à base de caseína, específica para roedores em fase de crescimento (REEVES, 1993). 

Além disso, a AIN-93G contém valores adequados de todos os macronutrientes e a dieta 

experimental foi manipulada para que apresentasse elevado teor de gordura (tabela 1). 

 

A formulação da dieta experimental ocidental foi baseada na Pesquisa de Orçamento 

Familiar (POF) e a dieta controle, AIN-93G (tabela 1), sendo realizados alguns ajustes na sua 

composição centesimal (CARVALHO et al., 2013). Dentre estes ajustes, encontra-se o 

aumento do teor de lipídeos e carboidratos simples, de forma a incrementar fatores 

organolépticos, culminando com odor e textura agradável, assemelhando-a a dieta ocidental, e 

a adequação do teor protéico, visto que os percentuais de proteína da dieta POF são 

inadequados para a fase de reprodução e crescimento em ratos e finalmente um ajuste para a 

fase de manutenção dos ratos (15,5g% de proteína). A tabela 1 expõe a comparação de 

macronutrientes das dietas administradas durante a pesquisa.  

 

As dietas, com exceção da Labina®, foram confeccionadas no Laboratório de Nutrição 

Experimental e Dietética (LNED) do Departamento de Nutrição, UFPE. Os ingredientes secos 
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que compunham as dietas eram misturados e peneirados para adequada homogeneização. Em 

seguida, adicionaram-se os componentes líquidos ou semi-sólidos antes da adição de água. A 

etapa seguinte foi secá-las em estufa com circulação de ar a 60-70º C durante 24-36h. As 

dietas foram armazenadas a 4ºC até o momento de uso. 

 

Tabela 1 - Composição centesimal das dietas controle (AIN-93G), ocidental (O) e labina e a contribuição 

energética dos macronutrientes em relação à energia total. 

Ingredientes Dietas Nutrientes Dietas  

 AIN-93G 

g/100 

Ocidental 

g/100 

 AIN-93G 

g/100 

Ocidental 

g/100 
Amido de milho 52,9 11,8 Proteína total 17,3 20,8 

Farinha de trigo - 12,0 Proteína Animal 17,0 16,0 

Biscoito de maisena - 7,2 Proteína Vegetal 0,3 4,8 

Farinha de soja - 8,5 Lipídio 7,0 14,7 

Soja - 0,1 Carboidrato 55,0 51,7 

Banha - 5,5 Fibras (celulose) 5,0 0,3 

Margarina (65% de lipídio) - 3,5 Mix mineral 3,5 2,5 

Creme de leite (20% de 

lipídio) 

- 3,0 Mix Vitaminas 1,0 0,7 

Caseína (proteína>85%) 20,0 20,0 Dl-metionina 0,3 0,3 

Sacarose 10,0 20,0 Bitartarato de colina 0,25 0,25 

Óleo de soja  7,0 4,0 BTH 0,0014 0,0014 

Fibras (celulose) 5,0 0,3 Composição de acordo com o valor energético 

total (%) 

Mix mineral (AIN-93G-MX) 3,5 2,5  AIN-93G 

g/100 

Ocidental 

g/100 

Mix vitaminas (AIN-93G-

VX) 

1,0 0,7 Proteína 18,0 19,0 

DL-metionina 0,3 0,3 Lipídio 19,0 31,0 

Bitartarato de colina 0,25 0,25 Carboidrato 63,0 49,3 

Butilhridroquinona (BTH) 0,0014 0,0014 Labina® ** 
 

Cloreto de sódio - 0,36 Proteína 26 

Soma  100,0 100,0 Lipídio 11 

Energia (Kcla/g) 3,6 4,2 Carboidrato 63 

Fonte: ocidental- Adaptado da Pesquisa de Orçamento Familiar (POF) 2002/2003; AIN-93G-Adaptado de 

Reeves, 1997 por Carvalho et al., 2013. *Os cálculos da composição centesimal foram baseados nas informações 

nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos, pela Tabela Brasileira de Composição de 
Alimentos (TACO) e análise do LEAAL ** Dieta normocalórica (Purina®), determinado pelo Instituto Adolfo 

Lutz, 1985. 
 

4.2.1 Composição de ácidos graxos das dietas  

 

Inicialmente, foram extraídos os lipídios das dietas por transesterificação direta, 

seguindo-se de análise em um cromatógrafo a gás (Shimadzu GC-14B, Japão) com um FID 

detector. A coluna foi SUPELCOWAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 ml), com um fluxo de 1,3 

mL min-1 de hélio, durante um tempo de execução de 60 min. A composição de ácidos 

graxos das dietas está apresentada na tabela 2. As análises foram realizadas no Laboratório de 

Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. 
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Tabela 2 - Composição de ácidos graxos das dietas controle (AIN-93G) e ocidental (% de ácidos graxos 

totais). 

Ácidos Graxos Controle (AIN-93G) Ocidental 

C6:0 Nd 42,1 

C8:0 0,02 nd 

C10:0 0,03 nd 

C12:0 0,2 8,16 

C14:0 0,19 1,15 

C15:0 0,02 1,53 

C16:0 9,27 11,25 

C18:0 15,31 3,4 

C20:0 0,33 nd 

C22:0 0,51 nd 

C23:0 0,07 nd 

C24:0 0,04 nd 

Total saturado 25,99 67,59 

C14:1 Nd 1,84 

C16:01 2,72 0,64 

18:01n9 9,36 13,99 

20:01 0,24 nd 

Total monoinsaturado 12,32 16,47 

18:2n6 55,36 14,07 

18:3n3 6,04 1,87 

20:02 0,04 nd 

20:5n3 0,03 nd 

22:2n 0,05 nd 

22:6n3 0,13 nd 

Total poliinsaturado 61,65 15,94 

18:2n6/18:3n3 9,17 7,52 

P/S 5,0 1,0 

Dieta controle (AIN-93G) e Dieta ocidental (O). A principal fonte de gordura na dieta controle foi o óleo de soja. 

As principais fontes de gordura na dieta O foram banha, gordura animal, manteiga e óleo de soja. P / S - 

poliinsaturados/saturados. nd = não determinado. 

 

4.2.2 Grupos experimentais 

 

Foram utilizadas 16 ratas Wistar virgens e machos férteis com idade entre 90 e 120 

dias de vida e peso médio 225 (±25) gramas. Elas foram acasaladas com ratos machos na 
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proporção de 2:1. O esfregaço vaginal foi realizado diariamente e a presença de 

espermatozóide no esfregaço indicou o início da gestação, sendo as ratas divididas em dois 

grupos conforme a dieta recebida: Controle (C, n=8) e ocidental (O=8). Após 24 horas do 

nascimento das ninhadas, foi realizado o ajuste para oito neonatos, sendo respeitada quando 

possível, a mesma proporção de machos e fêmeas. Nos protocolos experimentais foram 

utilizados somente machos para evitar a influência de flutuações hormonais nos resultados. É 

importante salientar que as mães foram mantidas na mesma dieta até o desmame dos filhotes. 

Destarte, após o desmame os filhotes foram divididos em dois grupos: Prole Controle (PC, n 

= 32) e Prole Ocidental (PO, n = 34). Além disso, para cada protocolo experimental o grupo 

foi formado por 1 macho de cada ninhada com o objetivo de avaliar se os achados do presente 

estudo estavam presentes em todas as ninhadas. 

