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RESUMO 

 
 

A expectativa de vida diminui com artrite reumatoide (AR) devido ao aumento da 
mortalidade por doenças cardiovasculares. Isto se deve, possivelmente, à disfunção endotelial 
resultante da intensa atividade inflamatória relacionada à AR. Evidências tem apontado para 
um possível envolvimento do sistema renina-angiotensina (SRA) nos danos cardiovasculares 
inerentes à AR. Acredita-se que a participação do SRA agrave o comprometimento endotelial 
decorrente de inflamações sistêmicas através da ativação do receptor de angiotensina II tipo 1 
(AT1) pela angiotensina II (Ang II). Por outro lado, a literatura também reporta a influência 
dos hormônios andrógenos, principalmente da testosterona, nas ações da Ang II sobre os 
tecidos vasculares. Assim, o objetivo do presente estudo é investigar os efeitos da artrite 
induzida por adjuvante (AIA) sobre o equilíbrio redox, a função endotelial e as respostas da 
aorta de ratos à Ang II, bem como, verificar se esses efeitos podem ser influenciados pela 
redução dos níveis circulantes de testosterona. Para isto, ratos Wistar machos adultos foram 
submetidos à falsa-castração e falsa-imunização (Controles), castração seguida de falsa-
imunização (ORX), falsa-castração seguida de imunização (ORX) e castração seguida de 
imunização (ORX+AIA). Ao final do experimento, segmentos de aorta torácica foram 
desafiadas em cubas de órgãos isolados com acetilcolina (ACh), Ang II, KCl e nitroprussiato 
de sódio e, das curvas concentração resposta obtidas, calculou-se o pEC50 e efeito máximo 
(Emax). Determinou-se também a expressão proteica dos receptores de Ang II AT1 e AT2

 em 
aortas, assim como a capacidade antioxidante do plasma (FRAP), o consumo de peróxido por 
Xylenol Orange (FOX), o nitrito/nitrato por Griess e ácido úrico no plasma. Os resultados 
mostraram que tanto a AIA quanto a ORX não alteraram o perfil das curvas concentração-
respostas para ACh na ausência ou presença do L-NAME (10-4M), Apocinina (10-4M) ou 
Tiron (10-4M). AIA ou ORX também não alteraram as respostas à Ang II na ausência ou 
presença de Indometacina (10-5M), KCl 60 mm/L, 1400W (10-6M) Tiron (10-4M) ou 
PD123,319 (10-6M). Contudo, na presença do L-NAME (10-4M), observou-se um aumento do 
Emax da Ang II nos animais Controle e ORX em comparação aos animais submetidos à AIA. 
Este aumento de Emax, por sua vez, desapareceu quando esse desafio foi feito em cubas 
contendo solução nutritiva despolarizante (KCl 60 mm/L) ou quando o BQ123 (10-6M) ou 
BQ788 (10-6M) foram acrescidos na incubação, junto com o L-NAME (10-4M). Observou-se 
também um aumento do Emax da Ang II nos animais ORX, em comparação aos animais AIA e 
ORX+AIA, quando o desafio foi realizado na presença da Apocinina (10-4M). Além disso, 
AIA e/ou ORX diminuíram a expressão proteica dos receptores AT1, sem modificar os 
receptores AT2. Valores de FRAP, nitrito/nitrato e ácido úrico não apresentaram maiores 
alterações entre os grupos estudados, mas os valores de FOX diminuíram no grupo AIA. 
Esses dados sugerem que a AIA ou a ORX não modificam substancialmente o balanço redox 
sistêmico, a função endotelial, bem como as respostas da aorta à Ang II, se todos os 
mecanismos moduladores endoteliais estiverem presentes. Todavia, a AIA parece mobilizar 
mecanismos endoteliais para atuar no lugar do NO, sempre que a síntese deste é inibida. 
Possivelmente, tais mecanismos são ativados via receptores ETA e ETB  e envolvem tanto 
prostanoides vasodilatadores quanto mecanismos indutores de hiperpolarização das células da 
musculatura lisa vascular presentes na aorta. A testosterona, por sua vez, não parece ter um 
papel determinante para a mobilização desses mecanismos locais que cooperam com o NO. 

 
Palavras-chave: Angiotensina II; Artrite experimental, EDHF;, Endotelina-1; Eicosanoides; 
Testosterona 
 



	
  

	
   	
  

ABSTRACT 

 

Life expectancy of patients with rheumatoid arthritis (RA) is lower due to increased mortality 
in consequence of cardiovascular diseases. Presumably, this occurs due to endothelial 
dysfunction resulting from severe inflammatory activity related to RA. Evidence has 
demonstrated a possible involvement of the renin-angiotensin system (RAS) in the 
cardiovascular injury inherent to RA. The RAS involvement is considered to worsen the 
endothelial impairment due to systemic inflammation through angiotensin II type 1 receptor 
(AT1) activation of Ang II. (Ang II). Additionally, previous studies also observed that 
androgen hormones, mainly the testosterone, modulate the Ang II actions in cardiovascular 
tissues. Thus, the aim of the present study is to investigate the effects of adjuvant-induced 
arthritis (AIA) on systemic redox balance, endothelial function and rat aorta responses to Ang 
II, as well as, whether these effects may be influenced by the reduction of circulating levels of 
testosterone. For this, adult male Wistar rats were submitted to false-castration and false-
immunization (Controls), castration followed by false-immunization (ORX), false-castration 
followed by immunization (ORX) and castration followed by immunization (ORX + AIA) . 
At the end of the experiment, thoracic aorta segments were challenged in isolated organ bath 
with acetylcholine (ACh), Ang II, KCl and sodium nitroprusside and, from the 
concentrantion-response curves obtained were calculated pEC50 and maximal effect (Emax). 
The protein expression of Ang II type 1 and 2 receptor (AT1 and AT2, respectively) were also 
determined, as well as, plasma antioxidant capacity (FRAP), peroxide consumption by 
Xylenol Orange (FOX), nitrite/nitrate by Griess and uric acid in plasma. The results showed 
that both AIA and ORX did not change the concentration-response curves profile for ACh in 
the absence or presence of L-NAME (10-4M), Apocynin (10-4M) or Tiron (10-4M). AIA or 
ORX also did not change Ang II responses in the absence or presence of Indomethacin (10-

5M), KCl 60mm/L, 1400W (10-6M) Tiron (10-4M) or PD123,319 (10-6M). However, in the 
presence of L-NAME (10-4M), was observed an increase of the Ang II Emax in Control and 
ORX animals in comparison to the animals submitted to AIA. This increase in Emax, in turn, 
disappeared when this challenge was realized in organ bath containing depolarizing nutrient 
solution (KCl 60 mm/L) or when BQ123 (10-6M) or BQ788 (10-6M) were added in the 
incubation together with L-NAME (10-4M). It was also observed an increase of the Ang II 
Emax in the ORX animals compared to the AIA and ORX+AIA animals, when the challenge 
was performed in the presence of Apocynin (10-4M). In addition, AIA and/or ORX decreased 
the protein expression of AT1 receptors without modifying AT2 receptors. The values of 
FRAP, nitrite/nitrate and uric acid did not show differences between the studied groups, but 
FOX values decreased in the AIA group. These data suggest that AIA or ORX does not 
substantially modify systemic redox balance, endothelial function, as well as aortic and Ang 
II responses, if all endothelial modulatory mechanisms are present. However, AIA seems to 
mobilize endothelial mechanisms to act as NO backup, whenever the synthesis of this gas is 
inhibited. Possibly, such mechanisms are activated via ETA and ETB receptors and involve 
both vasodilatory prostanoids and mechanisms that induce hyperpolarization of vascular 
smooth muscle cells present in the aorta. Testosterone, on the other hand, does not seem to 
play a decisive role in the mobilization of these local mechanisms that cooperate with NO. 
 
Keywords: Angiotensin II; Experimental arthritis, EDHF ;, Endothelin-1; Eicosanoids; 
Testosterone 
 
 
 



	
  

	
   	
  

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Concentrações plasmáticas de testosterona expressas em ng/dL, de animais dos 

grupos Controle e AIA. Valores expressos em mediana ± intervalo  interquartil (p25-

p75). Entre parênteses, o número de amostras............................................................ 34 

Figura 2 - Curvas concentração-resposta (relaxamento expresso como % da pré-contração 

induzida por fenilefrina) para ACh determinadas em preparações isoladas de aorta 

torácica, obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), AIA (�) e 

ORX+AIA (n), na ausência (A) ou presença de L-NAME 10-4M (B), Apocinina 10-

4M (C) ou Tiron 10-4M (D). Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o 

número de amostras. ................................................................................................... 40 

Figura 3 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas 

de aorta torácica, obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), 

AIA (�) e ORX+AIA (n), na ausência (A) ou presença de Indometacina 10-5M (B), 

solução nutritiva de Krebs-Henseleit hiperpolarizante (KCl 60 mM; C) ou L-NAME 

10-4M (D), Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de 

amostras................................................................................................................................... 43 

Figura 4 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas 

de aorta torácica, obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), 

AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença concomitante de L-NAME 10-4M e BQ123  

10-6M (A), BQ788 10-6M (B) ou Indometacina 10-5M (C), bem como, na presença do 

L-NAME 10-4M em cuba contendo solução nutritiva de Krebs-Henseleit 

hiperpolarizante (KCl 60 mM; D). Pontos representam média ± E.P.M. Entre 

parênteses, o número de amostras. ............................................................................. 46  

Figura 5 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas 

de aorta torácica, obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), 

AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença de Apocinina 10-4M. Pontos representam 

média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras. ......................................... 48 

Figura 6 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas 

de aorta torácica, obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), 

AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença de Tiron 10-4M. Pontos representam média ± 

E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras. ....................................................... 49  



	
  

	
   	
  

Figure 7 – Expressão proteica dos receptores de Ang II subtipos AT1 (a) e AT2 (b), em relação 

à GADPH, determinadas em aortas torácicas isoladas (parte superior) de animais 

pertencentes aos grupos Controle, ORX,  AIA e ORX+AIA e quantificação 

densiométrica das bandas correspondentes (parte inferior). Valores expressos em 

mediana ± intervalo interquartil (p25-p75). *P <0,05 em relação ao grupo controle 

(Kruskal-Wallis seguida por pós-teste de Dunn). ....................................................... 50 

Figura 8 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas 

de aorta torácica, obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), 

AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença de PD123,319 10-6M. Pontos representam 

média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras. ......................................... 51 

Figura 9 - Curvas concentração-resposta para Ang II (A) e KCl (B), determinadas em 

preparações de aorta torácica deendotelizadas, e para, nitroprussiato de sódio (C) 

determinadas em preparações intactas (C) e deendotelizadas (A e B) de aorta torácica, 

obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), AIA (�) e 

ORX+AIA (n). Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de 

amostras. ..................................................................................................................... 52  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
   	
  

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Massa corporal (g) dos animais determinada no dia da imunização e ao final do 

protocolo..................................................................................................................... 34 

Tabela 2 - Massa úmida (g) dos órgãos sexuais internos e glândulas acessórias................... 35 

