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FEITOSA, R.B. Papel do endotélio na reatividade vascular de ratas com 

hipertensão espontânea ao término da gestação. 2006. Dissertação (Mestrado) - 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto. 

 

A gravidez normal está associada a alterações hemodinâmicas como o aumento 

gradual do volume sangüíneo e o decréscimo da pressão arterial. Tal fato ocorre 

devido à diminuição da resistência periférica pelo “shunt” placentário e pela 

diminuição da resposta vasoconstritora nos diferentes territórios vasculares. Este 

fenômeno é atribuído a uma modulação mediada pelo endotélio vascular. Em 

circunstâncias patológicas a diminuição da resistência vascular não ocorre, 

propiciando o aparecimento das síndromes hipertensivas gestacionais. 

Avaliamos as alterações da função endotelial ao término da gravidez de ratas 

espontaneamente hipertensas utilizando anéis de aorta na presença e ausência do 

endotélio vascular. A pressão arterial média no grupo das grávidas (G, 19o-20o dias 

de gestação) se mostrou marcantemente menor (114±5 mmHg)  quando 

comparadas à de não grávidas na fase estro do ciclo estral (NG, 164±3 mmHg).  As 

respostas constritoras a uma concentração fixa de fenilefrina (FE, 10
-7

 M) a 

diferentes tensões passivas iniciais (0,25 a 2 g) a que o anel de aorta foi submetido 

foram dependentes do aumento do estiramento do tecido em G e NG e mostraram 

comportamento semelhante. A adição de concentrações cumulativas de FE em 

anéis de aorta de G e NG submetidos à tensão passiva de 2,0 g não demonstrou 

hiporeatividade associada à gestação, diferentemente do que ocorre nas ratas 

normotensas. No entanto, em aorta sem endotélio, as respostas de G foram 

menores que as de NG. Na presença de inibidor de sintase de NO, acetilcolina 

PDF created with FinePrint pdfFactory Pro trial version http://www.fineprint.com

http://www.fineprint.com


 VIII 

induziu respostas constritoras significativamente maiores em aorta com endotélio de 

G que em NG, cuja diferença era abolida pela remoção do endotélio.   

Os resultados sugerem que em anéis de aorta de ratas espontaneamente 

hipertensas não há hiporeatividade à FE ao término da gestação, que só aparece 

após a remoção do endotélio, sugerindo a participação de fatores contráteis 

derivados do endotélio associado à gravidez em ratas com hipertensão espontânea.  

Palavras-chave: Reatividade vascular.  Gravidez. Óxido Nítrico. SHR.  
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 X 

FEITOSA, R.B. The role of endothelium on vascular reactivity of late pregnant 

spontaneous hypertensive rats.  

 

Normal pregnancy is associated with homodynamic alterations as a gradual increase 

of blood volume and cardiac output and a decrease of arterial pressure due to a 

decrease of peripheral resistance. In normotensive rats this phenomenon is 

associated with decreased pressor responses and hyporeactivity of isolated arteries 

to vasoconstrictor agents.  This change in vascular reactivity has been attributed to 

an increase in the production of relaxing factors by the endothelium.  We examined 

whether pregnancy influences the vascular reactivity to phenylephrine through 

endothelium-dependent mechanisms in aortic rings isolated from spontaneously 

hypertensive rats (SHR). In the present study the role of endothelium in the vascular 

reactivity to phenylephrine (PE) was investigated in the isolated aorta of non-

pregnant (NP, estrous day) and late-pregnant (P, 19-20º day gestation) SHR. Mean 

arterial pressure was significantly decreased in P (114±5 mmHg) compared of the NP 

group (164±3 mmHg). The contractile response to PE (10-7 M) augmented with 

increasing resting tension from 0.25 to 2.0 g in both P and NP group in a similar 

fashion in aorta with or without endothelium. Concentration-response curves induced 

by PE were also similar in aortic rings of P compared with those of NP at 2.0 g of 

resting tension. Endothelium removal potentiated the constrictor responses induced 

by PE in both P and NP aortas but this potentiation was more intense in the aortic 

rings of NP group and unmasked a refractoriness to PE-induced vasoconstriction in 

aorta from P. Although no difference between groups was observed in the vasodilator 

effect of acetylcholine in pre-constricted aortas, at basal tension and in the presence 

of a NO synthase inhibitor acetylcholine induced a significantly greater constrictor 
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effect in aorta with endothelium of P compared to NP that was abolished by 

endothelium removing.  

The results suggest that aorta with endothelium isolated from late pregnant SHR 

does not show refractoriness to PE due to the augmented release of endothelium 

derived constrictor factors.  

Key words: Vascular reactivity, pregnancy, nitric oxide, SHR.
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INTRODUÇÃO 

 

  A gravidez normal está associada a alterações hemodinâmicas como o 

aumento gradual do volume sangüíneo (que chega a 40% ao termo da 

gestação), concomitantemente ao aumento da pré-carga e da freqüência 

cardíaca. Estas alterações propiciam sobrecarga de 50% do débito cardíaco 

promovendo um remodelamento no ventrículo esquerdo elevando a força 

contrátil para manter a fração de ejeção. A massa eritrocitária eleva-se em 

aproximadamente 30%, ou seja, menos que o aumento do volume plasmático 

total, propiciando um estado hemodilucional (GILSON et al., 1997; THORNBURG 

et al., 2000). 

  Embora ocorra um aumento da fração de ejeção (devido ao aumento 

do volume sangüíneo total) acompanhado por aumento da freqüência cardíaca, 

esperar-se-ia um aumento da pressão arterial, durante a gravidez humana; 

entretanto, observa-se exatamente o inverso. Tal fato se explica por uma queda 

da resistência periférica não só em territórios naturalmente de baixa resistência, 

como a circulação útero-placentária, mas também pela redução do tônus da 

musculatura vascular nos demais territórios. 