 

De acordo com a dieta administrada nos diferentes períodos de vida os grupos de 

filhotes foram distribuídos da seguinte forma: 

 

1. Prole Controle (PC): filhos de mães que foram alimentadas com dieta controle para 

roedores durante gestação e lactação (AIN-93G). 

 

2. Prole Ocidental (PO): filhos de mães que foram alimentadas com dieta ocidental na 

gestação e na lactação.   

 

Ressalta-se que, após o desmame, a dieta controle passou a ser ração comercial 

desenvolvida para ratos de laboratório (Labina®). Segundo o fabricante (Purina do Brasil 

LTDA), tal dieta contém o mínimo de 23% de proteína bruta, extrato etéreo mínimo de 4%, o 

máximo de 10% de mineral, o máximo de 5% de matéria fibrosa e possui 3,6 Kcal/g. 

 

4.3 Drogas 

Cloreto de acetilcolina (ACh), cloridrato de fenilefrina (FEN) , N
ω
 -nitro-L-arginina 

metil  éster (L-NAME) e nitroprussiato de sódio (NPS) foram aplicadas neste estudo, todos da 

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Todas as drogas foram dissolvidas livremente em 

solução salina (0,9% de NaCl em água destilada). Além disso, foram utilizados seguintes sais: 

cloreto de potássio (KCl) e cloreto de cálcio (CaCl2) da Neon (Suzano, São Paulo, Brasil). 

 

4.4 Soluções nutritivas  
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 Para a realização dos experimentos foram utilizadas as soluções nutritivas contendo os 

seguintes sais: cloreto de sódio (NaCl), KCl,  fosfato de potássio (KH2PO4), sulfato de 

magnésio (MgSO4), bicarbonato de sódio (NaHCO3), Glicose (C6H12O6) e CaCl2 (NG et al., 

2013; ZHU et al., 2013).  

 Os quadros seguintes apresentam as composições das soluções utilizadas nos 

protocolos experimentais: 

SAIS CONCENTRAÇÃO (m MOL/L) 

NaCl 118 

KCl 4,7 

KH2PO4 1,2 

MgSO4 1,2 

NaHCO3 25 

C6H12O6 11 

CaCl2 1,8 

Quadro1 – Composição da solução de KREBS (pH – 7,4) (NG et al., 2013; ZHU et al., 2013). 

 

SAIS CONCENTRAÇÃO (m MOL/L) 

NaCl 62,7 

KCl 60 

KH2PO4 1,2 

MgSO4 1,2 

NaHCO3 25 

C6H12O6 11 

CaCl2 1,8 

Quadro 2 – Composição da solução isosmótica despolarizante contendo concentração de 60 

mM do KCl. 

 

 

4.5 Procedimentos experimentais 

 

4.5.1 Obtenção e preparação dos anéis de aorta torácica 

 

 Os animais foram eutanasiados por decapitação sem anestesia para evitar alterações 

nos protocolos de reatividade vascular. Com o tórax do animal aberto, a aorta torácica foi 
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identificada e cuidadosamente retirada. Foram removidos o tecido conectivo e adiposo em 

uma placa de petri, contendo solução nutritiva – Krebs-Henseileit com preparação descrita 

anteriormente e aerada a uma mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2). A aorta foi 

seccionada em anéis com comprimento de 3-4 mm. Duas hastes metálicas foram passadas 

cuidadosamente através do lúmen do vaso e uma dessas hastes foi acoplada a um transdutor 

de tensão isométrica. Os anéis foram imersos em cubas contendo 10 mL de solução de Krebs-

Henseileit, aeradas ininterruptamente a uma mistura carbogênica, com temperatura constante 

de 37ºC e pH de 7,4. Após a montagem, os anéis foram submetidos a um período de 

estabilização de 60 min com tensão constante de 1 g e o meio trocado a cada 15 min, a fim de 

se evitar a interferência de metabólitos liberados pelo vaso. Os sinais de tensão foram 

registrados por transdutores sensíveis a tensão isométrica (Word Precision Instuments- 

Sarasota, Flórida, EUA), acoplados a um amplificador (TBM – 4, Word Precision Instrumets 

– Sarasota, Flórida, EUA) conectado a um microcomputador. A aquisição dos dados foi 

proporcionada pelo programa Windaq Data Acquisiton – Dataq Instruments (Akron, Ohio, 

EUA).  

 

4.5.2 Verificação da integridade do músculo vascular liso e da funcionalidade endotelial 

 

  Primeiramente, todos os anéis foram pré-contraídos com KCl 60 mM, sendo esta um 

etapa anterior a verificação do endotélio. Este procedimento experimental teve como objetivo 

avaliar a integridade do músculo liso vascular. Os dados foram expressos em força de 

contração e normalizados pelo tamanho do anel (mN/mm). 

 

  Posteriormente, a funcionalidade do endotélio foi observada pelo relaxamento dos 

anéis na presença da ACh (1 µM), como descrito por Furchgott e Zawadzki (1980). Após o 

período de estabilização de 60 min, no qual a tensão de 1,0 g foi mantida, os anéis foram pré-

contraídos com FEN (1 µM), um agonista dos receptores α1 adrenérgicos (BÜSCHER et al., 

1999) e, no componente tônico da contração, foi administrada acetilcolina (1 µM), que ativa 

os receptores muscarínicos (M3) existentes no endotélio (REN; NAKANE; CHIBA, 1993). 

Os anéis foram considerados com endotélio quando o relaxamento na presença de acetilcolina 

foi superior a 80%. Para a realização dos protocolos sem o endotélio funcional os anéis foram 

submetidos a uma pressão mecânica nas hastes metálica com o objetivo de remover o 

endotélio antes da fase de estabilização. Após a verificação do endotélio um relaxamento até 
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10% foram considerados sem endotélio e os anéis com relaxamento entre 10% e 80% foram 

descartados dos protocolos experimentais.  

 

4.5.3 Avaliação da resposta vasodilatadora à acetilcolina e nitroprussiato de sódio 

 

 Com o objetivo de avaliar a participação do endotélio no relaxamento foi realizado 

uma curva concentração resposta com acetilcolina e para verificar a resposta vasodilatadora 

na ausência do endotélio foi utilizado um doador exógeno de óxido nítrico (NPS). Dessa 

forma, após 30 minutos do teste da integridade funcional do endotélio os anéis de aorta com 

ou sem endotélio foram pré-contraídos com fenilefrina (10
-3

). Atingida a fase de estabilização 

da resposta contrátil (aproximadamente de 10 a 15 minutos) foi realizada em anéis de aorta 

com endotélio a curva concentração resposta com cloridrato de acetilcolina (10
-9

 – 10
-5

M) e 

em anéis sem endótélio foi induzido o relaxamento com NPS (10
-12

-10
-5

M) de maneira 

cumulativa, com intervalos de 2 a 3 minutos em cada concentração, tempo necessário para 

estabilização da resposta vasodilatadora. Os dados foram expressos em percentual de 

relaxamento. A partir das curvas foram expostos os seguintes dados: área sob a curva (ASC), 

a concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta máxima 

(Rmax)   

 

4.5.4 Verificação da participação do óxido nítrico (NO) no vasorrelaxamento estimulado 

pela acetilcolina 

 

 Para avaliar a participação do óxido nítrico na via de relaxamento em anéis com 

endotélio preservado foi realizada uma curva concentração resposta com acetilcolina (10
-9

 – 

10
-4

M) na presença do L-NAME (100 μM), um inibidor inespecífico das enzimas oxido 

nítrico sintases (NOS), (MONCADA; HIGGS, 1993). Após a verificação da funcionalidade 

do endotélio vascular, como anteriormente descrito, os anéis foram pré-incubados com o 

inibidor durante 30 min. Após esse período, uma contração foi induzida por FEN (1 µM) e na 

fase tônica dessa contração, foi realizado uma curva concentração resposta com cloridrato de 

acetilcolina. Os dados foram expressos em percentual de relaxamento. A partir das curvas 

foram expostos os seguintes dados: ASC, -Log EC50 e Rmax. 