Tabela 3 - Massa úmida (g) das patas..................................................................................... 36 

Tabela 4 - Diâmetro (mm) das patas determinados antes e após imunização/falsa-

imunização.................................................................................................................. 38 

Tabela 5 - Massa úmida (g) do coração e do rim direito. ...................................................... 38 

Tabela 6 – Valores de FRAP, FOX, NO-
2/NO-

3 e ácido úrico. .............................................. 37 

Tabela 7 - Valores Emax e pEC50 para ACh determinados na ausência ou na presença de L-

NAME (10-4M), Apocinina (10-4M) ou Tiron (10-4M). ............................................. 41 

Tabela 8 - Valores Emax e pEC50 para Ang II determinados em preparações estudadas na 

ausência ou na presença de Indometacina 10-5M, solução nutritiva despolarizante - 

KCl 60 mM ou L-NAME 10-4M. ............................................................................... 44 

Tabela 9 - Valores Emax e pEC50 para Ang II determinados na presença de L-NAME 10-4M 

associado ao BQ123 10-6M, BQ788 10-6M,   Indometacina 10-5M ou solução nutritiva 

despolarizante – KCl 60 mM. .................................................................................... 47 

Tabela 10 - Valores pEC50 para KCL e nitroprussiato de sódio. ........................................... 53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
   	
  

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS 

 

ACh - acetilcolina 

AIA – artrite induzida por adjuvante 

Ang II – angiotensina II 

AR – artrite reumatoide 

AT1 – receptor de angiotensina II tipo 1 

AT2 – receptor de angiotensina II tipo 2 

BH4 - tetrahidrobiopterina 

CIA – collagen induced arthritis 

ECA – enzima conversora de angiotensina  

EDHF – endothelium-derived hyperpolarizing factors 

eNOS – óxido nítrico sintase endotelial 

ET - endotelina 

ETA – receptor de endotelina tipo A 

ETB – receptor de endotelina tipo B 

FOX – ferrous oxidation – xylenol Orange 

FRAP – ferric reducing activity of plasma 

IAM – infarto agudo do miocárdio 

ICC – insuficiência cardíaca congestiva 

IL-1 – interleucina 1 

IL-6 – interleucina 6 

IL-7α – interleucina 7 alfa 

INF-c – interferon c 

iNOS – óxido nítrico sintase endotelial 

MPP-9 – metaloproteinase 9 

MPO - mieloperoxidase 

NO – óxido nítrico 

ORX – castração bilateral cirúrgica 

ROS – espécies reativas de oxigênio 

SRA – sistema renina-angiotensina  

TNF- α – fator de necrose tumoral alfa 

 

 



	
  

	
   	
  

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA.............................................................................. 15 

1.1 Artrite Reumatoide.......................................................................................................... 15 

1.2 Artrite e danos cardiovasculares.................................................................................... 16 

1.3 Busca por modelos experimentais que reproduzam de forma fidedigna os danos 

cardiovasculares relacionados à AR..................................................................................... 18 

1.4 Envolvimento do sistema renina-angiotensina nos danos cardiovasculares inerentes à 

artrite...................................................................................................................................... 19 

1.5 Influência da testosterona nas ações cardiovasculares induzidas pela Ang II........... 21 

1.6 Lacunas remanescentes................................................................................................... 22 

2. OBJETIVOS....................................................................................................................... 23 

2.1 Objetivo Geral.................................................................................................................. 23 

2.2 Objetivos específicos........................................................................................................ 24 

3. MATERIAL E MÉTODOS.............................................................................................. 24 

3.1 Animais............................................................................................................................. 24 

3.2 Delineamento experimental............................................................................................. 25 

3.3 Castração cirúrgica bilateral - ORX.............................................................................. 25 

3.4 Artrite induzida por adjuvante – AIA........................................................................... 26 

3.5 Ectoscopia dos animais AIA, com foco nas patas.......................................................... 27 

3.6 Pesagens............................................................................................................................ 27 

3.7 Protocolo de coleta do plasma......................................................................................... 27 

3.8 Ferric Reducing Activity of Plasma - FRAP................................................................... 28 

3.9  Quantificação da peroxidação lipídica....................................................................... 28 

3.10 Avaliação das concentrações de nitrito e nitrato por método de Griess................... 29 

3.11 Determinação do ácido úrico........................................................................................ 29 

3.12 Determinação de testosterona plasmática................................................................... 29 

3.13 Isolamento e montagem das preparações de aorta torácica para estudo funcional de 

reatividade vascular............................................................................................................... 30 

3.14  Curvas concentração-resposta.................................................................................... 30 

3.15 Análise de parâmetros farmacológicos........................................................................ 31 

3.16 Avaliação da expressão proteica - Western Blotting.................................................. 31 

3.17 Diagrama experimental................................................................................................. 33 

3.18 Análise Estatística.......................................................................................................... 33 



	
  

	
   	
  

4. RESULTADOS.................................................................................................................. 33 

4.1 Massa Corporal............................................................................................................... 33 

4.2 Dosagem de testosterona plasmática............................................................................. 34 

4.3 Massa úmida dos órgãos sexuais internos e glândulas acessórias.............................. 35 

4.4 Massa úmida e diâmetro das patas................................................................................ 35 

4.5 Massas úmidas do coração e rim................................................................................... 37 

4.6 Balanço redox do plasma................................................................................................ 38  

4.7 Estudo das respostas da aorta à ACh............................................................................ 39  

4.8 Estudo das respostas da aorta à Ang II......................................................................... 41  

4.8.1 Influência do NO, prostanoides e mecanismos hiperpolarizantes........................... 42 

4.8.2 Interação do NO com endotelina, prostanoides e mecanismos hiperpolarizantes..44 

4.8.3 Influência de espécies reativas nas respostas da aorta à Ang II.............................. 48 

4.9 Estudo da expressão proteica para os receptores AT1 e AT2 de Ang II em aortas….49  

4.10 Participação dos receptores AT2  nas respostas da aorta à Ang II........................... 50 

4.11 Estudo das respostas à Ang II e ao KCl em aortas deendotelizadas, e ao 

nitroprussiato de sódio em aortas intactas.......................................................................... 51 

5. DISCUSSÃO...................................................................................................................... 53  

6. CONCLUSÃO................................................................................................................... 68 

REFERÊNCIAS.................................................................................................................... 69  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
  



	
  

	
   15	
  

1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

 

1.1 Artrite Reumatoide 

 

 A artrite reumatoide (AR) é uma doença reumática relativamente frequente. Trata-se 

de uma condição que acomete até 1% da população mundial adulta (SKARE, 2007; SATO, 

2010; GOELDNER et al., 2011; MOTA et al., 2011). Sua ocorrência é observada em todos 

os grupos étnicos, dispersos entre as diferentes regiões do mundo, com predomínio no sexo 

feminino, sobretudo na faixa etária de 30-50 anos, embora haja registro em todas as idades 

(SKARE, 2007; CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 2008; SATO, 2010; MOTA et al., 

2011; PEREIRA et al., 2012). No Brasil, uma análise retrospectiva dos pacientes com AR em 

acompanhamento ambulatorial no Estado de São Paulo, entre 2002 e 2005, delineou o 

seguinte perfil epidemiológico: mulher (86%), faixa etária 40-59 anos (55%), caucasoide 

(71%) e historia de início de doença há menos de dez anos (71%). Esta visão, mesmo que 

parcial, se assemelha às características relatadas em populações de outros países (LOUZADA 

JR, 2007). 

Trata-se de uma doença autoimune, crônica, multissistêmica e de etiologia 

desconhecida, cujas principais alterações ocorrem ao nível das estruturas articulares, 

periarticulares e tendinosas. Caracteriza-se por um intenso processo inflamatório na sinóvia, 

deposição de fibrina, hiperplasia de células sinoviais, infiltrados mononucleares, formação de 

tecido celular invasivo (pannus), e, eventual anquilose em uma ou mais articulações 

periféricas, onde mãos e pés são preferencialmente acometidos. Vale ressaltar que a gravidade 

e o tempo de doença estão diretamente relacionados com as alterações ocasionadas pela 

inflamação e hipertrofia do tecido sinovial, onde a desorganização biomecânica das estruturas 

articulares provoca além da dor local, instabilidade articular, deformidades e perda de função 

(MOREIRA; CARVALHO, 1996; SKARE, 2007; CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 

2008; LEVY; PACHECO, 2009; KUMAR et al., 2010; PEREIRA et al., 2012). 

Embora sua etiologia ainda permaneça obscura, muitos avanços têm ocorrido no 

estudo de sua patogênese. Admite-se que o desenvolvimento da doença se deva à interação de 

diversos fatores como: patrimônio genético do hospedeiro (antígenos HLA-DR4 e HLA-DR1), 

fatores comportamentais, agentes ambientais, desequilíbrio imunológico e alterações 

endócrinas (SKARE, 2007; CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 2008; SATO, 2010). Neste 

sentido, a evolução da AR ocorre a partir da manutenção da reação autoimune, com ativação 

das células T helper CD4+ e outros linfócitos, desregulação da produção de citocinas pró-



	
  

	
   16	
  

inflamatórias e transformação da sinóvia em pannus, levando à destruição da articulação 

(SKARE, 2007; CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 2008; KUMAR et al, 2010; SATO, 

2010). 

 

1.2 Artrite e danos cardiovasculares 
 

As manifestações da AR vão além da dor e invalidez resultantes do comprometimento 

articular, visto que a sobrevida de um paciente com AR é menor quando comparada com a 

sobrevida da população geral (TORIGOE; LAURINDO, 2006; GABRIEL, 2008; LIMA; 

MASSABKI, 2009; KHAN; GALARRAGA; BELCH, 2010; GOELDNER et al., 2011). Isso 

se deve ao fato destes indivíduos apresentarem maior predisposição a infecções, complicações 

sistêmicas da doença e complicações secundárias ao tratamento (CARVALHO; LANNA; 

BERTOLO, 2008). As principais manifestações extra-articulares incluem quadros cutâneos 

(nódulos reumatoides), oculares (episclerite, esclerite e ceratoconjuntivite sicca), 

pleuropulmonares, cardíacos (pericardite e miocardite), hematológicos (anemia  hipocrômica 

e microcítica, eosinofilia e síndrome de Felty), neurológicos (neuropatia periférica e 

mononeurite múltipla), osteometabólicos, e, manifestações como vasculites, linfadenopatias e 

amiloidoses (SKARE, 2007; CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 2008; SATO, 2010; 

MOTA et al., 2011). 

É também bastante clara a associação entre a AR e o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. Segundo Gabriel (2008), pacientes artríticos apresentam um aumento 

significativo no risco de morte geral, atribuído principalmente a eventos cardiovasculares. 

Dentre estes eventos, destacam-se infarto agudo do miocárdio (IAM) e insuficiência cardíaca 

congestiva (ICC) (TORIGOE; LAURINDO, 2006). Ademais, estudos observaram a presença 

de aterosclerose subclínica, bem como um aumento na frequência deste fenômeno em 

pacientes artríticos. Quando submetidos à ultrassonografia de carótidas, estes indivíduos 

apresentaram um aumento significativo da espessura da camada íntima-medial da carótida 

comum, um indicador de aterosclerose generalizada (HEISS et al., 1991; BOTS et al., 1996; 

KUMEDA et al., 2002; PARK et al., 2002; ALKAABI et al., 2003). 