  A circulação útero-placentária é uma das circulações mais afetadas 

durante a gravidez, sendo responsável pelo aumento de 25% do fluxo cardíaco 

total (LONGO,1983). Este território é formado por artérias espiraladas que se 

adaptam sofrendo uma “dilatação fisiológica” e diminuindo sua resistência 

vascular (BROSENS, 1964; LYALL; GREER,1996). Estas alterações são 

moduladas por uma série de mecanismos endócrinos e vasculares (WEINER; 

THOMPSON, 1997; ANUMBA et al.,1999) e entre estes tem sido atribuído um 
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importante papel a fatores relaxantes derivados do endotélio, como o óxido 

nítrico (NO), (SELIGMAN et al, 1994; DORUP; SKAJAA; SORENSEN, 1999; 

XIAO; PEARCE; ZHANG, 2001) e que, em situações patológicas, sua ausência 

promoveria um decréscimo de perfusão sangüínea placentária (ZYGMUNT et al, 

2003). Vários estudos sugerem que, devido à baixa perfusão, a placenta liberaria 

fatores que provocariam um aumento da resistência periférica no organismo 

materno, que por sua vez culmina com estados hipertensivos (WULFF et al., 

2003; KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003). 

  As adaptações hemodinâmicas que acompanham a gravidez normal 

permitem que o feto e a gestação se desenvolvam adequadamente e o sistema 

cardiovascular materno não sofra sobrecarga pelo aumento do volume sangüíneo 

circulante. No entanto, em uma pequena parcela das mulheres grávidas estes 

mecanismos de adaptação não se desenvolvem, causando os quadros 

hipertensivos gestacionais. Nestas circunstâncias, ocorre uma alteração 

patológica nos vasos da decídua do leito placentário, da microvasculatura renal, 

do fígado, do coração e da circulação cerebral que tem sido atribuída a uma 

disfunção de origem endotelial (LYALL; GREER,1996; ZYGMUNT et al., 2003). 

Os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na gênese deste processo ainda são 

completamente obscuros, contudo há indícios de que uma disfunção endotelial 

seja a responsável pelas desordens hipertensivas na gravidez (MORRIS; 

EATON; DEKKER, 1996; VANWIJK et al., 2000; GRANGER et al., 2001) Dentre 

as teorias propostas que tentam explicar a ocorrência destes quadros de 

hipertensivos, duas delas têm se sobressaído: 

  Teoria Imunológica, na qual a presença de anticorpos maternos contra 

antígenos placentários de origem paterna provocaria uma má adaptação 
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placentária que, com o decorrer da gestação, levariam a pré-eclâmpsia. 

(DEKKER; SIBAI, 1999). 

  Teoria da Lesão Endotelial, na qual uma disfunção endotelial materna 

causaria uma placentação imperfeita, onde não ocorreria a segunda onda de 

invasão trofoblástica e, além disto, provocaria aumento súbito da resistência 

periférica que causariam picos pressóricos. (MORRIS; EATON; DEKKER,1996; 

LYALL; GREER,1996; WULFF et al., 2003; KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 

2003; SVEDAS et al.,2003) (figura 1). 

 

Figura 1 . Representação esquemática da invasão trofoblástica das artérias espiraladas, mostrando a 

ausência da segunda onda de migração trofoblástica (LYALL; GREER,1996). 

 

  Acidentalmente observado em cães hipertensos, ainda na primeira 

metade o século passado (GOLDBLATT; KAHN; HANZAL, 1939), evidenciou-se 

que ocorria um decréscimo intenso da pressão arterial ao término da prenhez, a 

ponto de atingir nível de normotensão (PAGE et al. 1940). Dentre as hipóteses 

sugeridas para tal fenômeno, causas endocrinológicas e placentárias já foram 
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estudadas (PAGE; OGDEN; CALIF, 1947; PAGE; CALIF, 1947; MOORE; 

BILICZKI,1968; SYBULSKI; TOTH; MAUGHAN, 1971). Em seguida, evidenciou-

se que várias espécies animais como ratos, coelhos e ovelhas também se 

comportavam da mesma maneira e desenvolviam tais adaptações 

hemodinâmicas durante a gestação (MOLNAR; HERTELENDY,1992; COELHO; 

BALLEJO; SALGADO,1997; THORNBURG et al., 2000) de forma semelhante ao 

que também acontece na espécie humana. Dentre estes modelos animais que 

evidenciavam uma queda da pressão arterial nos últimos dias da prenhez, as 

ratas espontaneamente hipertensas (SHR) tem nos chamado à atenção, pois no 

período do 18º ao 21º dia sofrem uma brusca queda pressórica (AOI et al., 1976). 

  Foi demonstrada a diminuição da reatividade a agentes 

vasoconstritores como angiotensina II, norepinefrina e vasopressina “in vivo” 

(PALLER,1984) e “in vitro”. Em estudos utilizando aorta isolada uma 

hiporeatividade a constritores alfa-adrenérgicos (como a fenilefrina) associada ao 

término da gestação em vasos de ratas grávidas tem sido consistentemente 

relatada. (ALOAMAKA et al., 1993; BALLEJO et al., 2002).  

  A mesma observação foi vista utilizando-se vasos de resistência, como 

o leito arterial mesentérico perfundido isolado de ratas hipertensas grávidas. 

Nestes estudos observou-se hiporeatividade a noradrenalina, angiotensina II, 

vasopressina e à estimulação elétrica perivascular em relação a preparações de 

ratas não grávidas (CHU; BEILIN, 1993b; COELHO; BALLEJO; SALGADO, 

1997). A gravidez normal está também associada a uma menor resposta 

pressora a agentes vasoconstritores como em ratas normotensas ao final da 

gravidez, entretanto resultados controversos foram apresentados quanto às 
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alterações destes vasos a noradrenalina e angiotensina II (CHU; BEILIN, 1993A; 

BEILIN; CHU, 1993). 

  A hipótese que haveria aumento da reatividade a agonistas 

vasodilatadores não se demonstrou efetiva, em leitos mesentéricos isolados de 

ratas normotensas, já que as respostas a agonistas dependentes ou 

independentes de endotélio como acetilcolina, bradicinina, nitroprussiato de 

sódio, isoprenalina, adenosina, forskolina e HOE 234 (um abridor de canal de 

potássio dependente de ATP) não foram modificadas pela gravidez (BALLEJO et 

al., 2002). 