 

4.5.5 Avaliação da resposta vasoconstrictora à fenilefrina 
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 Para avaliar a resposta contrátil por mecanismo farmacocinético foram realizadas 

curvas concentração resposta na presença e na ausência do endotélio com cloridrato de 

fenilefrina (10
-9 

 - 10
-5

 M) um agonista seletivo dos receptores α1-adrenérgico.  Após,
 
30 

minutos do teste da integridade funcional do endotélio, foi administrado as concentrações de 

maneira cumulativa, com intervalos de 3 minutos entre cada concentração, tempo necessário 

para estabilização da resposta contrátil. Os anéis usados para estes experimentos foram os 

mesmos utilizados nas curvas concentração resposta com cloridrato de acetilcolina e NPS. Os 

dados foram expressos em força de contração e normalizados pelo tamanho do anel 

(mN/mm). A partir das curvas foram expostos os seguintes dados: ASC, -Log EC50 e Rmax. 

 

4.5.6 Avaliação da resposta vasoconstrictora ao cloreto de potássio (KCl) 

 

 Para avaliar a resposta contrátil por agente despolarizante foi realizada uma curva 

concentração resposta com KCl. Após 30 minutos do teste da integridade funcional do 

endotélio, foram realizadas curvas concentração-resposta com solução de KCl em 

concentrações crescentes de maneira cumulativa em anéis de aorta com endotélio e sem 

endotélio (4x10
-3

 a 48x10
-3

) com intervalos de 5-8 minutos entre cada concentração, tempo 

necessário para a estabilização da resposta contrátil. Os dados foram expressos pela força de 

contração e normalizados pelo tamanho do anel (mN/mm). A partir das curvas foram expostos 

os seguintes dados: ASC, -Log EC50 e Rmax. 

 

4.5.7 Avaliação da resposta vasoconstrictora ao cloreto de cálcio (CaCl2) 

 

 Para avaliar a possível participação dos canais para Ca2+ no efeito vasoconstrictor, os 

anéis com endotélio removido foram pré-expostos a uma solução despolarizante com KCl 60 

mM, na ausência de Ca2+ com 0,5 mM de EDTA (um quelante de Ca2+), durante 30 min. 

Após esse período, foram realizadas curvas concentração-resposta com solução de CaCl2 em 

concentrações crescentes de maneira cumulativa (10
-6 

a 3x10
-2

), com intervalos de 3 minutos 

entre cada concentração, tempo necessário para a estabilização da resposta contrátil. Os dados 

foram expressos pela força de contração e normalizados pelo tamanho do anel (mN/mm). A 

partir das curvas foram expostos os seguintes dados: ASC, -Log EC50 e Rmax. 

 

4.5.8 Avaliação do papel do cálcio intracelular resposta vasoconstritora induzida pela 

fenilefrina 
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 Para avaliar exclusivamente a participação dos estoques de cálcio armazenados no 

retículo sarcoplasmático na força de contração em anéis sem endotélio, após estabilização de 

60 minutos, os anéis da aorta foram incubados durante 30 minutos com uma solução de 

Krebs-Henseileit livre de cálcio (Ca
2+

) mais EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) um 

quelante de cálcio. Em seguida, foi adicionada fenilefrina (10
-6

M) no banho. A adição de 

fenilefrina induziu uma contração transiente e de pequena magnitude e retornando em seguida 

para a tensão basal (Silva-Filho et al., 2012). Os dados foram expressos em força de contração 

e normalizados pelo tamanho do anel (mN/mm). 

 

4.6 Ensaios bioquímicos 

 

 Amostras do leito aórtico torácico foram pesadas e utilizadas em conformidade com os 

respectivos protocolos para a realização dos ensaios enzimáticos como descritos nas próximas 

sessões. 

 

4.6.1 Determinação da concentração total de proteínas  

 

 A concentração de proteínas foi determinada em triplicata pelo método de Lowry 

(1951). Para tanto, foram adicionados às amostras NaOH (0,5 mmol/L) e, após 15 minutos, 

Na2CO3 3%, KNaC4H4O6·4H2O 4%, CuSO4 2% e reagente de Folin (1:1). Em seguida, 

foram incubadas por 30 minutos e depois realizada leitura a 630 nm em espectrofotômetro de 

placa (ELx800, BIOTEK Instruments®- Winooski, Vermont, EUA) e, por fim, foi construída 

uma curva padrão de albumina bovina (Sigma-Aldrich® - St. Louis, Missouri, EUA) para 

aferição da concentração de proteínas nas amostras testes. 

 

4.6.2 Glicemia de jejum 

 Para avaliar a concentração plasmática de glicose foi realizado o método enzimático 

colorimétrico. No 60º dia de vida, os animais foram mantidos em um período de 12 horas de 

jejum e logo após foi coletado aproximadamente 5 ml de sangue através da decaptação. O 

sangue foi acondicionado em um tubo de separação e posteriormente centrifugado a 3500 

rotações por minuto (rpm) por 5 minutos para obtenção do soro. O sobrenadante foi retirado 

com auxílio de uma pipeta e transferido para um tubo Eppendorf®. Para avaliar a glicemia de 

jejum utilizou-se um teste enzimático colorimétrico da marca (Biomed, Belo Horizonte, BR). 
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A leitura do substrato foi realizada no espectrofotômetro da marca (FEMTO, 800 XI, São 

Paulo, BR) de acordo com as normas estipuladas pelo fabricante. 

 

4.6.3 Teste de tolerância à insulina intraperitoneal (TTI) 

 

 Para avaliar a sensibilidade periférica a insulina foi realizado o TTI. Os animais foram 

submetidos a jejum de seis horas e analisado a glicemia no tempo zero. Em seguida, foram 

injetados 0,75U/kg i.p. de insulina regular humana e as amostras de sangue foram coletadas 

da veia caudal nos tempos, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos subsequentes para medidas da 

glicemia (YUAN et al., 2011). 

 

4.6.4 Mensuração de hidroperóxidos totais 

 

 A quantificação dos hidroperóxidos totais foi realizada de acordo com Jiang, Hunt e 

Wolff (1992). O método se baseia basicamente na oxidação de íons ferroso (Fe2+) a íons 

férricos (Fe3+) em condições ácidas, pelos hidroperóxidos lipídicos. O indicador utilizado é o 

xilenol orange que reage com os íons Fe3+ produzindo um cromóforo azul-arroxeado, o qual 

pode ser medido espectrofotometricamente a 560 nm. O ensaio foi realizado em reagente de 

FOX, o qual é composto por xilenol Orange, (0,25 mmol/L), sulfato ferroso amoniacal (Fe 

(NH4)2(SO4)2.6H2O, 0,25 mmol/L), hidroxitolueno butilado (BHT,  4,4  mmol/L), metanol 

(CH4O) e ácido sulfúrico (H2SO4, 97%). Em um microtubo, foi adicionado reagente de FOX  

ao homogenato. Após 30 minutos, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante colocado em 

microplaca. A quantificação dos hidroperóxidos foi expressa em mol/L, e foi utilizado o 

coeficiente de extinção molar 4,3 x 10-4 M-1 cm-1. 