Para se compreender melhor as repercussões da artrite sobre o sistema cardiovascular, 

é necessário compreender em profundidade o endotélio vascular. O endotélio vascular é uma 

monocamada celular que recobre o interior de todos os vasos que integram o sistema 

cardiovascular. A princípio, caracterizado apenas como uma barreira física que recobre a luz 

dos vasos, a partir do estudo de  Furchgott e Zawadzki (1980) passou a ser considerado um 
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importante “sensor biológico” e um tecido secretor, fundamental para o controle da 

homeostase vascular. Uma das principais funções da célula endotelial é a liberação de 

substâncias vasoativas, relaxantes ou constritoras, em resposta a estímulos humorais, neurais e 

mecânicos (STORCH et al., 2017). Dentre as substâncias vasoativas mais relevantes liberadas 

pelo endotélio, destaca-se o óxido nítrico (NO). O NO é um gás  de meia vida extremamente 

curta, mediador do importantes processos fisiológicas e fisiopatológicas, cuja síntese se dá 

através de uma família de enzimas denominada óxido nítrico sintases. Em situações 

fisiológicas, a tensão de cisalhamento (shear stress) exercida pelo fluxo sanguíneo sobre as 

células endoteliais libera NO mantendo o vaso sanguíneo num constante estado de 

relaxamento (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).  

A liberação do NO pelas células endoteliais também pode ocorrer em consequência da 

estimulação de receptores farmacológicos, como os receptores muscarínicos (MONCADA et 

al., 1991), receptores α2 e β2, receptor de bradicinina, etc (VANHOUTTE et al., 2016). Por 

outro lado, numa condição de estresse oxidativo que resulte em acúmulo de radicais livres no 

tecidos vasculares, pode ocorrer redução na biodisponibilidade de substâncias vasodilatadoras 

derivadas do endotélio, em especial o NO, paralela a um aumento na liberação de substâncias 

vasoconstritoras. Esse processo pode levar a um prejuízo da função endotelial, referido na 

literatura como disfunção endotelial (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; VANHOUTTE et al., 

2016; STORCH et al., 2017).  

Assim, tem sido proposto que a liberação sistêmica de inúmeras citocinas pró-

inflamatórias decorrente da inflamação crônica inerente à AR comprometa a função endotelial 

(YKI-JÄRVINEN; BERGHOLM; LEIRISALO-REPO, 2003; MÄKI-PETÄJÄ et al., 2008). 

Com efeito, este mecanismo fisiopatológico somado ou não à fatores de risco clássicos é 

frequentemente proposto para justificar a grande correlação entre a AR e o aumento da 

morbimortalidade cardiovascular, observada na maioria dos estudos epidemiológicos 

(TORIGOE; LAURINDO, 2006; GABRIEL, 2008; LIMA; MASSABKI, 2009). Com base 

nestas informações, Bergholm et al. (2002) compreendem que tanto o controle quanto a 

supressão precoce da inflamação sistêmica na AR, não apenas diminuem a atividade da 

doença como também podem melhorar ou prevenir a perda da função endotelial. 

O mecanismo que leva a esta disfunção endotelial ainda é pouco entendido, contudo, 

parece envolver um excedente local de radicais livres. Em aortas provenientes de ratos com 

artrite induzidos por adjuvante (AIA), foi observada uma redução significativa da função 

endotelial, associada a um aumento do estresse oxidativo decorrente do aumento da expressão 

do complexo enzimático NAD(P)H oxidase e do desacoplamento da óxido nítrico sintase 
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endotelial (eNOS) (HARUNA et al., 2006, 2007). Neste sentido, inferiu-se que a atenuação 

do aumento do fluxo sanguíneo induzido pela acetilcolina (ACh) em antebraço de pacientes 

com AR, indicativo de disfunção endotelial, está associada a um aumento da atividade da 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e ao aumento dos níveis circulantes de mieloperoxidase 

(MPO) (MÄKI-PETÄJÄ et al., 2008).  

 

1.3 Busca por modelos experimentais que reproduzam de forma fidedigna os danos 

cardiovasculares relacionados à AR  

 

 Os estudos que visam compreender os mecanismos fisiopatológicos que determinam a 

AR, bem como aqueles que visam o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, 

dependem de bons modelos experimentais. Entende-se por bons modelos experimentais, 

aqueles capazes de reproduzir de forma fidedigna os principais mecanismos fisiopatológicos 

da AR. Isto se aplica, inclusive, no que diz respeito ao estudo dos danos cardiovasculares 

relacionados à AR. Contudo, é válido ressaltar que embora apresentem semelhanças 

fisiopatológicas importantes com a AR, estes modelos experimentais não devem ser 

confundidos com a doença que se desenvolve nos seres humanos (OLIVER; BRAHN, 1996; 

BENDELE et al., 1999; BENDELE, 2001; HEGEN et al., 2008). Com efeito, qualquer 

extrapolação para seres humanos de resultados de pesquisa obtidos nestes modelos 

experimentais deve ser feita com muita cautela. Neste sentido, para que extrapolações possam 

ser feitas de forma racional e segura, é desejável que um mesmo mecanismo fisiopatológico 

seja testado no maior número possível de modelos experimentais (FERREIRA; HOCHMAN; 

BARBOSA, 2005). 

 Inúmeros modelos de artrite estão descritos na literatura, todos com semelhanças e 

diferenças com relação à AR (HEGEN et al., 2008). O modelo AIA foi um dos primeiros 

modelos experimentais de artrite descritos na literatura e, desde então, tem sido amplamente 

utilizado para a investigação dos mecanismos fisiopatológicos, bem como na busca de 

alternativas terapêuticas para esta doença. Com rápida evolução de grande reprodutibilidade, 

este modelo apresenta características semelhantes à AR como eritema e edema de 

extremidades, inflamação poliarticular, infiltração celular (polimorfonuclear), reabsorção 

óssea seguida de proliferação óssea periosteal, formação de pannus, destruição óssea e 

cartilaginosa e consequentemente perda de função. Ademais, observou-se o envolvimento de 

células T helper e citocinas pró-inflamatórias, além da presença de altos níveis de fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), interferon c (INF-c), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) 
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e interleucina 7 alfa (IL-7α) em linfonodos e/ou articulações afetadas. Contudo, trata-se de um 

modelo célula T dependente, mas, sistema complemento independente. Além disso, pouco se 

sabe sobre o papel células B neste modelo experimental (BENDELE et al., 1999; BENDELE, 

2001; HEGEN et al., 2008). 

A escolha do modelo AIA no presente estudo de pesquisa baseou-se em estudos 

prévios que constataram disfunção endotelial neste modelo experimental (FANG et al, 1991; 

HARUNA et al., 2006; HARUNA et al., 2007; NOZAKI et al., 2007; SAKUTA et al., 2010; 

PRATI et al., 2011). Por sua vez,  estudos realizados em modelo de artrite induzida por 

colágeno tipo II (collagen induced arthritis – CIA), considerado mais próximo à AR, 

falharam em mostrar disfunção endotelial (REYNOLDS et al., 2012). A falha do modelo CIA 

em promover disfunção endotelial em aorta também foi constatada por nós durante o 

mestrado (PALMA ZOCHIO TOZZATO et al., 2016). 

 

1.4 Envolvimento do sistema renina-angiotensina nos danos cardiovasculares inerentes à 

artrite 

 

O sistema renina-angiotensina (SRA) atua na regulação da pressão arterial e 

homeostase hídrica e eletrolítica principalmente através de seu mediador, a angiotensina II 

(Ang II) (PACURARI et al., 2014). As ações da Ang II ocorrem, primordialmente, através da 

ativação de dois diferentes receptores, o receptor  de angiotensina II subtipo 1 (AT1) ou o 

receptor  de angiotensina II subtipo 2 (AT2) (MATSUBARA, 1998; DE GASPARO et al., 

2000). Tem sido proposto que a Ang II, por meio da ativação do receptor AT1, promova 

vasoconstrição, proliferação celular, fibrose e outras ações potencialmente deletérias ao 

sistema cardiovascular. Em paralelo, a ativação do receptor AT2 , pela Ang II pode 

desencadear ações opostas como vasodilatação através da liberação de óxido nítrico (NO), 

inibição do crescimento e da proliferação celular etc. Desta forma, existe um consenso na 

literatura de que as ações cardiovasculares da Ang II mediadas por receptores AT2  equilibram 

aquelas mediadas por receptores AT1 (TIMMERMANS et al., 1993; GRIENDLING; 

LASSEGUE; ALEXANDER, 1996; BROWN et al., 2017). 

Já foi observado também que a Ang II induz à liberação de endotelina (ET) em aortas 

de ratos que, por sua vez, passa a modular as respostas contráteis deste leito à Ang II (ORIJI, 

KEISER, 1997). Além disso, estudos apontam o receptor AT1 como responsável pela 

liberação de ET induzida por Ang II (KOHAN et al., 2011). A ET liberada atua em receptores 

de endotelina subtipo A (ETA) e subtipo B (ETB). Os receptores ETA estão 
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predominantemente localizados em células do músculo liso, onde promovem vasoconstrição, 

proliferação e fibrose. Os receptores ETB, por outro lado, estão localizados em células 

endoteliais, onde promovem vasodilatação através da produção de NO e prostaglandinas 

(ETB1), como também em células do músculo liso, onde promove vasoconstrição (ETB2). 

(KOHAN et al., 2011; MAZZZUCA; KHALIL, 2012; VALDEZ, 2013). Assim, ao liberar 

substâncias vasodilatadoras via receptores ETB1, a ET é capaz de modular seus próprios  

efeitos vasoconstritores mediados tanto via receptores ETA quanto receptores ETB2 (KOHAN 

et a., 2011; MAZZUCA; KHALIL, 2012). Também existem relatos de liberação de 

prostaciclinas através da estimulação de receptores ETA em pulmões de rato perfundidos 

(D’ÓRLEANS et al., 1992) e em leito arterial do rim de coelhos (TÉLÉMAQUE et al., 1993).  

Entre os mecanismos fisiopatológicos desencadeados pela ativação dos receptores AT1, 

além da vasoconstrição, destaca-se o aumento da atividade e/ou expressão local do complexo 

NAD(P)H oxidase, que leva ao aumento da formação local de ânion superóxido 

(GRIENDLING et al., 1994). Por conta disto, é possível que a ativação dos receptores AT1 

pela Ang II exerça um papel importante nas alterações endoteliais decorrentes da AR ou nos 

processos inflamatórios articulares que caracterizam os modelos animais que simulam a AR. 