 

Controle Do Endotélio Sobre O Tônus 

  Inicialmente foi sugerido que a queda da resistência vascular periférica 

observada na gravidez seria decorrente de uma maior liberação de prostanóides 

vasodilatadores, principalmente prostaciclina (PGI2) produzida pelas células 

endoteliais. Ainda, aventou-se a hipótese de que um desbalanço entre a ação da 

PGI2 e do tromboxano (TX), um prostanóide vasoconstritor e agregante plaquetário, 

liberado pela própria plaqueta, poderia representar uma importante alteração 

fisiopatológica envolvida no desenvolvimento da pré-eclâmpsia (MORRIS; EATON; 

DEKKER,1996; LYALL; GREER,1996). 

  Além disto, em 1980, Furchgott e Zawasdzki demonstraram que a 

resposta relaxante da acetilcolina em aorta isolada de coelhos era dependente da 

liberação de fatores relaxantes da células endoteliais (FURCHGOTT; 

ZAWADZKI,1980; FURCHGOTT; VANHOUTTE,1989). Posteriormente, evidenciou-

se que tal efeito ocorria principalmente devido à liberação de óxido nítrico (NO). As 

evidências de que o NO era o principal fator relaxante derivado do endotélio 
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ganharam força com os trabalhos subseqüentes, utilizando inibidores da formação 

do NO pela sintase de NO presente no endotélio (NOS III) (PALMER; ASHTON ; 

MONCADA,1988; KNOWLES; MONCADA, 1994; VANHOUTTE; FELETOU; 

TADDEI, 2005). 

  Contudo, nem todo relaxamento dependente de endotélio pode ser 

completamente explicado pelas ações do NO ou da prostaciclina, de forma que 

outra(s) substância(s) difusível(is) deve(m) ser considerada(s). Neste sentido, um 

agente capaz de hiperpolarizar as células musculares lisas dos vasos, cuja natureza 

química ainda não foi elucidada, tem sido descrito e parece contribuir para o 

relaxamento vascular principalmente nas artérias de pequeno calibre (vasos de 

resistência). Este fator tem sido denominado de Fator Hiperpolarizante Derivado de 

Endotélio (EDHF) (QUIGNARD et al.,2000; BRANDES et al.2000). 

  Foi demonstrado, também, que o endotélio vascular, além de produzir 

fatores vasorelaxantes, tinha a capacidade de produzir contração vascular em 

condições patológicas. Por exemplo, a acetilcolina, agente vasodilatador dependente 

do endotélio, pode induzir contrações, também dependentes do endotélio, em aorta 

isoladas de ratos machos espontaneamente hipertensos. Este efeito ocorria pela 

liberação de fatores endoteliais que eram inibidos por indometacina, um inibidor de 

ciclooxigenase. (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986; WILLIAMS; DORN; RAPOPORT, 

1994; GE et al.,1995). A este fator passou a ser atribuído o nome de Fator Constritor 

Derivado de Endotélio (ECHF). 

   Após estes trabalhos, passou-se a ver o endotélio não só como uma 

simples camada semi-permeável entreposta entre a circulação e a parede vascular 

e, sim, como um órgão modulador capaz de relaxar e/ou contrair os vasos 

sanguíneos. 
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 Óxido Nítrico e a Gravidez 

  Após ter sido bem estabelecido a importância da função endotelial na 

modulação da resistência vascular periférica, e que esta poderia estar alterada 

durante o período gestacional, diversos pesquisadores se voltaram para o fato de 

uma possível correlação entre esses dois achados. Foi demonstrando que a 

gravidez induz refratariedade do sistema arterial a vasoconstritores que é em parte 

ou completamente abolido com uso de inibidores da NOS e/ou remoção mecânica 

do endotélio (MORRIS; EATON; DEKKER,1996; LYALL; GREER,1996; KHALIL et 

al.,1998; KHALIL; GRANGER,2002). 

  Estudos realizados no intuito de tentar estabelecer uma correlação 

entre liberação de NO e gravidez, por meio de dosagem de NO sérico ou urinário, 

não foram consistentes. (DAVIDGE; STRANKO; ROBERTS, 1996; DI IORIO et 

al.,1997; SMARASON et al., 1997; HATA et al., 1999). No entanto, estudos 

moleculares vêm sugerindo que durante a gestação pode haver uma maior produção 

de NO, pois mostraram aumento da quantidade de RNA mensageiro da NOS III em 

aorta torácica de ratas grávidas (GOETZ et al., 1994). Também já foi demonstrado 

um aumento da expressão de NOS III na camada endotelial de artérias uterinas de 

ovelhas grávidas (MAGNESS et al.,1997).  Recentemente observamos, em artérias 

sistêmicas de condutância (aorta) e em artérias de distribuição (leito mesentérico 

pré-arteriolar), que a inibição da produção de NO anula a hiporeatividade à 

fenilefrina e à ativação de nervos adrenérgicos associada à gestação de ratas 

normotensas (BALLEJO et al., 2002; COELHO; BALLEJO; SALGADO, 1997). 

  Diante do exposto, pretendemos investigar se ocorre hiporeatividade a 

fenilefrina em anéis de aorta de ratas espontaneamente hipertensas, como o 
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verificado em ratas normotensas, e o possível papel do endotélio na modulação da 

resposta a fenilefrina. 
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OBJETIVOS 

  Avaliar a contribuição do endotélio na modulação da resposta a 

fenilefrina em anéis de aorta de ratas espontaneamente hipertensas ao término da 

gestação. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais: 

  Os experimentos foram realizados utilizando ratas espontaneamente 

hipertensas (SHR), com aproximadamente 200 g de peso corporal, provenientes do 

biotério do Departamento de Neurologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos no biotério do 

Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP, 

em sala com ciclos luz/escuro de 12 horas a 25 ± 2 °C e alimentados com ração 

padrão e água ad libitum. Inicialmente, a pressão arterial sistólica de todos animais 

foi determinada por meio do método pletismográfico de cauda. Os animais eram 

aquecidos previamente e, após contenção, o sinal da pulsação arterial, obtido por 

um sensor colocado junto à cauda, era amplificado e visualizado na tela de um 

osciloscópio (Pantec 5210, Brasil), utilizando o sistema MK II (E & M Instrument, CO, 

Texas, USA).   Essa medida era repetida duas vezes e somente foram utilizados, 

nos experimentos subseqüentes, animais que apresentassem pressão arterial 

sistólica maior que 170 mmHg.  