 

4.6.5 Determinação da atividade da SOD  

 

 As amostras de tecido foram homogeneizadas em tampão salina fosfato (PBS - 50 

mmol/L, pH 7,4) e centrifugadas a 12000 rpm (Heal Force, Neofuge 15R) por 30 minutos. A 

reação foi realizada pipetando-se em triplicata na microplaca: sobrenadante obtido, PBS, 

MTT (1,25 mmol/L) e pirogalol (100 µmol/L). Em seguida, a microplaca foi agitada por 5 

minutos e adicionado DMSO. A leitura foi realizada em espectrofotômetro de microplaca 

(Biotek, ELx800 Absorbance Microplate Reader- Winooski, Vermont, EUA) a 570 nm e a 



37 

 

atividade da SOD foi expressa em unidade de SOD por miligrama de proteína (MADESH & 

BALASUBRAMANIAN, 1998). 

 

4.6.6 Determinação da atividade da CAT  

 

 As amostras foram homogeneizadas em PBS e, em seguida, os homogenatos foram 

centrifugados (Heal Force, Neofuge 15R - Changning District, Shanghai, China) a 12000 rpm 

por 30 minutos a 4 °C. Em cubetas de quartzo foram pipetados tampão fosfato (50 mmol/L, 

pH 7,0) e o sobrenadante. A reação foi iniciada com a adição de H2O2 (0,3 mol/L), em 

ambiente protegido de luz, e as medidas realizadas em espectrofotômetro (Hitachi, Japão), em 

intervalos de 15 segundos, a 25 ºC, no comprimento de onda de 240 nm. A atividade da 

enzima foi expressa pela diferença da variação das absorbâncias (ΔE)/minuto/miligrama de 

proteínas (NELSON e KIESOW, 1972). 

 

4.7 Mensuração das Concentrações Intracelulares do NO 

 

 A biodisponibilidade do NO em anéis do leito aórtico torácico foi avaliada em uma 

situação basal e estimulada com cloridrato de acetilcolina (10
-6

). Dessa forma, para detecção 

das concentrações intracelulares de NO, os anéis do leito aórtico torácico de ambos os grupos 

foram obtidos como previamente descrito e carregados com 10 µM da sonda fluorescente 

sensível ao NO, 4-amino-5-metilamino-2’, 7’-difluorofluoresceína diacetato (DAF-FM), 

Invitrogen TM/Molecular Probes®, por 30 minutos a 37°C. As amostras foram incubadas 

com sondas fluorescentes em solução de Krebs- Henseileit e então, lavadas no mesmo tampão 

para remover o excesso das mesmas. Para a execução deste experimento, os anéis do leito 

aórtico torácico foram previamente carregados com a sonda e colocados em um meio 

crioprotetor, Tissue-Tek O.C.T. (SAKURA Finetek®, Dubai, EAU) e mantidos a -80ºC. 

Posteriormente foram realizados cortes em criostato (Leica CM 1850 criostato, Leica 

Instruments, Buffalo Grove, Illinois, EUA) com espessura de 20 µm. Os cortes dos anéis 

foram transferidos para lâminas histológicas, e para aquisição de imagens fluorescentes, foi 

utilizado microscópio de fluorescência (IX2-ICB, Olympus®, EUA) acoplado a câmera 

digital (XM-10, Olympus ®, EUA) com excitação e emissão em comprimentos de onda 

semelhante ao utilizado para detecção em células vasculares (GIL-ORTEGA et al., 2014). 
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 O software ImageJ 1.38 (NIH) foi  utilizado para processamento das imagens 

capturadas. As imagens de microscopia de fluorescência foram analisadas de acordo com a 

intensidade de fluorescência por área e os resultados obtidos foram expressos em unidades 

arbitrárias (u.a.).  

 

4.8 Mensuração do ânion superóxido (O2
.-
) intracelular  

 

 Para detecção de O2
.-
 intracelular, os anéis do leito aórtico torácico foram processados 

como acima descrito, porém, carregados com 10 µM da sonda fluorescente sensível ao O2
.-
-, 

di-hidroetídeo (DHE), Calbiochem ® , por 30 min a 37ºC. (GIL-ORTEGA et al., 2014). As 

imagens foram capturadas e as análises processadas como descrito anteriormente 

 
4.9 Descartes 

  

 Após eutanásia dos animais por decaptação, as carcaças foram depositadas em sacos 

plásticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material biológico situado no 

Biotério do Departamento de Fisiologia da UFS para posterior recolhimento durante a coleta 

de lixo biológico. Os resíduos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e 

levados até o Hospital Universitário para descarte junto ao material hospitalar. 

 

4.10 Análise estatística 

 

 Os dados foram expressos como media ± erro padrão da média (EPM). As curvas de 

relaxamento foram expressas em percentual de relaxamento e as de contração em milinewton 

por milímetro (mN/mm) sendo normalizadas pelo comprimento do anel. Foi utilizado o teste t 

não pareado para realizar a análise estatística da Rmax, - Log Ec50 e da ASC das curvas 

concentração resposta e dos marcadores do estresse oxidativo. No entanto, para avaliar a 

biodisponibilidade do óxido nítrico basal e estimulado foi utilizado Anova one way com pós-

teste de Bonferroni devido este protocolo experimental ser composto por mais de dois grupos.  

Em todos os cálculos foi fixado um nível critico de 5% (P<0.05). Foi utilizado em todos os 

testes estatísticos foi GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, 

California, EUA). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Pré-contração com KCl 60 mM  

 

 A figura 5 abaixo representa a pré-contração induzida com solução de KCl 60 Mm  em 

anéis do leito aórtico torácico. A PO apresentou uma maior força contrátil (PC: 5,1 ± 0,36 vs. 

PO: 7,1 ± 0,8 mN/mm) quando comparados com a PC. 

 
Figura 5. Pré-contração com solução de KCl 60mM etapa anterior a verificação do endotélio em anéis do leito 

aórtico torácico. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 

6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para 

representar a diferença significativa entre os grupos. 

 

5.2 Curvas concentração resposta com acetilcolina 

 

 A figura 6A ilustra o relaxamento induzido por concentrações crescentes de 

acetilcolina (10
-9 

M - 10
-5 

M) em anéis vasculares do leito aórtico torácico com endotélio 

funcional. A prole ocidental (PO) apresentou um menor ASC (PC: 215 ± 9,4 vs. PO: 162 ± 

8,6 ua) quando comparado com a prole controle (PC) (Figura 6B). Além disso, a PO 

apresentou uma menor sensibilidade (-Log EC50) e potência (Rmax) conforme está descrito 

na tabela 3. 
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Figura 6. Curvas concentração-resposta para a acetilcolina (10-9 - 10-5 M) em anéis isolados do leito aórtico 

torácico de ratos adultos na presença do endotélio (A) e a resposta máxima (B). Dados foram expressos em 

média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05 quando comparados com a prole 

ocidental (PO, n = 6). Teste t  não pareado. *p<0,05 para representar a diferença significativa na ASC do grupo 

PC vs PO. 