Neste sentido, Haruna et al. (2006, 2007) observaram um aumento da expressão das 

subunidades p22phox e gp91phox da NAD(P)H oxidase em ratos AIA. Em aortas de ratos AIA 

infundidos com Ang II observou-se também um aumento da expressão dos receptores AT1 e 

da enzima conversora de angiotensina (ECA) (SAKUTA et al., 2010). Estes autores mostram 

ainda que a função endotelial, demonstrada pelas respostas relaxantes induzidas pela ACh nas 

aortas destes mesmos animais, já prejudicada em animais AIA, passa a ser ainda mais 

comprometida pela infusão de Ang II.  

Alguns estudos utilizaram inibidores da ECA ou antagonistas dos receptores AT1 com 

a finalidade de prevenir e ou reverter possíveis danos cardiovasculares promovidos pela AR 

ou demais modelos inflamatórios sistêmicos. Sakuta et al. (2010) descrevem que o prejuízo 

nas respostas relaxantes induzidas por ACh em aortas de ratos AIA infundidos com Ang II é 

nitidamente atenuado pelo tratamento com losartan ou irbesartan (ambos antagonistas AT1). 

Tem sido observado também redução do estresse oxidativo em ratos AIA tratados com 

ramipril, um antagonista da ECA (SHI et al., 2012). Paralelamente, foi constatado que o 

bloqueio dos receptores AT1 por losartan corrige o prejuízo do relaxamento da aorta de ratos 

AIA mediadas pelo fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (MACKENZIE et 

al., 2013). O tratamento com  ramipril também aumentou o fluxo sanguíneo induzido pela 

ACh, indicativo da função endotelial, em antebraço de pacientes com AR (FLAMMER et al., 
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2014). Neste estudo também foi observado uma correlação inversa entre o aumento do fluxo 

sanguíneo induzido por ACh e os níveis plasmáticos de TNF-α.  

Por fim, é importante salientar que a relação entre a disfunção endotelial e as ações da 

Ang II nestes tecidos parece ser uma via de mão dupla.  Se por um lado a infusão de Ang II 

aparentemente agrava a disfunção endotelial associada à AIA, por outro a AIA aumenta a 

expressão do AT1 e da enzima conversora de angiotensina (ECA) na aorta destes animais 

(SAKUTA et al., 2010). Esta observação sugere que a AIA amplifica o funcionamento do 

SRA no organismo destes animais, possivelmente fazendo com que este sistema passe a 

desempenhar um papel fisiopatológico muito maior. 

 

1.5 Influência da testosterona nas ações cardiovasculares induzidas pela Ang II 

 

 A participação da testosterona nas ações vasomotoras da Ang II é ainda muito 

controversa, embora bastante investigada. Alguns pesquisadores sugerem que este hormônio 

exerce ações protetoras sobre o sistema cardiovascular. De fato,  a incidência de hipertensão e 

outras doenças cardiovasculares é maior no envelhecimento,  fase da vida em que os níveis 

plasmáticos de testosterona encontram-se em declínio constante (LIU et al., 2003). Também 

dá suporte a esta teoria o fato de que alguns estudos observaram a presença de lesões 

ateroscleróticas em indivíduos com baixos níveis circulantes de testosterona (HAK et al., 

2002, MULLER et al., 2004; ROSANO et al., 2007). Neste contexto, sugere-se que estas 

ações "vasoprotetoras" da testosterona possam estar relacionadas a uma ação anti-inflamatória 

sistêmica deste hormônio.  

Por outro lado, muitos estudos sugerem que a testosterona promova danos 

cardiovasculares (XU et al., 2013; ZIEMENS et al., 2013). Esta hipótese é reforçada pelo fato 

de doenças cardiovasculares como hipertensão e aterosclerose serem mais prevalentes em 

homens. Neste sentido, vale mencionar que a relação “receptores AT2/receptores AT1” é 

menor em amostras de rins, aortas e leito arterial mesentérico obtidos de ratos com 

hipertensão espontânea - SHR machos ou fêmeas castradas, enquanto o oposto foi observado 

em fêmeas ou fêmeas castradas submetidas à reposição com estrógeno (SILVA-

ANTONIALLI et al., 2004). Segundo estes autores, uma ação pró-hipertensiva da Ang II 

pode ser maior nestes animais (machos ou fêmeas castradas) em virtude de uma estimulação 

sobre receptores AT1 evidenciada em detrimento da estimulação de receptores AT2. Além 

disso, nas artérias mesentéricas de ratas grávidas submetidas à testosterona foi observado um 
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aumento significativo na expressão de receptores AT1, além de um aumento nas respostas 

contráteis à Ang II (CHINNATHAMBI, et al., 2014). 

Estudos tem discutido cada vez mais esta complexa interação entre hormônios 

esteroides e o SRA na fisiopatologia de doenças cardiovasculares (MARIC-BILKAN; 

MANIGRASSO, 2012). O estudo de Song et al. (2006a) demonstrou que a castração atenuou 

a hipertensão, a pressão arterial média, e as respostas vasculares à Ang II em ratos 

geneticamente hipertensos, e que a terapia de reposição hormonal com testosterona reverteu 

todos esses fenômenos. Estes resultados sugerem que a testosterona desempenha um papel 

importante no desenvolvimento de hipertensão espontânea destes animais, possivelmente 

através de efeitos sobre a resistência vascular renal e a sensibilidade renal à Ang II. Foi 

relatado também que o bloqueio dos receptores AT1 promove uma redução menos acentuada 

da pressão arterial em coelhos hipertensos castrados em comparação aos falso-castrados ou 

aos castrados submetidos à reposição com testosterona (SONG et al., 2006b). Segundo estes 

autores, estas modificações de resposta vascular à Ang II impostas pela castração não se deve 

à uma diminuição da expressão de receptores AT1 no sistema cardiovascular, mas à uma 

modificação na via de transdução intracelular mediada pela proteína quinase C (PKC-CPI-17) 

(SONG et al., 2010). 

Por fim, foi sugerido também que a testosterona potencializa a ação hipertensora da 

Ang II em ratos machos adultos que sofreram restrição de crescimento intrauterino em 

decorrência de restrição do fluxo sanguíneo placentário (OJEDA et al., 2010). Segundo estes 

autores, este aumento de resposta do sistema cardiovascular à Ang II pode ser um mecanismo 

subjacente à hipertensão programada que ocorre na vida adulta destes animais. 

  

1.6 Lacunas remanescentes  

 

Com base no que foi apresentado, podemos afirmar que as doenças inflamatórias 

articulares podem levar a importantes alterações fisiopatológicas no sistema cardiovascular. 

Além disso, essas informações nos permitem sugerir que estes processos inflamatórios 

articulares podem levar a modificações nos mecanismos que regulam as respostas dos vasos à 

Ang II, um peptídeo endógeno que exerce papel de destaque tanto no controle do tônus 

vasomotor quanto em diversos mecanismos fisiopatológicos relacionados à disfunção 

endotelial e ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Com efeito, estas modificações 

de respostas à Ang II podem ter uma relação direta com os acometimentos vasculares 

relacionados à artrite. A este respeito, foram apresentadas evidências de que a AIA 
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potencializa as ações pressóricas da Ang II e aumenta a expressão dos receptores AT1 em 

aortas de ratos. Estas evidências são fortalecidas pelo fato dos inibidores dos receptores AT1 

reverterem a disfunção endotelial decorrente da AIA. Contudo, não temos informações acerca 

da influência da AIA sobre as ações vasomotoras da Ang II diretamente nas aortas destes 

animais. 

Mas esta complexa interação entre inflamação articular-SRA-sistema cardiovascular 

pode envolver outro elemento: a testosterona. Isto porque, conforme colocado, as respostas 

dos tecidos vasculares à Ang II pode ser modulada pela testosterona. E o que torna este 

assunto mais intrigante é o fato de ainda não ter sido definido se a testosterona acentua ou 

abranda as ações cardiovasculares da Ang II. Evidentemente, estudos em humanos portadores 

de AR ou em modelos animais que buscam correlacionar os níveis circulantes de testosterona 

com a artrite não são raros. Estes estudos, certamente, são motivados pela observação de que 

a incidência da AR é maior em mulheres em comparação aos homens (MARQUES NETO et 

al., 1993; LOUZADA JR, 2007) ou pelo fato de homens portadores de AR e ratos AIA 

apresentarem níveis plasmáticos reduzidos de testosterona (GORDON et al., 1984; 

BARBIER; BRELIERE; RONCUCCI, 1985; BRUOT; CLEMENS, 1987; CLEMENS; 

BRUOT, 1989). Contudo, o foco destes estudos é sempre a manifestação articular da doença e 

nunca as repercussões desta doença sobre o sistema cardiovascular. Nesta linha de 

investigação, evidências demonstram que a castração de ratos AIA aumenta a gravidade das 

manifestações articulares da artrite e que, por sua vez, a terapia de reposição hormonal 

aparentemente impede o estabelecimento destas manifestações (HARBUZ et al., 1995).  

Portanto, o presente estudo, ao mesmo tempo que é o primeiro a propor uma 

investigação detalhada acerca dos efeitos da artrite sobre as respostas da aorta torácica à Ang 

II, avança também na medida em que se propõe a compreender o papel da testosterona sobre 

eventuais modificações de resposta da aorta à Ang II induzidas pela.  

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar os efeitos da AIA sobre as respostas da aorta de ratos à Ang II, bem como, 

verificar se esses efeitos podem ser influenciados pela redução dos níveis circulantes de 

testosterona. 
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2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Verificar se a AIA promove disfunção endotelial, com repercussões sobre as respostas 

da aorta à Ach, nos animais estudados e, caso promova, identificar o papel da 

testosterona neste fenômeno. 

 

2.2.2 Estudar os efeitos da AIA sobre as respostas das aortas de ratos à Ang II, observando a 

participação do NO, prostanoides, mecanismos hiperpolarizantes, ET e do complexo 

enzimático NAD(P)H oxidase nestes efeitos.  

 

2.2.3 Identificar o papel da testosterona em eventuais modificações de resposta da aorta à Ang 

II induzidas pela AIA. 

 

2.2.4 Verificar se o balanço redox está modificado no plasma dos animais AIA e, caso esteja, 

identificar o papel da testosterona neste fenômeno.  

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (12 semanas ± 2 semanas), provenientes do 

Biotério Central da Faculdade de Medicina de Marília - FAMEMA. Durante a semana que 

antecede o início do protocolo experimental os animais permaneceram no biotério de apoio 

ligado aos laboratórios das disciplinas básicas da Instituição. Os animais foram mantidos em 

gaiolas coletivas contendo até cinco animais, em condições controladas de iluminação 

(fotoperíodo: 12 horas) e temperatura (20°C a 25°C), dieta e água ad libitum. Para garantir a 

homogeneidade dos grupos estudados, estes foram constituídos por animais com idade e 

pesos semelhantes conforme descrito a seguir. A realização do presente trabalho foi aprovada 

em Reunião Ordinária pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de 

Marília – FAMEMA, no dia 24 de outubro de 2014, cuja documentação está registrada sob o 

n° 1026/14. 
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3.2 Delineamento experimental 
 
	
  

Primeiramente, os animais foram submetidos à castração/falsa-castração (ver item 3.3). 