  Os animais foram divididos em 2 grupos; metade destinada a compor o 

grupo de ratas não grávidas (grupo estro) e a outra parte submetida ao 

acasalamento (grupo grávida) (MONTES; LUQUE, 1988). As ratas foram utilizadas 

ou na fase estro do ciclo estral ou no período final da gestação (19º-20º dia), sendo 

o dia "zero" de gestação determinado pela presença de espermatozóides no 

esfregaço vaginal matinal. Somente foram utilizadas ratas grávidas com mais de 4 

filhotes nos seus cornos uterinos(AOI et al.,1976; AHOKAS; SIBAI, 1990). Para 

acasalamento, foram utilizados ratos machos da mesma cepa (SHR). 
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Determinação da Pressão Arterial: 

  No dia do experimento, as ratas foram anestesiadas com 

tribromoetanol 2,5% (1ml para cada 100 g de peso), administrado por via 

intraperitonial, para canulação da artéria carótida esquerda com um cateter de 

polietileno (PE-50, Clay Adams, Parsippany, NJ). Cerca de 2 horas após, com o 

animal já recuperado da anestesia, foi registrada a pressão arterial média (PAM) 

direta, utilizando um polígrafo HP 7754A (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) 

acoplado a um transdutor de pressão.  

 

Isolamento da Aorta Torácica: 

  Após registro da PAM, as ratas foram anestesiadas com éter etílico e 

sacrificadas por decapitação. A seguir, a aorta torácica foi removida do animal 

edissecado o tecido conectivo. A aorta foi cortada em anéis de aproximadamente 4 

mm de largura que foram montados em cubas para órgão isolados. Para isso, dois 

ganchos de metal em “L” foram inseridos no lúmen de cada anel vascular. Um deles 

foi fixado à base da cuba e o outro conectado a um transdutor de força isométrica 

(FT 03, Grass Instrument Division, Astro-Med) acoplado a um amplificador (Gould 

Instrument Systems). Esse sistema foi conectado a um computador para registro da 

tensão isométrica.  Para aquisição e análise dos dados foram utilizados, 

respectivamente, os softwares Summit for ACQuire e Data Viewer (Gould Instrument 

Systems). O anel de aorta permaneceu em cuba para órgão isolado contendo 

solução nutriente de Krebs (em mM: NaCl: 118; KCl: 4,7; CaCl2+2H2O: 2,5; 

MgSO4+7H2O: 1,64; KH2PO4: 1,18; NaHCO3: 24,9; Glicose: 11,1), com pH 7,4, 

mantida a 37°C e sob aeração constante com mistura carbogênica (95% O2 e 5% 
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CO2). Os anéis de aorta, após estabilização a uma determinada tensão passiva 

inicial, foram testados com uma concentração fixa de fenilefrina (10-7M) até 

apresentarem respostas vasoconstritoras semelhantes. A presença do endotélio 

vascular foi verificada pela resposta vasodilatadora à acetilcolina (10-6 M) em 

preparações pré-contraídas com fenilefrina. A retirada do endotélio foi feita por meio 

de uma leve fricção do anel entre os dedos indicador e polegar, antes do início do 

experimento, seguida de uma leve raspagem da luz do vaso com uma haste de 

metal. O sucesso do procedimento foi verificado pela ausência de resposta 

vasodilatadora a acetilcolina (10-6 M). 

 

Confecção da Curva Tensão-Resposta: 

 Com o objetivo de estudar a influência da tensão passiva sobre a 

resposta contrátil nos anéis de aorta, foram realizados experimentos com uma dose 

fixa de vasoconstritor e alterando a força exercida pelas hastes em “L” sobre os 

anéis de aorta. Desta forma podemos definir qual o padrão de resposta das ratas 

SHR virgens em estro e grávidas (19º e 20º dia) aos diferentes níveis de tensão, 

avaliando também o efeito do endotélio sobre esta. Após a colocação dos anéis nas 

condições supracitadas, aguarda-se um período de repouso para que cada anel se 

estabilizasse, com uma tensão passiva inicial de 0,25 g. Os anéis de aorta das ratas 

grávidas e não grávidas foram então estimulados com uma dose de fenilefrina e 

após lavagem foram submetidos a uma tensão maior; aguardava-se uma nova 

estabilização e os anéis eram novamente estimulados com a mesma concentração 

de fenilefrina (este procedimento foi repetido a tensões crescentes) (SPARKS; 

BOHR, 1962; JACKSON, 1988; FRANCHI-MICHELI et al.,2000).  
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  Os testes ocorreram utilizando-se a concentração fixa de fenilefrina (10-

7M) e verificadas as diferenças de resposta contrátil com as tensões passivas de 

0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0, e 2,5 g. Dois anéis de cada vaso foram testados em 

paralelo sendo um com endotélio e outro sem. Para verificar a presença (ou não) do 

endotélio, os anéis foram pré-contraídos com fenilefrina e verificado o seu 

relaxamento (ou não) com acetilcolina na concentração de 10-6 M, com tensão 

passiva de 0,5 g. Uma curva tensão-resposta foi confeccionada pra cada grupo, e o 

nível de tensão passiva que produziria a maior resposta foi usada como padrão em 

nosso trabalho. 

 

Curva Concentração Resposta a Fenilefrina 

  Definida a tensão passiva de 2,0 g para reproduzir as melhores 

respostas, foi construída uma curva concentração-efeito a fenilefrina, administrada 

de forma cumulativa, em anéis de aorta torácica com e sem endotélio, isoladas de 

ratas hipertensas grávida e em estro. A presença ou não de endotélio era testada no 

inicio do experimento pela verificação (ou não) da resposta relaxante a acetilcolina 

em aortas pre-contraídas por fenilefrina. As concentrações de fenilefrina utilizadas 

foram de 10-9 a 10-4 M. 