 

5.2.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com acetilcolina 
 

Tabela 3 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com acetilcolina. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa no - Log EC50 e Rmax entre os grupos. 

 

5.3 Curvas concentração resposta com nitroprussiato de sódio 
 

 A figura 7A representa o relaxamento induzido por concentrações crescentes de 

nitroprussiato de sódio (3x10
-11 

M - 10
-6 

M) em anéis vasculares do leito aórtico torácico sem 

endotélio funcional. A figura 7B representa que a PO apresentou menor ASC (PC: 323 ± 8.8 

vs. PO: 280 ± 14,09 ua). Além disso, a tabela 4 mostra que a PO apresenta uma menor 

sensibilidade (– Log EC50) quando comparados com a PC. 
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Figura 7. Curvas concentração-resposta para o nitroprussiato de sódio (3x10-11 - 10-6 M) em anéis isolados do 

leito aórtico torácico de ratos sem endotélio (A) e a ASC (B) . Dados foram expressos em média ± EPM. 

Diferenças significativas na ASC da prole controle (PC, n = 8) * p<0,05, quando comparados com a prole 

ocidental (PO, n = 8). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença significativa entre os grupos PC 

vs PO.  

 

5.3.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com nitroprussiato de 

sódio 

 
Tabela 4 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com nitroprussiato de sódio em anéis do leito aórtico 

torácico sem endotélio funcional. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa no - Log EC50 entre os grupos. 

 

 

5.4 Curvas concentração resposta com acetilcolina na presença do L-NAME 

 

 A figura 8A representa o relaxamento induzido por concentrações crescentes de 

acetilcolina (10
-9 

M – 10
-4 

M) em anéis vasculares do leito aórtico torácico com endotélio 
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funcional na presença do inibidor da óxido nítrico sintase (NOS) Nω-nitro-arginina-metil-

ester (L-Name). Entretanto, não houve diferença significativa na ASC entre os grupos (PC: 

14,5 ± 1,01 vs. PO: 16,7 ± 1,42 ua) (figura 8B). Além disso, não houve diferença nos valores 

do – Log EC50 e a Rmax conforme descrito na tabela 5. 

 

Figura 8. Curvas concentração-resposta para a acetilcolina (10-9 – 10-4 M) em anéis isolados do leito aórtico 

torácico de ratos com endotélio na presença do L-NAME(A) e a resposta máxima (B). Dados foram expressos 
em média ± EPM. Não houve diferença significativa na ASC da prole controle (PO, n = 6) quando comparados 

com a prole ocidental (PC, n = 6). Teste t não pareado.  

 

5.4.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com acetilcolina na 

presença do L-NAME 

Tabela 5 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com acetilcolina presença do inibidor da óxido nítrico 

sintase (NOS) Nω-nitro-arginina-metil-ester (L-Name). 

Dados foram expressos em média ± EPM. Não houve diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado.  

5.5 Curvas concentração resposta com cloridrato de fenilefrina com endotélio funcional 

 

 A figura 9A ilustra a contração induzida por concentrações crescentes de cloridrato de 

fenilefrina (10
-9 

M - 10
-5 

M) em anéis vasculares do leito aórtico torácico com endotélio 

funcional. A prole ocidental (PO) apresentou maior ASC (PC: 7,6 ± 0,86 vs. PO: 11,04 ± 0,3 
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ua) quando comparado com a prole controle (PC) (Figura 9B). Os valores exibidos na tabela 6 

demonstram que a PO apresentou uma maior Rmax quando comparado com a PC. 

  

 

 

 

Figura 9. Curvas concentração-resposta para a fenilefrina (10-9 - 10-5 M) em anéis isolados do leito aórtico 
torácico de ratos com endotélio (A) e a ASC (B). Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças 

significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). 

Teste t de Student. *p<0,05 para representar a diferença significativa na ASC entre os grupos PC vs PO. 

 

 

5.5.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com cloridrato de 

fenilefrina com endotélio funcional 

 

Tabela 6 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com cloridrato de fenilefrina em anéis do leito aórtico 

torácico com endotélio funcional. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa na Rmax entre os grupos. 
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5.6 Curvas concentração resposta com cloridrato de fenilefrina sem endotélio funcional 

 

 A figura 10A ilustra a resposta contrátil induzida por concentrações crescentes de 

cloridrato de fenilefrina (10
-9 

M - 10
-5 

M) em anéis vasculares do leito aórtico torácico sem 

endotélio funcional. A PO apresentou uma maior ASC (PC: 11 ± 1 vs. PO: 16 ± 1,5 ua) 

quando comparado com a PC (Figura 10B). Ademais, na tabela 7 apresentam os valores do – 

Log EC50 e da Rmax de ambos os grupos.  

 

 

 

Figura 10. Curva concentração-resposta para a fenilefrina (10-9 - 10-5 M) em anéis isolados do leito aórtico 

torácico de ratos sem endotélio. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole 
controle (PC, n  =  6)  * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. 

*p<0,05 para representar a diferença significativa na ASC entre os grupos PC vs PO.  

 

5.6.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com cloridrato de 

fenilefrina sem endotélio funcional 
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Tabela 7 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com cloridrato de fenilefrina em anéis do leito aórtico 

torácico sem endotélio funcional. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa na Rmax entre os grupos. 

 

5.7 Curvas concentração resposta com KCl com endotélio funcional 

 

 A figura 11 representa as curvas concentração resposta do KCl (4x10
-3

 – 48x10
-3

) um 

agente despolarizante em anéis do leito aórtico torácico com endotélio preservado. A PO 

apresentou maior ASC (PC: 1,7 ± 0,14 vs. PO: 2,37 ± 0,07 ua) quando comparados a PC 

(figura 11B). A tabela 8 ilustra os valores do – Log EC50 e a Rmax. 

 

Figura 11. Curvas concentração-resposta para o cloreto de potássio  (4x10-3 – 48x10-3 M) em anéis isolados do 

leito aórtico torácico de ratos com endotélio funcional. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças  

significativas  da prole  controle  (PC,  n  =  6)  * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 7). 

Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença significativa na ASC entre os grupo PC vs PO. 
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5.7.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com KCl com endotélio 

funcional 

 

Tabela 8 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com cloreto de potássio (KCl) em anéis do leito aórtico 

torácico com endotélio funcional. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa na Rmax entre os grupos. 

 

5.8 Curvas concentração resposta com KCl sem endotélio funcional 

 

 A figura 12 representa as curvas concentração resposta do KCl (2x10
-3

 – 48x10
-3

) um 

agente despolarizante em anéis do leito aórtico torácico sem endotélio. A PO apresentou uma 

maior ASC (PC: 2,8 ± 0,11 vs. PO: 4,2 ± 0,15 ua) quando comparados a PC (figura 12B). Na 

tabela 9 estão ilustrado os valores do – Log EC50 e o Rmax.    

 

 
Figura 12. Curvas concentração-resposta para o cloreto de potássio  (2x10-3 – 48x10-3 M) em anéis isolados do 

leito aórtico torácico de ratos sem endotélio. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas  

da prole controle  (PC, n  =  6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 5). Teste t não 

pareado. *p<0,05 para representar a diferença significativa na ASC entre os grupos PC vs PO.  
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5.8.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com KCl sem endotélio 

funcional 

 

Tabela 9 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com cloreto de potássio (KCl) em anéis do leito aórtico 

torácico sem endotélio funcional. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 
significativa na Rmax entre os grupos. 