Vinte dias após este procedimento cirúrgico, estes animais foram então submetidos à 

imunização/falsa-imunização, para indução da AIA (ver item 3.4). Vale ressaltar que esta 

etapa do protocolo experimental demanda um período de espera de 15 a 20 dias, referente ao 

período de estabilização da AIA. Uma vez estabelecida a AIA, estes animais aguardaram mais 

21 dias para, finalmente, serem estudados. Deste modo, os animais aqui utilizados foram 

divididos em quatro grupos experimentais: Controle (falso-castrados e falso-imunizados), 

ORX (castrados e falso-imunizados), AIA (falso-castrados e imunizados) e ORX+AIA 

(castrados e imunizados). 

 

3.3 Castração cirúrgica bilateral - ORX 

 

Os animais foram castrados ao completar 12 semanas de idade, pois os níveis 

plasmáticos de testosterona estabilizam-se por volta desta idade (WHITE et al., 2000). Para 

tanto, foram anestesiados com tribromoetanol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA - 250 

mg/kg, via intraperitoneal) e colocados em decúbito dorsal sobre campo cirúrgico. Com o 

animal nesta posição, foi realizada uma incisão longitudinal na região mediana do escroto, 

exteriorizando-se um dos testículos. O fluxo sanguíneo oriundo do pedículo vascular foi 

interrompido e o testículo foi então extirpado. O mesmo procedimento foi repetido para a 

remoção do testículo contralateral. Extirpadas as gônadas, as estruturas remanescentes foram 

recolocadas na bolsa escrotal e a ferida operatória foi suturada (VALLE et al., 1982). Ao final 

da cirurgia, os animais receberam injeção profilática de 200 µL de solução injetável de 

oxitetraciclina - Terramicina® para profilaxia de infecções e 200 µL de dipirona para 

analgesia ambas por via intramuscular. Os animais falso-castrados foram submetidos ao 

mesmo procedimento cirúrgico, porém a extirpação das gônadas não foi realizada. Dessa 

forma garantiu-se que estes animais falso-castrados fossem submetidos às mesmas condições 

experimentais dos animais castrados. No período de três a cinco dias após a realização das 

cirurgias, os animais foram devidamente identificados e mantidos em gaiolas individuais. Este 

cuidado visou evitar o contato entre animais operados, garantindo assim uma melhor 

recuperação pós-cirúrgica (GONZALES, KRAUSE, DUCKLES, 2004). Logo após o período 

de recuperação, os animais foram reagrupados em gaiolas coletivas. 
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A efetividade da castração foi avaliada pela pesagem dos órgãos sexuais (VALLE et 

al., 1982) e pela dosagem plasmática de testosterona conforme técnicas descritas a seguir. 

Considerou-se efetiva a castração quando foi constatada a redução de massa úmida dos órgãos 

sexuais bem como, uma drástica diminuição das concentrações séricas de testosterona.  

 

3.4 Artrite induzida por adjuvante – AIA  
 

Passados 20 dias da castração/falsa-castração, os animais foram submetidos ao 

protocolo de indução da AIA descrito por (CAPARROZ-ASSEF et al., 2001) com algumas 

modificações. Para isto, os animais foram novamente anestesiados com tribromoetanol 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA - 250 mg/kg, via intraperitoneal) e posicionados em 

decúbito ventral sobre campo cirúrgico para a realização da imunização. Nesta posição, cada 

animal (AIA ou ORX+AIA) recebeu 100µL de uma emulsão à base de óleo mineral e água 

destilada, contendo 50 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis dessecadas - H37RV (Difco, 

Detroit, MI, USA), por via intradérmica, na planta da pata traseira direita. Os animais falso-

imunizados foram submetidos ao mesmo procedimento, contudo, ao invés da emulsão à base 

de óleo mineral e água destilada, contendo 50 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis 

receberam apenas 100µL de óleo mineral na planta da pata traseira direita destes animais. 

Deste modo, garantiu-se que estes animais foram submetidos às mesmas condições 

experimentais dos animais imunizados. 

O acometimento das articulações geralmente deu-se em um período de 15 a 20 dias 

após a imunização. Os sinais destes acometimentos foram detalhadamente mencionados no 

próximo item (3.5) desta seção. Uma vez constatado o acometimento articular decorrente da 

artrite, aguardou-se um período de 21 dias para a realização dos experimentos de reatividade 

vascular e coleta de material para as análises a seguir. Cabe ressaltar, no entanto, que os 

animais que não desenvolveram o processo inflamatório articular até 20 dias pós-imunização, 

foram excluídos do estudo. 

A efetividade da AIA foi avaliada pela pesagem, bem como, pela mensura do 

diâmetro das patas detalhadamente descritas na sequência. Considerou-se efetiva a 

imunização quando foi constatado um aumento na massa úmida e na circunferência das patas 

dos animais estudados.  
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3.5 Ectoscopia dos animais AIA, com foco nas patas. 

 

Após a imunização, o animal foi observado diariamente até o surgimento dos 

primeiros sinais inflamatórios articulares clássicos – eritema e edema. Como mencionado 

anteriormente, a imunização foi realizada na planta da pata traseira direita. Assim, quando a 

pata contralateral, ou seja, pata traseira esquerda também apresentou eritema e edema (dentro 

do período de até 20 dias pré-estabelecido), admitiu-se que o processo inflamatório progrediu 

satisfatoriamente, alcançando o nível sistêmico neste animal. Neste momento, iniciou-se a 

contagem de 21 dias para a realização da coleta de amostras para as análises propostas. 

Vale ressaltar que, para avaliação do edema das articulações destes animais, registrou-

se a variação do diâmetro articular, no dia da imunização e no dia da realização da coleta de 

amostras, com o auxílio de um paquímetro analógico (precisão 0,05 mm). 

 

3.6 Pesagens 

 

 Os animais foram pesados em balança (modelo 9094c/5, Toledo, Brasil) em três 

momentos: no início do protocolo experimental, ou seja, no dia da castração/falsa-castração, 

no dia da imunização/falsa-imunização e no dia da coleta de amostras – imediatamente antes 

da morte destes animais.  

No momento da morte dos animais, coletou-se coração, rins, órgãos sexuais internos 

(epidídimos e ductos deferentes) e glândulas acessórias (glândula seminal e próstata) e patas. 

Estas amostras foram pesadas em balança analítica (modelo AB204, Toledo, Brasil) e suas 

respectivas massas (g) foram normalizadas pela massa corporal total do animal (Kg). A 

pesagem dos órgãos sexuais foi realizada para se constatar a efetividade da castração cirúrgica 

bilateral (VALLE et al., 1982). Por sua vez, a pesagem das patas também forneceu indícios do 

processo inflamatório articular decorrente da artrite experimental.  

 

3.7 Protocolo de coleta do plasma 

 

Amostras de sangue foram obtidas com o auxílio de seringas secas, pela punção da 

veia cava (no momento da morte dos animais) e imediatamente transferidas para tubos de 

coleta de sangue à vácuo contendo o anticoagulante EDTA. Estas amostras de sangue foram 

centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos à 4°C. O sobrenadante (plasma) foi recuperado, 
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fracionado e estocado à -80°C para posteriores análises bioquímicas (detalhadamente 

descritas na sequência). 

 

3.8 Ferric Reducing Activity of Plasma - FRAP 

 

 Para determinação da capacidade antioxidante do plasma foram transferidos para um 

tubo de ensaio 80µl de plasma homogeneizado de cada animal, adicionado a 0,250 µL de 

água destilada e 2,4 ml do reagente FRAP (solução-tampão acetato a 3x10-5 mol/L: 2,7 g de 

acetato de sódio anidro + 16 ml de ácido acético glacial para 1 litro de água destilada, 

pH=3,6; ferritripiridiltriazina (TPTZ) a 10-3mol/L em HCl 4x10-3 mol/L e FeCl36H2O 2x10-3 

mol/L na proporção 10:1:1). Esta composição foi então incubada a 37° C durante 15 minutos. 

A absorbância do complexo (TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3+) de coloração 

azul é lido em comparação ao reagente branco (reagente de FRAP) a 593 nm. Para tanto, a 

leitura da absorbância foi realizada pela leitora de microplaca, onde são transferidos 200 µL 

da reação em cada poço. Soluções padrão de Fe2+ na faixa de 0 a 2x10-5 mol/L foram 

preparadas a partir de sulfatos ferrosos (FeSO47H20) em água destilada. Os dados são 

expressos em µmol íons férricos reduzidos a íons ferrosos por litro (BENZIE; STRAIN, 1996). 

 

3.9  Quantificação da peroxidação lipídica  

 

A peroxidação lipídica, que indica o grau de estresse oxidativo do meio biológico, foi 

estimada pela análise do consumo de peróxido – Xylenol Orange (ferrous oxidation-xylenol 

orange, FOX), segundo a técnica descrita originalmente por Jiang et al. (1991) e adaptada 

para plasma e soro por Arab e Steghens (2004). Esta metodologia baseia-se na oxidação de 

Fe2+ a Fe3+ na presença de hidroperóxidos lipídicos e formação de complexos de Fe3+ com o 

xilenol laranja, gerando uma cor característica, a qual pode ser medida 

espectrofotometricamente em 560 nm. O ensaio foi realizado em um reagente de trabalho 

(metanol absoluto 81%; xylenol orange 100 µmol; H2SO4 25 mM; BHT 40 mM; sulfato 

ferroso 250 µmol), no qual foram determinados os hidroperóxidos em amostras de plasma. A 

quantificação dos níveis de peróxidos foi realizada a partir da comparação com uma curva 

padrão de peróxido de cumeno (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78 e 0 µM). 
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3.10 Avaliação das concentrações de nitrito e nitrato por método de Griess 

 

Para essa análise, utilizou-se metodologia descrita por GRANGER et al. (1996), com 

algumas adaptações. Mais especificamente, alíquotas de 50 µL de amostras de plasma foram 

transferidas em tubos tipo eppendorff contendo 250 µL de tampão fosfato 20 mM, 25 µL de 

cofator NADPH 1,8 µM e 25 µL de enzima nitrato redutase 1 U/mL, seguida de incubação 

por 1:30 h à 37 °C. Após esse período, adicionou-se Phenazine Methosulphate 80 µM e 120 

µL sulfato de zinco 0,5 M diluído em etanol 50 % e ainda Na2CO3 0,5 M para 

desproteinização das amostras, seguida de uma incubação de 5 minutos à temperatura 

ambiente. As amostras foram então centrifugadas. Adicionou-se o reagente de Griess I 

(sulfanilamida 1 % diluído em HCL 3 N) e após 5 minutos adicionou-se o reagente de Griess 

II (Naftilenodiamina 0,1 % diluído em HCl 3N). A leitura das amostras foi realizada em 

espectrofotômetro à 540 nm. A concentração de nitrito foi calculada a partir da curva de 

calibração com concentrações conhecidas de NaNO2 (20 mM). A partir da curva de calibração 

foram calculados os coeficientes de regressão.  