 

Fator Constritor Derivado de Endotélio (EDCF) 

  Com o intuito de verificar a liberação de fatores constritores de origem 

endotelial pela ação da acetilcolina, 0 protocolo descrito a seguir foi realizado, 

inicialmente,  em aorta de ratos machos com hipertensão espontânea, para 

reproduzir dados da literatura que mostram a presença deste fator em ratos machos 

desta cepa. O mesmo protocolo foi realizado em anéis de aorta de ratas hipertensas 
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grávidas ou em estro.  Após estabilização das preparações, montadas como descrito 

acima, as mesmas foram pré-contraídas pela adição de fenilefrina (10-5 M) e 

verificada a presença de endotélio pela resposta relaxante induzida pela adição 

acetilcolina (10-6 M). Para investigar a presença de fatores contráteis liberados pelo 

endotélio (EDCF), as preparações foram lavadas várias vezes com solução de Krebs 

e, em seguida,  incubadas com Nω-Nitro-L-Arginina (L-Noarg, 300 µM), inibidor da 

NOS por  15  minutos. Após este período, na presença de L-Noarg, verificava-se a 

resposta contrátil a acetilcolina (10-6 M). Ao atingir-se a resposta constritora máxima 

a preparação foi lavada e incubada com L-Noarg (300 µM) e diclofenaco de sódio 

(10 µM), um inibidor de ciclooxigenase. por 15 minutos. Após, foi acetilcolina foi 

novamente adicionada à preparação. Este protocolo foi realizado em anéis com ou 

sem endotélio. 

 

Análise dos dados 

 As respostas vasoconstritoras são apresentadas como o aumento de 

tensão em gramas nos anéis de aorta a partir da tensão passiva inicial imposta e as 

respostas vasodilatadoras são expressas como porcentagem de relaxamento em 

relação à pré-contração com fenilefrina.  

 Nos experimentos onde se realizaram curvas relacionando tensão 

basal ou concentração de fenilefrina ao efeito vasoconstritor, foi utilizada análise de 

variância (ANOVA) de duas vias para comparação entre as curvas.  A partir das 

curvas concentração-resposta a fenilefrina, foram calculados os valores de pD2 (-log 

EC50) e de efeito máximo (Emax). Os valores de pD2 para fenilefrina foram 

calculados por equação de regressão não-linear de cada curva individualmente. 
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Quando dados individuais foram comparados, foi utilizado teste T ou ANOVA de uma 

via, quando apropriado.  

 Os resultados são apresentados como média±erro padrão da média 

(EPM) e todos os testes estatísticos foram realizados utilizando o programa Graph 

Pad Prism, versão 3.0, e foram considerados significativos sempre que P<0,05.  

 

Drogas e substâncias utilizadas: 

 

  Fenilefrina e Nω-Nitro-L-Arginina foram obtidos da Sigma; acetilcolina 

da Merck; diclofenaco de sódio e ODQ da Research Biochemicals International; e 

tribromoetanol 2,5% da Aldrich Chemical Company. 

  Dentre os sais que compuseram a solução de Krebs: cloreto de sódio 

foi obtido de J.T. Baker; cloreto de potássio, cloreto de cálcio, bicarbonato de sódio e 

glicose da Merck; sulfato de magnésio da Vetec; e fosfato de potássio da Mundial 

Química. 
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 RESULTADOS 

1. Medida da Pressão Arterial de Ratas Grávidas e em Estro 

 

  O grupo de ratas em estro (N=14) apresentaram PAM entre 150 e 180 

mmHg (164±3 mmHg) enquanto que o grupo de  ratas ao término da gravidez 

(N=15) apresentaram PAM significativamente (P<0,0001) mais baixa (Figura 1). A 

PAM das ratas grávidas encontrava-se em níveis de normotensão, entre 75 e 130 

mHg (114±5 mmHg)  
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Figura 2. Pressão arterial média de ratas em estro (N=14) e no 19-20º dia de gravidez 
(N=15). Resultados estão apresentados como média±EPM. *P<0,0001 comparado com 
Estro. 
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2. Curva Tensão-Resposta 

  Inicialmente, verificou-se a influência das condições de tensão passiva 

basal na resposta contrátil a fenilefrina em anéis de aorta com e sem endotélio 

obtidos de ratas grávidas e em estro. Como pode ser observada na Figura 2, a 

magnitude da resposta contrátil induzida por 10-7 M de fenilefrina aumenta quando 

se aumenta a tensão basal a que o anel foi submetido. Este efeito foi observado 

tanto em anéis com endotélio como naqueles sem endotélio, estando as respostas 

amplificadas na ausência do endotélio, verificada pela perda da capacidade 

relaxante da acetilcolina. 

 

 

Figura 3. Registro típico da resposta vasoconstritora induzida pela adição de fenilefrina 

(10-7 M, •) em anel de aorta a diferentes tensões passivas basais. Anel de aorta com 

endotélio (A) e sem endotélio (B) isolada de rata em estro. As setas representam o 

momento que a fenilefrina foi lavada da cuba. 

 

  Na Figura 4 estão representadas as curvas que relacionam tensão 

passiva basal e resposta a fenilefrina (10-7 M) obtidas em anéis com e sem endotélio 
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de ratas em estro e ao término da gravidez.  A magnitude da resposta contrátil 

induzida pela fenilefrina depende da tensão basal a que a aorta foi submetida 

(P<0,0001) em todos os grupos estudados, atingindo efeito máximo em tensões 

basais maiores que 1 g. Estas respostas sofrem modulação endotelial, já que em 

aortas sem endotélio as respostas foram potencializadas nos dois grupos de forma 

semelhante. 
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Figura 4. Resposta vasoconstritora a fenilefrina (10-7 M) nas diferentes tensões 

passivas em anéis de aorta com endotélio (E+) ou sem endotélio (E-) de ratas 

grávidas e em estro. Resultados estão apresentados como média±EPM, N=8. 