 

5.9 Curvas concentração resposta com CaCl2 sem endotélio funcional 

 

 A figura 13A exibe a curva concentração resposta do CaCl2  (10
-6 

– 10
-0,2

 M) em anéis 

do leito aórtico torácico sem endotélio. Não houve diferença na ASC (PC: 10,9 ± 0,64 vs. PO: 

12,8 ± 0,16) entre os grupos (figura 13B). Além disso, na tabela 10 representa os valores do - 

Log EC50 e a Rmax. 

 

 

Figura 13. Curvas concentração-resposta para o cloreto de cálcio (10-6 – x10-0,2 M) em anéis isolados do leito 

aórtico torácico de ratos sem endotélio. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da 

prole controle  (PC, n  =  6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 5). Teste t não 

pareado. *p<0,05 para representar a diferença significativa na ASC entre os grupos PC vs PO.  
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5.9.1 Valores do Log da EC50 e da resposta máxima das curvas com CaCl2 sem endotélio 

funcional 

 

Tabela 10 – Valores da concentração que induziu a metade do efeito máximo (-Log EC50) e a resposta 

máxima (Rmax) das curvas concentração resposta com cloreto de cálcio (CaCl2) em anéis do leito aórtico 

torácico sem endotélio funcional. 

Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, 

quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa na Rmax entre os grupos. 

 

5.10 Força de contração com Cloridrato de fenilefrina (10
-6

M) sem cálcio extracelular 

 

 A figura 14 ilustra a força de contração dependente somente do cálcio intracelular 

armazenado no retículo sarcoplasmático com cloridrato de fenilefrina 10
-6 

M em uma solução 

nutritiva sem cálcio mais EDTA em anéis sem o endotélio funcional. A PO apresentou uma 

maior força de contração (PC: 0,64 ± 0,09 vs. PO: 0,96 ± 0,05) quando comparados com a 

PC. 

 

 

Figura 14. Força de contração em anéis do leito aórtico torácico sem endotélio funcional com cloridrato de 
fenilefrina 10-6 M em ratos expostos a uma dieta controle (PC) ou ocidental (PO) incubados em uma solução 

nutritiva de Krebs sem cálcio mais um quelante (EDTA) na prole de ratos com 60 dias de vida. Dados foram 

expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, quando 

comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa entre os grupos PC vs PO. 
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5.11 Glicemia de jejum (A) e teste de tolerância à insulina (B) 

 

 Os dados representados na figura 15A mostram a concentração plasmática de glicose 

após 12 horas de jejum. A PO apresentou maior glicemia de jejum (PC: 118 ± 4,8 vs. PO: 147 

± 6,6 mg/dL). Além disso, a figura 15B ilustra que a PO obteve uma menor sensibilidade 

periférica à insulina no tempo 15 (PC: 97 ± 3,9 vs. 118 ± 4,2 mg/dL) e no tempo 30 (PC: 77 ± 

4,6 vs. 97 ± 3,5 mg/dL) quando comparados com a PC. 

 

 

 

Figura 15. Concentração plasmática da glicose do soro (A) e teste de sensibilidade à insulina (B) em ratos 

machos com 60 dias de vida. Dados expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole ocidental 

(PO, n = 6); * p<0,05 quando comparados com o controle (PC, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para 

representar a diferença significativa entre os grupos PC vs PO. 

 

5.12 Concentração dos hidroperóxidos totais 

 

 A figura 16 representa a concentração dos hidroperóxidos totais no leito aórtico 

torácico. A PO apresentou níveis maiores de produtos da peroxidação lipídica (PC: 6,56e -007 

vs. PO: 9,51e -007 mol/L) quando equiparado com a PC. 
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Figura 16. Concentração de hidroperóxidos no leito aórtico torácico de ratos adultos com 60 dias de vida. Os 

valores foram representados em média ± EPM e expressos em moles por litro (mol/L). Diferenças significativas  

da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não 

pareado.  

 

5.13 Atividade da superóxido dismutase  
 

 A figura 17 representa à atividade da superóxido dismutase medida no leito aórtico 

torácico. A PO apresentou maior responsividade desta enzima antioxidante (PC: 0,026 ± 

0,004 vs. PO: 0,27 ± 0,06, USOD/mg proteína). 

 

Figura 17. A atividade da SOD foi mensurada na aorta torácica na prole de ratos expostas a dieta controle (PC) 

ou ocidental (PO) com 60 dias de vida. Dados foram representados em média ± EPM e expressos em unidade de 

SOD por miligrama de proteína (U/mg de proteína). Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * 

p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a 

diferença significativa entre os grupos PC vs PO. 
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5.14 Atividade da catalase 

 

 A figura 18 ilustra a atividade da catalase mensurada no leito aórtico torácico. A PO 

apresentou menor responsividade desta enzima antioxidante (PC: 0,021 ± 0,03 vs. PO: 0,08 ± 

0,03 UCAT/mg proteína) quando comparados com a prole controle. 

 

 

 

 

Figura 18. A atividade da catalase foi mensurada na aorta torácica na prole de ratos expostas a dieta controle 

(PC) ou ocidental (PO) com 60 dias de vida. Dados foram representados em média ± EPM e expressos pela 

diferença de absorbância por minuto, por miligrama de proteína (ΔE/min/mg de proteína). Diferenças 

significativas da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). 

Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a diferença significativa entre os grupos PC vs PO. 

 

  

 

5.15 Biodisponibilidade do óxido nítrico basal e estimulado com acetilcolina (10
-6

M) 

 

 Na Figura 19, ilustra-se a produção intracelular de NO basal (-) e estimulados com 

acetilcolina 10
-6

 mM (+) em anéis do leito aórtico torácico endotélio preservado. A PO 

reduziu a biodisponibilidade do NO em condição basal (PC: 1,0 ± 0,03 vs. PO: 0,4 ± 0,01, 

u.a.) e estimulado (PC: 1,46 ± 0,04 vs. PO: 0,88 ± 0,02, u.a.) quando comparados com a PC. 
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Figura 19. Produção basal de óxido nítrico em anéis do leito aórtico torácio com endotélio funcional da prole de 
ratos expostos a uma dieta ocidental (PO) ou controle (PC) durante a gestação e a lactação com 60 dias de vida. 

Escala = 20 µm. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas em ambas as situações 

(basal e estimulado) da prole controle (PC, n = 6) * p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 

6). ANOVA one way, com pós-teste de Bonferroni. Foi considerado um. *p<0,05 para representar a diferença 

significativa entre os grupos PC vs PO.  