 

3.11 Determinação do ácido úrico 

 

 Para esta análise do ácido úrico no plasma dos animais estudados, utilizou-se o kit 

comercial de reagentes Ácido Úrico Liquiform – Labtest®. O princípio deste kit fundamenta-

se na oxidação do ácido úrico, pela uricase, a alantoína e peróxido de hridrogênio. O peróxido 

de hidrogênio recém-formado, na presença da peroxidase, reage com o DHBS e a 4 

aminoantipirina, formando o cromogênio antipirilquinonimina, de cor vermelha, que pode ser 

lido em 490-540 ηm.  

 

3.12 Determinação de testosterona plasmática 

 

 Amostras de plasma, devidamente armazenadas, foram submetidas à determinação dos 

níveis hormonais de testosterona por quimioluminescência (YILMAZ et al., 2006) realizada 

pelo Grupo São Camilo – Medicina Diagnóstica, Maringá/PR. 
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3.13 Isolamento e montagem das preparações de aorta torácica para estudo funcional de 

reatividade vascular 

 

 Os animais foram anestesiados com tiopental sódico - Thiopentax® (200µL/100g à 

uma concentração de 50mg/mL, via intraperitoneal) e exanguinados. Imediatamente após a 

morte dos animais, a aorta torácica foi dissecada e transferida para uma placa de Petri 

recoberta com parafina. Com o auxílio de uma lupa, estas aortas foram separadas dos tecidos 

adjacentes, seccionadas em anéis de 4 mm e fixadas entre 2 ganchos de metal (inseridos no 

lúmen). Em seguida, estes anéis foram montados em cubas para estudo de órgãos isolados, 

com capacidade para 2 mL. Neste ambiente, os anéis foram mantidos sob tensão de 1,5 gf e 

imersos em solução nutritiva de Krebs-Henseleit (composição em mM: NaCl 130,0; KCl 4,7; 

CaCl21,6; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; NaHCO3 15,0 e glicose 11,1), com pH ajustado para 7,4, 

gaseificada com mistura carbogênica (95% O2e 5% CO2) e aquecida a 37°C. Um dos ganchos 

de metal foi conectado a um suporte fixo ajustável e o outro, a um transdutor isométrico de 

força (modelo ML221, ADInstruments, Austrália). As modificações de tônus dessas 

preparações foram registradas através de sistema Powerlab 8/30 data-acquisition system (AD 

Instruments, Castle-Hill, NSW, Australia).  

Antes da determinação das curvas concentração-resposta, as preparações foram 

mantidas em repouso por 60 minutos para se adaptarem a este ambiente artificial. Neste 

período, bem como durante todo o experimento, a solução nutritiva foi substituída a cada 20 

minutos. 

 Para avaliação funcional da integridade endotelial, estas preparações foram pré-

contraídas com noradrenalina (10-5M), e na sequência desafiadas com ACh (10-5M). 

Relaxamentos iguais ou superiores a 60% da pré-contração indicaram integridade endotelial. 

Em preparações cujo endotélio é removido mecanicamente (preparações deendotelizadas), 

relaxamentos induzidos por ACh (10-5M) ≤ 10%, indicaram efetividade da remoção 

endotelial. 

 

3.14  Curvas concentração-resposta 

 

 As preparações foram desafiadas com concentrações cumulativas de Ang II (10-11 a 

10-6 M), ACh (10-9 a 10-4 M), nitroprussiato de sódio (10-13 a 10-7 M) ou solução 

despolarizante (KCl 10-3 mol/L a 12x10-3 mol/L compensado pela redução do sódio em 

solução). Algumas preparações foram desafiadas em paralelo com Ang II e ACh na presença 
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do L-NAME (10-4 M), um inibidor não-seletivo de óxido nítrico sintase, 

Apocinina/Acetovanilona (10-4 M), um inibidor do complexo NAD(P)H oxidase, ou do Tiron 

(10-4 M), um scavenger de radicais livres. Paralelamente, outras preparações foram 

desafiadas com Ang II na presença do PD-123,319 (10-6 M), respectivo antagonista do 

receptor AT2, da Indometacina (10-5 M), inibidor não-seletivo de cicloxigenases (COX), e em 

solução nutritiva de Krebs-Henseleit despolarizante formulada com KCl a 60 mM. Outras 

preparações foram desafiadas com Ang II na presença do L-NAME  (10-4 M) acrescido de 

BQ-123 (10-6 M) e BQ-788 (10-6 M), respectivos antagonistas dos receptores ETA e ETB, na 

presença do L-NAME  (10-4 M) acrescido de Indometacina (10-5 M), ou na presença do L-

NAME  (10-4 M) em solução nutritiva de Krebs-Henseleit despolarizante formulada com KCl 

a 60 mM. Todos os antagonistas/inibidores empregados nessas incubações foram 

administrados diretamente ao banho de órgãos, 20 minutos antes do desafio das preparações. 

 As respostas vasomotoras induzidas por ACh, Ang II, KCl e nitroprussiato de sódio 

foram graficamente expressas como curvas concentração-resposta. 

 

3.15 Análise de parâmetros farmacológicos 

 

A partir destas curvas concentração-resposta foi obtido o pEC50, que consiste no 

negativo do logaritmo, na base 10 , da concentração molar do agonista responsável por 50% 

do efeito máximo (EC50). Este parâmetro foi calculado por regressão não linear através do 

software Prism 6.0® (GraphPad Software Corporation). Os efeitos contrátil/relaxante máximo 

desencadeado pelos desafios realizados sobre as preparações denominado Emax, também 

foram determinados. Este parâmetro corresponde ao efeito máximo que um agonista pode 

desencadear em um tecido sob determinadas condições experimentais. 

 

3.16 Avaliação da expressão proteica - Western Blotting  

 

A técnica de Western Blotting foi utilizada para avaliar a expressão proteica de diferentes 

componentes do SRA - receptores AT1 e AT2 – em tecidos de aorta torácica dos diferentes 

grupos experimentais. Para essa técnica, amostras de aorta armazenadas em freezer -80 oC 

foram homogeneizadas no Polytron em tampão apropriado (90 mM KCl, 10 mM Hepes, 3 

mM MgCl2, 5 mM EDTA, 1% glicerol, 1 mM DTT, 0,04% SDS; pH 7,4), juntamente com 

um mix de inibidores de proteases (20 mM aprotinina, 20 mM pepstatina, 20 mM 

leupepstatina, 40 µM PMSF e 100 mM ortovanadato). O lisado proteico foi centrifugado a 
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10.000 rpm durante 20 minutos a 4 oC e o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer 

-80 oC. A quantificação da concentração proteica das amostras foi obtida pelo Método de 

Bradford (Bradford, 1976) e calculada segundo a equação da reta obtida a partir da curva de 

concentração padrão com Albumina Sérica Bovina – BSA, sendo todas as amostras dosadas 

em duplicatas. 

Para cada ensaio foram utilizados 50 µg de proteína, as quais foram separadas por 

eletroforese (140 volts por 1 hora e 30 minutos) mediante seu peso molecular em gel de 10% 

de SDS-Poliacrilamina (Sódio Dodecil Sulfato-Poliacrilamina) e, então transferidas (20 volts 

por 1 hora) para uma membrana de nitrocelulose (BioRad). Após o término da transferência, a 

membrana foi marcada com solução Ponceau para avaliar tanto a efetividade da transferência, 

como a existência da mesma quantidade de proteína nos diferentes poços. A membrana foi 

lavada com Tampão Salina Tris Tween-20 (TBST) (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2% Tween-

20; pH 7,5) por 10 minutos a temperatura ambiente para garantir a retirada por completo da 

solução Ponceau. As membranas foram incubadas a 4 oC, overnight, com anticorpo primário 

específico, anticorpo anti-AT1 (anti-rabbit, titulação 1:1000, Santa Cruz, código sc-1173), 

anticorpo anti-AT2 (anti-goat, titulação 1:1000, Santa Cruz, código sc-7420 ) e anti-GAPDH 

(anti-mouse, titulação 1:1000, Santa Cruz, código sc-32233). No dia seguinte, após lavagem 

com TBST 3 vezes por 10 minutos, as membranas foram incubadas com o anticorpo 

secundário  ligado à peroxidase (anti-rabbit, titulação 1:10.000, Jackson, código 111-03-003; 

anti-goat, titulação 1:10.000, Jackson, código 705-03503) por 1 hora a temperatura ambiente e, 

lavadas novamente com TBST. A solução de ECL (Enhanced Chemiluminescence – Thermo 

Scientific®) foi adicionada e a membrana foi revelada mediante utilização do aparelho 

UVITEC Cambrigde. A banda correspondente as proteínas de interesse (receptores AT1  e 

AT2), bem como à da proteína de controle interno (GAPDH) foram quantificadas por meio do 

Software UVITEC (UVI-1D). Os resultados referentes à expressão das proteínas de interesse 

foram normalizados pelos valores da expressão da proteína de controle interno. 
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3.17 Diagrama experimental 

 

 
 

3.18 Análise Estatística  

 

 Os dados obtidos foram expressos em mediana e intervalo interquartil (percentis de 25 

e 75, respectivamente). A análise estatística dos resultados foi feita por testes não-

paramétricos: teste de Mann-Whitney - para duas populações independentes (AIA e ORX), e 

teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn - para quatro populações 

independentes (Controle, AIA, ORX e ORX+AIA). Diferenças nos valores de P<0,05 foram 

consideradas estatisticamente significativas. 

 

4 RESULTADOS  

 

4.1 Massa Corporal 

 

Na pesagem dos animais realizada imediatamente antes da castração/falsa-castração, 

ou seja, antes que esses fossem distribuídos nos diferentes grupos experimentais, constatou-

se massas corporais de 359 g ± 7,51. No 21o dia do protocolo experimental, como já 

mencionado, os animais falso-castrados foram distribuídos entre os grupos controle e AIA, 

enquanto os castrados, entre os grupos ORX e ORX+AIA. Na pesagem dos animais realizada 

neste dia, imediatamente antes do procedimento de imunização/falsa-imunização, não foram 
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observadas diferenças significativas de massa corporal entre os grupos recém-constituídos 

(Tabela 1). Contudo, na pesagem realizada no 56o dia, antes dos animais serem mortos, o 

grupo ORX apresentou massas corporais menores em comparação aos animais controles. 

Massas corporais menores em relação ao grupo controle também foram observadas no grupo 

AIA. Por fim, observou-se também que o grupo ORX+AIA apresentou valores de massa 

corporal significativamente menores que os demais grupos. Caracterizando assim um efeito 

somatório entre AIA e castração sobre a massa corporal desses animais (Tabela 1).  
 

Tabela 1 - Massa corporal (g) dos animais determinada no dia da imunização e ao final do protocolo.  

 Grupos 

Dia Controle ORX AIA ORX+AIA 

21o 410 

(360-430; 39) 

375 

(341-407; 35) 

395 

(370-442; 38) 

375 

(347-420; 33) 

56o 445 

(420-775; 37) 

395* 

(360-432; 35) 

360 ** 

(325-415; 38) 

357,5 **,# 

(321-379; 36) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 

* P<0,02; **P<0,0001 em relação aos animais controle 

# P<0,02 em relação aos animais ORX 

Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn 

 

4.2 Dosagem de testosterona plasmática 

 

A AIA não promoveu uma redução significativa nos níveis plasmáticos de 

testosterona. Por outro lado, a ORX reduziu a testosterona plasmática a níveis desprezíveis, e, 

por este motivo não foi possível determinar seus valores nestes grupos experimentais. (Fig. 1).  