*P<0,0001 comparado com o respectivo grupo E+.  

 

  Nestas mesmas preparações, verificou-se que a resposta 

vasodilatadora a acetilcolina foi semelhante nas aortas isoladas de ratas grávidas ou 

em estro e pré-contraídas com fenilefrina (Figura 5). Estas repostas foram abolidas 

pela remoção do endotélio nos dois grupos.  
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Figura 5. Resposta vasodilatadora induzida por acetilcolina (10-6 M) em anéis 

de aorta isolada de ratas grávidas e em estro e pré-contraídos com 

fenilefrina. Resultados estão apresentados como média±EPM, N=8.  

 

3. Curva Concentração-Resposta a Fenilefrina 

   

 A responsividade a fenilefrina (10-9 a 10-4 M) foi investigada em anéis 

de aorta, sob uma tensão passiva inicial de 2 g, que tiveram o endotélio preservado 

ou removido, como pode ser observado pelo traçado de um experimento 

representativo deste protocolo na Figura 6. As repostas vasodilatadoras a 

acetilcolina em preparações com endotélio obtidas de ratas grávidas ou em estro 

foram semelhantes (54,3±1,9 e 58,7±1,9 % de relaxamento, N=6, respectivamente) 
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Figura 6. Registro típico do efeito da fenilefrina administrada de forma cumulativa (•, 10-9 

M a 10-4 M) em anéis de aorta isolada de rata em estro. Aorta com endotélio (A) e sem 

endotélio (B). Acetilcolina (ACh, 10-6 M) não induz relaxamento na aorta sem endotélio  

pré-contraída com fenilefrina (F, 10-7 M). As setas ao fim do experimentam mostram o 

momento que a fenilefrina foi lavada da cuba.  

 

  Anéis de aorta isolada de ratas grávidas ou em estro responderam de 

forma concentração-dependente a fenilefrina.  Em preparações com endotélio, as 

respostas a fenilefrina foram semelhantes nos dois grupos (Figura 7-A e Tabela 1). 

Em anéis de aorta sem endotélio, verificado pela ausência de reposta vasodilatadora 

a acetilcolina, as respostas a fenilefrina foram potencializadas (Figura 7-B e Tabela 

1).  Nestas condições, houve um deslocamento das curvas concentração-resposta a 

fenilefrina para esquerda, que foi significativo nas aortas de ratas grávidas e 

aumento da resposta máxima induzida por fenilefrina, que foi mais intenso nas 

aortas de ratas em estro. Desta forma, a curva concentração-resposta obtida de 

aortas sem endotélio isoladas de ratas grávidas revelou uma hiporeatividade a 

fenilefrina quando comparada com a obtida no grupo em estro (Figura 7-B).   
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FIGURA 7. Curvas concentração-efeito induzido por  fenilefrina (10-9 a 10-4 M) 

obtidas em anéis de aorta isolada de ratas grávidas e em estro que tiveram o 

endotélio preservado (A) ou removido (B). Os pontos representam a média±EPM 

de n=6; *p<0,0001. 

 

 

Tabela 1. Valores de PD2 e efeito máximo induzido por fenilefrina em anéis de aorta de 

ratas com hipertensão espontânea ao término da gravidez ou em estro. 

 Com Endotélio Sem Endotélio 

 Estro  Grávida  Estro Grávida 

pD2 7,09±0,24 7,01±0,18 7,52±0,12 7,78±0,14* 

Emáx 1057±82 912±95 1560±69** 1211±99*** 

Média±EPM, N=6. Emáx = Efeito Máximo (mg). *P=0.008 e **P=0.0009 em relação ao 

seu respectivo grupo com endotélio, ***P<0,02 comparando grupo Grávida sem 

endotélio com grupo Estro sem endotélio. 

 

PDF created with FinePrint pdfFactory Pro trial version http://www.fineprint.com

http://www.fineprint.com


 27 

4. Fator constritor liberado pelo endotélio 

 

  Como na presença de endotélio as respostas induzidas por fenilefrina 

em aorta de ratas grávidas foram semelhantes às de ratas em estro, investigou-se a 

hipótese de que haveria fatores constritores atuando de maneira seletiva na 

gravidez. Inicialmente, reproduzimos protocolo descrito na literatura para ratos 

machos com hipertensão espontânea para a identificação deste fator (LUSCHER; 

VANHOUTTE, 1986). Como representado na figura 8, e confirmando dados da 

literatura, unicamente na presença de endotélio e na presença de inibidor da NOS, 

observa-se contração desencadeada por acetilcolina, que por sua vez tem sua 

resposta abolida na presença de inibidores da ciclooxigenase em aorta de ratos 

machos com hipertensão espontânea. 

 

Figura 8 – Efeito da acetilcolina (ACh, 10-6 M) em aorta pré-contraida com fenilefrina (F) ou 

na presença de Nitro-L-Arginina (L-Noarg, 300 µM) somente ou em combinação com 

diclofenaco (10 µM) em preparações com endotélio (A) ou sem endotélio (B) obtidas de 

ratos machos com hipertensão espontânea. 
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  Como observado nos grupos anteriores, a resposta vasodilatadora 

endotélio-dependente induzida por acetilcolina em artérias pré-contraídas com 

fenilefrina obtidas de ratas grávidas ou em estro foram semelhantes (57±1,8 e 

56±1,5 % de relaxamento, N=7, respectivamente).  No entanto,  a resposta 

contrátil induzida pela mesma concentração de acetilcolina na presença de L-Noarg 

foi maior nas preparações obtidas de ratas grávidas (Figura 9). Contrastando com o 

observado em aortas de ratos machos, verificou-se que a resposta contrátil induzida 

por acetilcolina ainda persiste nas preparações sem endotélio (Figura 9) e apresenta 

mesma magnitude nos dois grupos.  Tal dado sugere a ativação dos EDCF somente 

durante a gravidez.  
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FIGURA 9. Efeito contrátil induzido por acetilcolina (10-7M) na presença de L- Nitro-L-

Arginina em anéis de aorta de ratas em estro e grávidas com e sem endotélio. Dados 

apresentados como média ±EPM de 7 observações. *P<0,01 comparado a com 

endotélio, **P=0,008 comparado a Estro.  
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DISCUSSÃO 

 

  Em nosso trabalho foi avaliada a reatividade de anéis de aorta de ratas 

hipertensas espontâneas ao término da gravidez e a possível participação de fatores 

endoteliais vasorelaxantes ou contráteis na modulação desta resposta. 