 

5.16 Níveis intracelulares do ânion superóxido 
 

 A figura 20 representa a concentração intracelular do ânion superóxido em condição 

basal em anéis do leito aórtico torácico com endotélio preservado. A PO apresentou uma 

maior concentração desta espécie reativa de oxigênio (PC: 1,0 ± 0,06 vs. PO: 2,06 ± 0,13, 

.u.a.) quando comparados com a PC. 
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Figura 20. Produção basal de ânion superóxido em anéis do leito aórtico torácio com endotélio funcional da 

prole de ratos expostos a uma dieta ocidental (PO) ou controle (PC) durante a gestação e a lactação com 60 dias 

de vida. Dados foram expressos em média ± EPM. Diferenças significativas da prole controle (PC, n = 6) * 

p<0,05, quando comparados com a prole ocidental (PO, n = 6). Teste t não pareado. *p<0,05 para representar a 
diferença significativa entre os grupos PC vs PO. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 Os principais achados do presente estudo foi que a exposição da prole durante a vida 

perinatal a um ambiente obesogênico promoveu alterações no tônus muscular do leito aórtico 

torácico, tais como nas vias de relaxamento estimulado por acetilcolina e nitroprussiato de 

sódio e nas de contração estimulado por fenilefrina e agentes despolarizantes (KCl e CaCl2). 

Além disso, a dieta ocidental reduziu a biodisponibilidade do NO e aumentou a concentração 

intracelular do ânion superóxido no leito aórtico torácico na prole de ratos machos com 60 

dias de vida.  

 

 Um estudo recente publicado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que a exposição 

de uma dieta ocidental durante a gestação e a lactação na ausência da obesidade promoveu 

alterações ponderais, hiperglicemia, resistência à insulina, dislipidemia e hipertensão arterial 

associadas à disautonomia cardiovascular na prole de ratos machos com 60 dias de vida 

(VIDAL et al., 2016). Além disso, Ferro-Cavalcante et al. (2014) mostraram que o mesmo 

protocolo experimental ocasionou maior depósito de gordura visceral, hipertrofia cardíaca, 

hiperinsulinemia e intolerância a glicose na prole de ratos machos. 

 

 No presente estudo, a PO apresentou hiperglicemia associado à redução na 

sensibilidade periférica a insulina. Além disso, a PO exibiu menor relaxamento na presença da 

acetilcolina um agonista muscarínico em anéis da aorta torácica com endotélio preservado e 

menor sensibilidade ao nitroprussiato de sódio em anéis sem endotélio. Ademais, na presença 

do , um inibidor (L-NAME) não especifico das sintases de óxido nítrico (NOS), a resposta foi 

abolida em aproximadamente, 91% em anéis com endotélio preservado, mostrando que a via 

de relaxamento é totalmente depende do óxido nítrico (NO). Adicionalmente, a PO exibiu 

maior concentração dos produtos da peroxidação lipídica, associado à maior concentração 

intracelular do ânion superóxido e redução da biodisponibilidade do NO. Dessa forma, é bem 

documentado na literatura que a disfunção endotelial no sistema vascular é uma das principais 

complicações do DM e um preditor para doenças cardiovasculares durante o curso da doença 

(DE HAAN e COOPER, 2011; SITIA et al., 2010). Os dados apresentados mostram que a 

dieta ocidental ofertada durante a vida perinatal promoveu alterações vasculares nas células 

endoteliais e musculares lisas devido à redução no relaxamento quando administrados 

agonistas vasorrelaxantes na ausência e na presença do endotélio. 
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 O sistema cardiovascular se tornar funcional durante a vida intrauterina. O 

desenvolvimento precoce do sistema circulatório é fundamental para garantir o 

desenvolvimento e o crescimento adequado da prole (PAIGE et al., 2015). Adicionalmente, 

durante a lactação, ocorrem numerosos ajustes hemodinâmicos que incluem alterações na 

freqüência cardíaca, resistência vascular periférica e redistribuição do fluxo sanguíneo 

(DAWES, 1961). Um estudo publicado por Armitage et al. (2005) mostrou que a oferta de 

uma dieta com 24,3% de lipídios, principalmente de origem saturada durante a gestação 

alterou a estrutura da aorta, ocasionando redução do volume das células endoteliais, redução 

do número das células musculares e da elasticidade. 

 

 Um estudo realizado por Jarret et al. (2016) mostraram redução do relaxamento à 

acetilcolina e maior produção intracelular do ânion superóxido em animais saudáveis quando 

os mesmos foram expostos a uma concentração de 30 milimolar (mM) de glicose. 

Adicionalmente, quando os anéis foram expostos a um mimético da enzima superóxido 

dismutase (tiron) o relaxamento foi restaurado. 

 

 Assim, a hiperglicemia é um dos principais fatores que contribui para o estresse 

oxidativo através da geração direta das espécies reativas de oxigênio (EROS) ou promovendo 

alterações no equilíbrio redox (RAINS e JAIN, 2011). A elevação da concentração plasmática 

de glicose estimula a produção do ânion superóxido através da enzima NADPH oxidase 

mediado pela proteína quinase C (INOGUCHI et al., 2003). Adicionalmente, a NADPH 

oxidase é a que mais contribui com a produção dessa molécula tóxica nas células vasculares 

(KOJDA e HARRISON, 1999). Além disso, o ânion superóxido ou outras espécies reativas de 

oxigênio pode reagir com a molécula de NO no interior das células endoteliais convertendo-o 

a peróxido de nitrito (ONOO
—

)
 
uma espécie reativa nitrogenada extremamente nociva para o 

endotélio (NASCIMENTO et al., 2003) que promove o desacoplamento da oxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS) (CASSUTO et al., 2014). Outrossim, em estudo realizado por Nyby 

et al. (2006) verificou-se que um dieta rica em frutose (60%) ofertada durante quatro semanas 

aumenta a expressão da enzima NADPH oxidase na aorta e no tecido cardíaco de ratos. O 

presente estudo mostrou redução da biodisponibilidade do óxido nítrico basal como 

estimulado pela acetilcolina. Dessa forma, sugere-se que a hiperglicemia e a resistência à 

insulina, sejam os principais promotores da disfunção endotelial. 

 A fenilefrina é agonista adrenérgico que interage com receptores que possuem sete 

domínios transmembrana acoplados a proteína Gq, denominados alfa-1 adrenérgicos 
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(MINNEMAN, 1988). Promove vasoconstricção através da mobilização do cálcio extracelular 

e intracelular devido à síntese dos segundos mensageiros inositol trifosfato (IP3) e 

diacilglicerol (DAG), respectivamente, com consequente ativação da proteína quinase C 

(PKC) (MINNEMAN, 1988; ZHANG, HIRAOKA e HIRANO et al., 1998; ZHONG e 

MINNEMAN 1999). A PO apresentou maior resposta contrátil quando estimulados pela 

fenilefrina, agonista dos receptores alfadrenérgicos no músculo liso na presença e na ausência 

do endotélio. 

 

 Quando foi realizado a pré-contração com KCl 60 mM para avaliar a integridade do 

músculo vascular liso foi observado que a PO apresentou maior força de contração. Dessa 

forma, foi necessário realizar curvas concentração resposta com os agentes despolarizantes 

(KCl e CaCl2). Adicionalmente, quando realizado os protocolos foi comprovado que a dieta 

ocidental também promoveu aumento da força de contração pelo processo de despolarização 

quando expostos a concentrações crescentes e cumulativas de KCl e CaCl2. Além disso, a PO 

mostrou maior contração transitória com o cálcio armazenado no interior do retículo 

sarcoplasmático quando estimulados com fenilefrina 10
-6

 mM em uma solução livre de cálcio 

mais EDTA. É bem documentado na literatura que a ativação dos receptores adrenérgicos nas 

células endoteliais resulta em vasodilatação através da liberação de NO (BOER et al., 1999; 

FILIPPI et al., 2001). Adicionalmente, a redução na biodisponibilidade do óxido nítrico e um 

aumento na produção do ânion superóxido são as principais disfunções vasculares que 

desencadeiam a fisiopatologia da hipertensão arterial sistêmica (HAS) (GRUNFELD et al., 

1995; WEI et al., 1985). 