 
Figura 1 – Concentrações plasmáticas de testosterona expressas em ng/dL, de animais dos grupos Controle e 

AIA. Valores expressos em mediana ± intervalo interquartil (p25-p75). Entre parênteses, número de amostras. 
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4.3 Massa úmida dos órgãos sexuais internos e glândulas acessórias  

 

Na Tabela 2 estão apresentadas as massas úmidas (g) dos órgãos sexuais internos e 

glândulas acessórias obtidas dos animais controle, ORX, AIA e ORX+AIA, normalizadas 

pela massa corporal total dos animais estudados. Esses dados mostram que a ORX reduziu a 

massa úmida dos epidídimos, ductos deferentes, glândulas seminais e próstata, evidenciando 

uma diferença significativa tanto em relação aos animais controle quanto em relação aos 

animais AIA. A AIA, por sua vez, não modificou significativamente a massa úmida dos 

órgãos sexuais internos e glândulas acessórias dos animais, independentemente da ORX 

(Tabela 2). 

 
Tabela 2 - Massa úmida (g) dos órgãos sexuais internos e glândulas acessórias. 

 Grupos 

 Controle  ORX AIA  ORX+AIA 

Epidídimos  3,28 

 (2,97-3,72; 26) 

0,33 *, # 

(0,22-0,57; 17)  

3,66 

(3,03-3,95; 27) 

0,87 *, #  

(0,37-1,16; 12) 

Ductos Deferentes 0,74 

 (0,62-0,84; 27) 

0,22 *, #  

(0,17-0,27; 28)  

0,76 

 (0,60-0,88; 27) 

0,28 *, #  

(0,22-0,38; 28)  

Glândulas Seminais  2,62 

(2,19-3,48; 27) 

0,33 *, #  

(0,25-0,40; 28)  

2,20 

 (1,89-2,90; 27) 

0,36 *, #  

(0,31-0,54; 27) 

Próstata  1,24 

(1,07-1,42; 27) 

0,23 *, #  

(0,16-0,29; 28)  

1,00 

(0,73-1,30; 27) 

0,21 *, #  

(0,18-0,49; 28) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 
* P<0,0001 em relação aos animais controle  
# P<0,0001 em relação aos animais AIA  

Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn 

 

4.4 Massa úmida e diâmetro das patas 

 

Na Tabela 3 estão dispostas as massas úmidas (g) e na Tabela 4 os diâmetros (mm), 

das patas dianteiras, direitas e esquerdas, bem como, traseiras, direitas e esquerdas. Cabe 

ressaltar que a massa úmida das patas foram normalizadas pela massa corporal total dos 

animais estudados. Ademais, o diâmetro das patas foi registrado em dois momentos, no dia 

da imunização/falsa-imunização e no dia da coleta de amostras, identificados como Pré-
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Imunização e Pós-Imunização, respectivamente. Esses dados mostram que a AIA promoveu 

um aumento significativo tanto da massa úmida quanto do diâmetro em todas as patas 

analisadas, independentemente da ORX. A ORX, por sua vez, não modificou a massa úmida, 

tampouco o diâmetro das patas dos animais estudados (Tabelas 3 e 4, respectivamente). 
 

Tabela 3 - Massa úmida (g) das patas. 

 Grupos 

Patas Controle ORX AIA ORX+AIA 

Dianteira Direita 1,81 

(1,66-2,02; 26) 

2,05 

(1,89-2,18; 29) 

2,61 * # 

(2,11-3,09; 26) 

2,77 * # 

(2,33-3,14; 28) 

Dianteira Esquerda 1,91 

(1,70-2,06; 26) 

2,02 

(1,89-2,20; 29) 

2,64 * # 

(2,39-2,95; 26) 

2,79 * # 

(2,36-3,42; 28) 

Traseira Direita 5,99 

(5,57-6,50; 26) 

6,46 

(6,01-6,76; 29) 

13,73 * # 

(12,16-15,31; 26) 

14,33 * # 

 (11,63-16,23; 28) 

Traseira Esquerda 5,24 

(4,82-5,59; 27) 

5,55 

(5,24-5,80; 29) 

8,53 * # 

(7,16-9,43; 26) 

8,72 * # 

(7,28-9,95; 27) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 
* P<0,0001 em relação aos animais Controle 
# P<0,0001 em relação aos animais ORX 

Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn 
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Tabela 4 - Diâmetro (cm) das patas determinados antes e após imunização/falsa-imunização. 

 Grupos 

Patas Controle ORX AIA ORX+AIA 

Pré-imunização 

Dianteira Direita 4,40 
(4,40-4,54; 36) 

4,40 
(4,20-4,60; 38) 

4,42 
(4,20-4,60; 36) 

4,40 
(4,37-4,61; 34) 

Dianteira Esquerda 4,45 
(4,40-4,64; 36) 

4,50 
(4,40-4,70; 38) 

4,50 
(4,22-4,77; 36) 

4,50 
(4,40-4,70; 34) 

Traseira Direita 4,82 
(4,31-5,30; 38) 

4,90 
(4,27-5,30; 38) 

4,75 
(4,30-5,35; 39) 

4,95 
(4,50-5,40; 35) 

Traseira Esquerda 4,67 
(4,35-5,05; 38) 

4,87 
(4,40-5,35; 38) 

4,85 
(4,40-5,40; 39) 

4,95 
(4,50-5,50; 35) 

Pós-imunização 

Dianteira Direita 4,55 
(4,40-4,65; 36) 

4,45 
(4,35-4,65; 37) 

5,10 * # 
(4,70-5,80; 35)  

5,40 * # 
(4,85-6,05; 37)  

Dianteira Esquerda 4,62 
(4,41-4,80; 36) 

4,40 
(4,35-4,60; 37) 

5,40 * # 
(5,00-6,20; 35)  

5,40 * # 
(4,90-6,10; 37)  

Traseira Direita 5,20 
(4,82-5,54; 36) 

5,35 
(4,80-5,65; 37) 

10,50 * # 
(9,40-12,10; 35)  

10,70 * # 
(9,65-12,08; 37)  

Traseira Esquerda 4,97 
(4,70-5,49; 36) 

5,00 
(4,55-5,50; 37) 

7,80 * # 
(6,80-8,60; 35)  

8,05 * # 
(7,25-9,15; 37)  

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 
* P<0,0001 em relação aos animais Controle 
# P<0,0001 em relação aos animais ORX 

Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn 

 

4.5 Massas úmidas do coração e rim  

 

Na Tabela 5 estão apresentadas as massas úmidas (g) do coração e do rim direito, 

normalizadas pela massa corporal total dos animais estudados. Observou-se que a AIA 

promoveu um aumento significativo da massa tanto do coração, quanto do rim. A ORX, por 

sua vez, não influenciou a massa úmida destes órgãos em animais AIA, tampouco em 

animais não-imunizados (Tabela 5).  
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Tabela 5 - Massa úmida (g) do coração e do rim direito  

 Grupos 

 Controle ORX AIA ORX+AIA 

Coração  3,20 

 (3,00-3,44; 27) 

3,26 

(2,97-3,66; 28) 

3,81 *,# 

(3,60-4,09; 27) 

3,79 *,#  

(3,44-3,95; 28) 

Rim Direito  3,11 

(2,94-3,73; 26) 

2,83 

(2,59-3,19; 28)  

3,58 *,# 

(3,30-3,82; 26)  

3,42 # 

(3,19-3,66; 27)  

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 
* P<0,0001 em relação aos animais controle; 

 # P<0,0001 em relação aos animais ORX  

Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn. 

 

4.6 Balanço redox do plasma  

 

A AIA e a ORX não modificaram significativamente os valores de FRAP, 

nitrito/nitrato (NO-
2/NO-

3) e ácido úrico no plasma dos animais estudados. Todavia, a AIA 

diminuiu os valores de FOX em comparação aos valores dos animais do grupo controle 

(Tabela 6). 
 

Tabela 6 – Valores de FRAP, FOX, NO-
2/NO-

3 e ácido úrico. 

 Grupos 

 Controle  ORX AIA  ORX+AIA 

FRAP (µmol/L) 720,5 

(552,2-894,6; 20) 

923,2 

(605,2-1363,0; 20) 

718,3 

 (356,0-1274,0; 20) 

677,2 

 (435,5-1071,0; 20) 

FOX (µmol/L) 19,3 

(12,5-23-7; 21) 

9,9 

(7,1-16,5; 19) 

9,3 * 

(7,4-12,7; 19) 

9,6 

 (7,1-19,7; 15) 

NO-
2/NO-

3 (µmol/L) 21,2 

(6,9-66-4; 19) 

27,3 

 (7,1-56,5; 20) 

34,5 

 (19,6-59,1; 20) 

55,5 

 (32,8-63,8; 20) 

Ácido Úrico (ng/dL) 2,5 

(2,4-3,7; 11) 

2,9 

 (2,5-4,5; 13) 

2,7 

(2,3-4,9; 12) 

3,5 

 (2,1-4,5; 15) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 
*P<0,03 em relação aos animais Controle  

Kruskal-Wallis, pós-teste de Dunn 
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4.7 Estudo das respostas da aorta à ACh  

 

 Na Figura 2A são apresentadas as curvas concentração-resposta para a ACh obtidas 

em preparações de aorta torácica. Nota-se que a AIA não modificou o relaxamento induzido 

pela ACh nestas preparações. A ORX, por sua vez, reduziu o relaxamento induzido pela ACh 

nestas preparações. Todavia, essa redução de resposta à ACh não implicou em modificações 

estatisticamente significativas de Emax ou de pEC50 (Tabela 7).  

A AIA e/ou ORX tampouco modificaram significativamente o padrão das curvas 

concentração-resposta para ACh quando essas preparações foram estudadas na presença do 

L-NAME 10-4M (Fig. 2B), Apocinina 10-4M (Fig. 2C) ou Tiron 10-4M (Fig. 2D). Por conta 

disso, na presença desses tratamentos, não foram observadas diferenças significativas de Emax 

ou de pEC50 (Tabela 7) entre os grupos estudados. Cabe esclarecer que o parâmetro pEC50 

não pode ser calculado na presença do L-NAME pois, nesta condição as respostas relaxantes 

à ACh foram suprimidas praticamente por completo. 
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Figura 2 - Curvas concentração-resposta (relaxamento expresso como % da pré-contração induzida por 

fenilefrina) para ACh determinadas em preparações isoladas de aorta torácica, obtidas de animais pertencentes 

aos grupos Controle (o),ORX (� ), AIA (�) e ORX+AIA (n), na ausência (A) ou presença de L-NAME 10-4M 

(B), Apocinina 10-4M (C) ou Tiron 10-4M (D). Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número 

de amostras.  
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Tabela 7 - Valores Emax e pEC50 para ACh determinados na ausência ou na presença de L-NAME (10-4M), 

Apocinina (10-4M) ou Tiron (10-4M).  