 

Avaliação da Queda Pressórica Durante a Gravidez 

  A literatura tem relatado que a gravidez das ratas espontaneamente 

hipertensas cursa com aumento de volume sistólico e da freqüência cardíaca; 

contudo; sua pressão arterial ao término da gestação sofre intenso decréscimo (AOI 

et al.1976). De fato, observamos uma diminuição na pressão arterial média em ratas 

hipertensas prenhes, as quais apresentaram níveis pressóricos compatível com 

aqueles que têm sido descritos na literatura para ratas normotensas Wistar (figura 

1). Este fenômeno tem sido atribuído em grande parte à queda da resistência 

vascular periférica a qual poderia ser explicada por: “shunt” artério-venoso 

placentário; hiporesponsividade a agentes vasoconstritores (incluindo 

neurotransmissores e hormônios como noradrenalina, adrenalina e angiotensina II), 

em diversos territórios vasculares.  

  É importante ressaltar que o decréscimo da pressão arterial também é 

observado em ratas normotensas durante a gestação. Entretanto, essa queda é 

menos intensa do que aquele que ocorre em ratas SHR e, mais, é vista somente em 

gestações com mais de 10 filhotes (ANTONIALLI, 2001 e MARTINEZ, 2004). Por 

outro lado, em nossos estudo utilizando ratas hipertensas, a queda na pressão 

arterial já pode ser notada em gestações com mais de 4 filhotes. Uma possível 

explicação para essa observação seria que pequenas alterações na resistência 
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vascular periférica, induzidas por qualquer um dos mecanismos acima citados, 

causariam grandes variações pressóricas nos animais hipertensos quando 

comparados aos normotensos. 

 

Efeito da Tensão Basal Sobre a Resposta Vascular 

 

Antes de estudarmos o efeito vasocontritor da fenilefrina sobre as 

preparações vasculares, avaliamos o padrão de respostas que a tensão basal 

exerce sobre os anéis de aorta e se este padrão altera durante a gravidez na 

presença ou ausência de endotélio. Já é sabido que há uma relação direta entre o 

estiramento do tecido, imprimido pelo aumento da tensão passiva inicial, e a 

reatividade a agonista contráteis, como a fenilefrina, em anéis de aorta. Essa 

abordagem é importante já que tem sido observado que a hiporeatividade vascular a 

agentes vasoconstritores, associada à gestação, só é observada em determinadas 

condições de tensão passiva em ratas normotensas (SPARKS; BOHR, 1962; 

JACKSON, 1988; FRANCHI-MICHELI et al.,2000).  

Verificamos que em tensões superiores a 1,0 g as respostas induzidas em 

aorta de animais hipertensos atingiram um platô, onde o aumento da tensão basal 

não altera de maneira significativa as respostas dos anéis vasculares. Além disto, 

observou-se um comportamento idêntico entre preparações com endotélio intacto de 

ratas não grávidas e grávidas e a remoção do endotélio potencializou a resposta dos 

dois grupos de forma semelhante. Esse dado contrasta com aquele obtido em aorta 

de ratas normotensas ao término da gestação que apresentavam curva tensão-

resposta a fenilefrina deprimida quando comparada àquela obtida de ratas em estro 

(MATINEZ, 2004). Evidenciou-se, desta forma, que a tensão passiva modifica a 
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intensidade da resposta ao estímulo α1-adrenérgico; contudo, a gravidez não 

modifica o padrão das respostas em aorta de ratas hipertensas. 

 

Comportamento da Curva Concentração-Resposta 

Ao se verificar a expressiva queda pressórica que ocorre ao final da 

gestação das ratas hipertensas seria de se imaginar que seus vasos tanto de 

resistência quanto de condução fossem menos responsivos a agentes 

vasoconstritores α-adrenérgicos como a fenilefrina (ALOAMAKA et al., 1993; 

KHALIL et al.,1998; BALLEJO et al., 2002). Entretanto, comparando as curvas 

concentração-resposta a fenilefrina obtidas em aorta com endotélio de ratas 

hipertensas grávidas e em estro não observamos tal efeito, diferentemente do 

observado em animais normotensos (KHALIL et al.,1998; BALLEJO et al., 2002). Tal 

dado é semelhante ao encontrado por Gompf et al. (2002) em preparações de aorta 

abdominal isolada de ratas da cepa SHR Stroke-Prone logo após o parto. Contudo, 

uma diferença de comportamento entre os anéis de aorta de ratas grávidas e em 

estro em resposta a fenilefrina aparece ao retirarmos a camada endotelial. Nestas 

condições, as respostas de ambos os grupos foram potencializadas; no entanto, os 

anéis das ratas grávidas apresentaram efeito máximo significativamente menor que 

os das ratas em estro, sugerindo hiporeatividade da parede muscular a fenilefrina 

associada à gravidez. Este achado também contrasta com o descrito para 

preparações obtidas de ratas normotensas (BALLEJO et al., 2002). Neste estudo, a 

hiporesponsividade a fenilefrina observada em aorta de ratas grávidas é abolida pela 

remoção do endotélio ou inibição da NOS, indicando a participação de NO de origem 

endotelial na modulação da resposta constritora a fenilefrina em aorta de ratas 

normotensas. Uma possível explicação para estas diferenças seria que, ao contrário 
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do observado em vasos de ratas normotensas grávidas, em aorta de ratas 

hipertensas ocorreria uma diminuição do papel modulatório do NO endotelial na 

resposta contrátil induzida por fenilefrina. É interessante notar, todavia, que a 

resposta vasodilatadora induzida por acetilcolina em artérias pré-contraídas com 

fenilefrina, que nesta preparação é dependente da liberação de NO endotelial, não 

foi modificada pela gravidez. Por outro lado, uma importante alteração na função 

endotelial foi descrita nesta cepa de animais hipertensos (SHR) que está relacionada 

à liberação de fatores constritores de origem endotelial; estes fatores têm sido 

descritos como prostanóides, produto da ação da ciclooxigenase (LUSCHER; 

VANHOUTTE, 1986; YANG et al.,2002; VANHOUTTE; FELETOU; TADDEI, 2005).  