 

 Adicionalmente, a exposição da prole a solução com 20% de frutose introduzida 

durante a gestação aumentou a expressão dos receptores da angiotensina II associados a 

mecanismos epigenéticos na aorta de ratos da linhagem Sprague-Dawley (WU et al., 2016). É 

importante destacar, que a quantidade de frutose presente na dieta utilizada neste estudo é 

similar a do supracitado. Ademais, estimulação simpática e ativação de receptores 

alfadrenérgicos em aortas isoladas de ratos normotensos aumentam a resposta contrátil das 

células musculares lisas via SRA (MAESO et al., 1996; MALIK e NASJLETTI 1976; 

ZIOGAS e STORY 1987). 

 Um estudo publicado Rodrigo et al. (2016) mostrou que a introdução de uma solução 

com 10% de frutose durante a gestação não alterou os produtos da peroxidação lipídica no 

plasma, fígado e tecido adiposo materno. No entanto, a exposição da prole com a mesma 
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solução promoveu uma maior concentração do malonaldeído (MDA) no plasma, no fígado e 

na placenta e redução na expressão da hemeoxigenase-1 (HO-1) na placenta um potente 

antioxidante endógeno com 21 dias de vida em ratos. Dessa forma, a manipulação dietética 

durante a vida intrauterina é determinante para desencadear o estresse oxidativo na vida pós-

natal. 

 

 O presente trabalho mostrou que os animais expostos a uma dieta ocidental durante a 

vida perinatal apresentaram níveis maiores de marcadores do estresse oxidativo. Além disso, a 

PO aumentou a atividade da enzima superóxido dismutase (SOD). Esse aumento da atividade 

dá-se pela maior produção do ânion superóxido, o substrato catalizado por esta enzima, que 

promove reação de dismutação, convertendo-o em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio 

(O2).  

 

 Adicionalmente, a PO apresentou menor atividade da enzima catalase que decompõe o 

H2O2 em água (H2O) e O2. A catalase é uma proteína que possui uma cadeia polipeptídica de 

estrutura quaternária idênticas, com um grupo heme com íon de ferro (Fe
3+

) localizado no 

centro da cadeia que atua como um agente redox (ZÁMOCKÝ e KOLLER 1999; 

CHELIKANI RAMANA e RADHAKRISHNAN 2005). É bem documentado na literatura 

que o ânion superóxido reduz a atividade da enzima catalase devido a oxidação do Fe
3+

 

localizado no centro desta molécula (KONO e FRIDOVICH 1982; SHIMIZU KOBAYASHI 

e HAYASHI 1984). Consequentemente, sempre que H2O2 interage com metais de transição 

(Cu
2+

 e Fe
2+

) é gerado os radicais OH
- 

altamente reativo, que são capazes de danificar os 

lipídios de membrana de todas as biomoléculas (Halliwell, 2001). Com os dados 

apresentados, sugere-se que a PO apresenta maior nível de H2O2 no tecido aórtico. Ademais, o 

H2O2 desempenha um papel importante na homeostase vascular e, em concentrações 

patológicas, pode causar disfunção endotelial e aumentar a resposta contrátil na aorta 

(SATOH et al., 2014). 

 

 O H2O2 pode ser sintetizado pelas células endoteliais e musculares lisas 

(GRIENDLING et al., 2000). Ademais, é um substrato que tem ação bifásica na regulação do 

tônus vascular, ocasionando vasoconstricção (JIN e RHOADES 1997; RODRIGUEZ-

MARTINEZ et al., 1998; HIBINO et al., 1999;  YANG et al., 1999; GAO e LEE 2001).e 

vasodilatação (FUJIMOTO et al., 2001). Em aortas com e sem endotélio, a ativação do 

receptor alfa-1-adrenérgico estimula a síntese do H2O2 (SILVA et al., 2013). Adicionalmente, 
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não foram identificados receptores na superfície celular para o H2O2. No entanto, esta 

molécula consegue atravessar facilmente membrana plasmática. Dessa forma, os mecanismos 

que envolvem contração de anéis isolados de aorta são de origem intracelular (SALVEMINI e 

BOTTING, 1993; SALVEMINI et al., 1993). 

 

 Um dos trabalhos pioneiros que mostrou os mecanismos envolvidos no processo de 

contração da aorta isolada de ratos através do H2O2 foi realizado por Yang et al. (1998), 

evidenciado a associação desse substrato com o aumento da concentração intracelular de 

cálcio, a partir do meio extracelular e dos estoques do retículo sarcoplasmático. Um dos 

mecanismos propostos pelo estudo supracitado é que o H2O2 aumenta o catabolismo do ácido 

araquidônico, promovendo aumento dos seus metabólitos (prostaglandinas e tromboxanos) 

pela via da cicloxigenases. Estes metabólitos aumentam a concentração intracelular de IP3 via 

degradação do fosfatidilinositol -4-5- bifosfato, potencializando a resposta contrátil. Esses 

dados foram confirmados através de uma curva concentração resposta do H2O2 na presença da 

indometacina, um inibidor das cicloxigenases. Ademais, o H2O2 aumenta o influxo de cálcio 

através dos canais tipo L voltagem dependente em células musculares lisas (SASAKI e 

OKABE, 1993). 

 

 Adicionalmente, o H2O2 pode ativar diretamente a fosfolipase C que degrada 

fosfolipídios de membrana em IP3 que interage com receptores no retículo sarcoplasmático, 

promovendo a mobilização para o citosol e o DAG, que ativa a proteína quinase C 

promovendo a fosforilação de canais de cálcio na membrana plasmática e estimulando a 

maquinaria contrátil na aorta (SHASBY et al., 1988). O presente estudo mostrou maior 

resposta contrátil na PO. Dessa forma, sugere-se a participação do estresse oxidativo nesta 

disfunção vascular é mediada, principalmente, pela redução da biodisponibilidade do óxido 

nítrico e um aumento nas concentrações do H2O2. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Os achados do presente estudo mostraram que a exposição da prole a uma dieta 

ocidental na ausência da obesidade aumentou a concentração plasmática de glicose associado 

a uma redução na sensibilidade periférica à insulina. Além disso, a hiperglicemia e alterações 

no mecanismo de transdução de sinal da insulina têm associação com o aumento dos produtos 

da peroxidação lipídica e dos níveis intracelulares do ânion superóxido. Adicionalmente, a 

dieta ocidental ocasionou um desbalanço nas defesas antioxidantes através do aumento da 

atividade da superóxido dismutase e redução na atividade da catalase, instalando um quadro 

denominado estresse oxidativo o qual promoveu alterações vasculares importantes, tais como 

redução no relaxamento e maior resposta contrátil associado principalmente à menor 

biodisponibilidade do óxido nítrico e elevação das concentrações intracelulares de cálcio. 

 

 Dessa forma, concluímos que exposição dos descendentes a dietas com o padrão 

ocidental em períodos críticos de desenvolvimento promoveu alterações vasculares associadas 

ao estresse oxidativo. Esses achados são eventos fisiopatológicos importantes que aumentam 

o risco do desenvolvimento das doenças cardiovasculares da prole na vida adulta. 
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