Assim, uma outra possibilidade para explicar as diferenças observadas na 

reatividade a fenilefrina em aorta de ratas hipertensas quando comparadas à de 

ratas normotensas seria uma maior liberação de fatores constritores endoteliais 

associada a uma menor reatividade muscular à fenilefrina.   

Poucos trabalhos têm abordado a presença destes fatores constritores 

derivado de endotélio em ratas e nenhum que investiga a ocorrência de alterações 

de seu papel durante a gravidez. Já foi descrito que fêmeas da cepa SHR produzem 

menos fatores constritores derivado de endotélio quando comparado a machos, e 

que isto seria decorrente de menor resposta muscular ou por apresentarem menos 

receptores (KHALIL et al.,1998). Há estudos que mostram que em ratas 

normotensas 25 a 30% da resposta contrátil das fêmeas é secundária a ação de 

endoperóxidos (FULTON; STALLONE, 2002). Também tem sido estudado que os 

esteróides ovarianos modulam a ação destas substâncias na aorta de ratas. Em 

aorta de camundongos que não expressam a ciclooxigenase-2, as respostas 

vasoconstritoras (EDCF) a acetilcolina foram semelhantes em machos e fêmeas; 
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contudo, nenhum EDCF foi evidenciado  em animais que não expressavam 

ciclooxigenase-1  (TANG et al.,2005).  

Em nosso estudo, ao analisamos os efeitos contráteis produzidos pela 

acetilcolina em aortas isoladas, na presença de um bloqueador de NOS (L-Noarg), 

em fêmeas da cepa SHR em estro e ao final da gravidez. Os resultados encontrados 

foram iguais em anéis de aorta com e sem endotélio no grupo estro; assim, não 

evidenciamos, nas condições utilizadas, a presença de um fator constritor derivado 

de endotélio diferindo do encontrado na literatura (KHALIL et al.,1998). Além disto, 

observamos uma resposta a acetilcolina independente de endotélio sugerindo, 

portanto uma ação muscular direta da droga, confirmando que acetilcolina em altas 

concentrações apresenta efeito vasoconstritor por ação direta na musculatura lisa 

(FURCHGOTT; ZAWADZKI,1980). Interessantemente, um achado inédito em nosso 

estudo foi que anéis de aorta isolada de ratas grávidas apresentaram resposta 

contrátil a acetilcolina aumentada quando o endotélio estava integro. Este dado nos 

permite afirmar que só evidenciamos fatores constritores derivados de endotélio 

durante a gravidez em ratas com hipertensão espontânea. Tal achado é condizente 

com o que observamos nas curvas concentração-resposta quando não observamos 

alterações entre as ratas grávidas e em estro na presença de endotélio e que, na 

ausência de endotélio, estas respostas estavam menores nas preparações de ratas 

grávidas.  

Este surpreendente resultado mostra um comportamento diferenciado 

entre os machos e as fêmeas da cepa SHR, já que esses não apresentam resposta 

independente de endotélio. Nestas circunstâncias, podemos especular que 

alterações endocrinológicas possam estar atuando nos diversos órgãos e sistemas, 

incluindo os vasos sangüíneos de todo o organismo. A atuação de hormônios como 
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o estrogênio (FULTON; STALLONE, 2002; RUBANYI; JOHNS; KAUSER, 2002), um 

conhecido vasodilatador, seja pela sua atuação endotelial ou por mecanismos ainda 

desconhecidos, poderia prover uma explicação pelo diferente comportamento entre 

os diferentes gêneros dos SHR. Outra explicação endocrinológica para o observado, 

poderia se dar pela presença de substâncias de origem placentária que alteraria a 

função vascular com o decorrer da gravidez. 

Ainda é sabido que a placa arterosclerótica produz substâncias 

constritoras sobre os vasos, e que animais com aterosclerose (como os SHR) têm, 

também, uma alteração funcional da sua camada muscular lisa (HADJIISKY; 

PEYRI,1982; HADJIISKY; PEYRI; GROSGOGEAT, 1987). Entretanto, tal suposição 

não contempla o fato de que fêmeas apresentam resposta independente de 

endotélio (ação direta sobre a musculatura lisa vascular) enquanto os machos não 

exibem tal efeito. 

Recentemente, foi publicado um artigo que demonstrava que a resposta 

de EDCF sofre interferência na presença de altas concentrações de acetilcolina e/ou 

de agonistas ∝-adrenérgicos (TANG et al.,2005). Em nossos experimentos 

padronizamos tais concentrações e mesmo assim conseguimos evidenciar 

fenômenos contráteis provocados pela acetilcolina, na presença ou ausência de 

endotélio vascular. Isto nos chama a atenção para que, em outras circunstâncias 

experimentais, diferentes resultados podem ser encontrados e que estudos 

utilizando concentrações diferentes devem ser planejados com a intenção de 

elucidar melhor estes mecanismos de controle do tônus vascular.  
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CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, nossos dados permitem concluir que diferenças nas condições 

basais do anel de aorta não afetam a qualidade dos dados obtidos de preparações 

de ratas grávidas ou em estro com hipertensão espontânea, já que o aumento da 

tensão passiva determina aumento da reatividade à fenilefrina em anéis de aorta de 

ratas grávidas e não grávidas de modo e intensidades semelhantes. E mais 

importante, nossos dados mostram que anéis de aorta com endotélio obtidos de 

ratas com hipertensão espontânea ao término da gravidez não apresentam 

hiporeatividade a fenilefrina, provavelmente por uma maior participação de fatores 

contráteis liberados pelo endotélio.  
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