 

 Grupos 

Tratamentos Controle ORX AIA ORX+AIA 

Emax  

Salina 46,43 

(41,61-56,55; 7) 

66,15 

(56,19-72,76; 7) 

53,42 

(46,00-56,84; 6) 

44,29 

(41,36-56,91; 6) 

L-NAME  99,24 

(91,27-100,00; 10) 

99,95 

(93,17-100,00; 9) 

95,08 

(64,93-99,86; 9) 

99,90 

(93,30-100,00; 11) 

Apocinina  42,02 

(29,28-48,52; 7) 

54,57 

(38,46-61,64; 7) 

40,96 

(30,88-52,89; 6) 

39,95 

(29,85-53,64; 6) 

Tiron  69,45 

(57,98-82,32; 13) 

73,16 

(65,45-84,37; 9) 

59,14 

(26,40-87,55; 10) 

72,40 

(51,58-77,37; 11) 

pEC50  

Salina 6,55 

(6,25-6,68; 7) 

5,89 

(5,59-6,70; 7) 

6,52 

(6,22-6,77; 6) 

6,45 

(5,81-6,76; 6) 

L-NAME  - - - - 

Apocinina  6,31 

(5,88-6,39; 7) 

6,32 

(5,83-6,56; 7) 

6,29 

(6,05-6,50; 6) 

6,48 

(6,05-6,73; 6) 

Tiron  6,07 

(5,68-6,24; 13) 

5,91 

(5,40-6,30; 9) 

6,06 

(5,78-6,55; 10) 

5,93 

(5,61-6,24; 11) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 

 

4.8 Estudo das respostas da aorta à Ang II  

 

Na Figura 3A são apresentadas as curvas concentração-resposta para Ang II 

determinadas em preparações de aorta torácica, obtidas dos diferentes grupos experimentais 

estudados. Essas curvas mostram que nem a AIA e tampouco a ORX modificaram o padrão 

das respostas à Ang II nestas preparações. Dessa forma, não foram observadas diferenças 

significativas de Emax e pEC50 (Tabela 8) para Ang II entre os grupos estudados. 
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4.8.1 Influência do NO, prostanoides e mecanismos hiperpolarizantes 

 

A AIA também não modificou o padrão das curvas concentração-resposta para Ang II 

determinadas em preparações de aorta torácica incubadas com Indometacina 10-5M (Fig. 3B), 

ou naquelas desafiadas em cubas contendo solução nutritiva despolarizante (Fig. 3C). Logo, 

não foram observadas diferenças significativas em termos de Emax e pEC50 (Tabela 8) entre os 

grupos estudados. 

Por outro lado, na presença do L-NAME 10-4M as respostas à Ang II em preparações 

de aorta torácica obtidas dos grupos falso-imunizados (controle e ORX) foram maiores em 

comparação ao grupo AIA (Fig. 3D). Essas diferenças foram significativas em termos de Emax, 

mas não de pEC50 (Tabela 8). Analisando-se comparativamente as figuras 3A e 3D, percebe-

se que essas modificações de resposta entre grupos foram evidenciadas porque o tratamento 

com L-NAME elevou o Emax da Ang II nos animais falso-imunizados, sem contudo, elevar 

essas respostas nos animais AIA e ORX+AIA. 
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Figura 3 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas de aorta torácica, 

obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), AIA (�) e ORX+AIA (n), na ausência (A) 

ou na presença de Indometacina 10-5M (B), solução nutritiva de Krebs- Henseleit hiperpolarizante (KCl 60 mM; 

C) ou L-NAME 10-4M (D), Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras. 
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Tabela 8 - Valores Emax e pEC50 para Ang II determinados em preparações estudadas na ausência ou na 

presença de Indometacina 10-5M, solução nutritiva despolarizante (KCl 60 mM) ou L-NAME 10-4M. 

 

 Grupos 

Tratamentos Controle ORX AIA ORX+AIA 

Emax   

Salina 0,150 

(0,076-0,198; 11) 

0,146 

(0,074-0,264; 10) 

0,067 

(0,018-0,201; 11) 

0,073 

(0,023-0,126; 12) 

Indometacina 0,120 

(0,38-0,272; 12) 

0,126 

(0,041-0,200; 11) 

0,061 

(0,034-0,144; 9) 

0,120 

(0,041-0,270; 8) 

KCl 60 mM 0,091 

(0,049-0,265; 6) 

0,170 

(0,057-0,254; 6) 

0,126 

(0,032-0,226; 5) 

0,177 

(0,035-0,376; 5) 

L-NAME 0,529 

(0,178-0,657; 10) 

0,327 

(0,260-0,411; 10) 

0,122 **, # 

(0,062-0,166; 9) 

0,151 

(0,063-0,326; 11) 

pEC50  

Salina 8,34 

(8,16-8,45; 11) 

8,18 

(7,57-8,60; 10) 

8,05 

(7,93-8,54; 11) 

8,25 

(7,84-8,64; 12) 

Indometacina 8,40 

(8,02-8,73; 12) 

8,60 

(7,97-9,10; 11) 

8,12 

(7,81-8,26; 9) 

7,87 

(7,14-8,43; 8) 

KCl 60 mM 9,35 

(8,15-9,94; 6) 

9,11 

(9,01-9,20; 6) 

8,85 

(8,50-9,34; 5) 

8,67 

(8,41-8,93; 5) 

L-NAME 8,05 

(7,87-8,54; 10) 

8,15 

(7,22-8,50; 10) 

7,90 

(7,41-8,48; 9) 

7,69 

(7,04-8,33; 11) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 

** P<0,005 e # P<0,02 em relação aos animais controle e ORX, respectivamente; Kruskal-Wallis, seguida por 

pós-teste de Dunn. 

 

4.8.2 Interação do NO com endotelina, prostanoides e mecanismos 

hiperpolarizantes 

 

Na presença simultânea de L-NAME e BQ-123 , as preparações obtidas de todos os 

grupos estudados apresentaram um padrão de resposta à Ang II de magnitude similar àquelas 



	
  

	
   45	
  

obtidas nas preparações dos animais do grupo controle. Por conta disso, não foram 

observadas diferenças significativas de Emax ou pEC50 (Tabela 9) entre os grupos 

experimentais. Já na presença concomitante do L-NAME e do BQ-788, as respostas à Ang II 

em preparações obtidas nos animais controle foram maiores em comparação aos demais 

grupos analisados. Além disso, as respostas à Ang II observadas nas preparações de animais 

ORX foram maiores em comparação às observadas nos animais ORX+AIA. Essas diferenças 

de resposta de Ang II entre grupos, no entanto, não implicaram em diferenças significativas 

de Emax ou pEC50 (Tabela 9).  Este padrão de resposta à Ang II, em que os animais 

imunizados apresentaram Emax e pEC50 muito próximos aos animais controles, também foi 

observado quando as preparações foram incubadas com L-NAME, concomitantemente à 

indometacina (Tabela 9) ou incubadas com L-NAME em meio contendo solução nutritiva 

despolarizante (Tabela 9). 
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Figura 4 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas de aorta torácica, 

obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença 

concomitante de L-NAME 10-4M e BQ123 10-6M (A), BQ788 10-6M (B) ou Indometacina 10-5M (C), bem 

como, na presença do L-NAME 10-4M  em cuba contendo solução de Krebs-Henseleit despolarizante (KCl 60 

mM; D). Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras.  

 

 

 

 

 

-12 -10 -8 -6 -4

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

Ang II Log [mol/L]

Controle (14)

ORX (12)
AIA (13)

ORX+AIA (13)

BQ-123
L-NAME

Te
ns

ão
 (g

)

-12 -10 -8 -6 -4

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

Ang II Log [mol/L]

Controle (13)

ORX (9)
AIA (10)

ORX+AIA (8)

Indometacina
L-NAME

Te
ns

ão
 (g

)

-12 -10 -8 -6 -4

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

Ang II Log [mol/L]

Controle (10)
ORX (12)
AIA (10)
ORX+AIA (15)

BQ-788 
L-NAME

Te
ns

ão
 (g

)

-12 -10 -8 -6 -4

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

Ang II Log [mol/L]

KCL 60 mmol/L 

Controle (11)

AIA  (9)

ORQ+AIA (7)  

ORX (11)

L-NAME

Te
ns

ão
 (g

)

A B

C D



	
  

	
   47	
  

Tabela 9 - Valores Emax e pEC50 para Ang II determinados na presença de L-NAME 10-4M associado ao BQ123 

10-6M, BQ788 10-6M,   Indometacina 10-5M ou solução nutritiva despolarizante (KCl 60 mM). 

 

 Grupos 

Tratamentos Controle ORX AIA ORX+AIA 

Emax   

L-NAME + BQ123 

0,447 

(0,172-0,975; 14) 

0,442 

(0,251-0,520; 12) 

0,313 

(0,161-0,757; 13) 

0,468 

(0,137-0,857; 13) 

L-NAME + BQ788 

0,556 

(0,226-0,747; 10) 

0,275 

(0,125-0,502; 12) 

0,217 

(0,103-0,274; 10) 

0,176 

(0,097-0,586; 15) 

L-NAME + Indometacina 

0,316 

(0,148-0,854; 13) 

0,476 

(0,410-0,754; 9) 

0,328 

(0,093-0,669; 10) 

0,419 

(0,335-0,711; 8) 

L-NAME + KCl 60 mM 

0,316 

(0,102-0,588; 11) 

0,187 

(0,126-0,419; 11) 

0,235 

(0,126-0,422; 9) 

0,626 

(0,090-0,778; 7) 

pEC50 

L-NAME + BQ123 

8,87 

(8,54-9,53; 14) 

8,71 

(8,54-9,70; 12) 

8,42 

(7,82-9,36; 13) 

8,36 

(8,04-8,77; 13) 

L-NAME + BQ788 

8,89 

(8,32-9,26; 10) 

8,79 

(8,56-9,65; 12) 

8,53 

(7,58-9,22; 10) 

8,22 

(7,93-9,36; 15) 

L-NAME + Indometacina 

8,42 

(8,04-8,85; 13) 

8,70 

(8,13-9,25; 9) 

8,70 

(8,22-9,48; 10) 

9,06 

(8,97-9,65; 8) 

L-NAME + KCl 60 mM 

9,05 

(8,05-9,45; 11) 

9,23 

(8,82-10,10; 11) 

9,15 

(8,63-9,69; 9) 

8,47 

(8,05-8,85; 7) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 
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4.8.3 Influência de espécies reativas nas respostas da aorta à Ang II 

 

Na presença da Apocinina, as respostas à Ang II nas preparações obtidas dos animais 

controle e, sobretudo dos animais ORX, foram claramente maiores em relação aos animais 

AIA e ORX+AIA. Por contra disso, os valores de Emax para Ang II obtidos no grupo ORX 

foram maiores em relação aos obtidos nos grupos AIA ou ORX+AIA [Controle 0,130 (0,069-

0,279; 11), ORX 0,206 (0,099-0,462; 11), AIA 0,062*, ** (0,039-0,094; 12) e ORX+AIA 

0,078 (0,030-0,111; 10); *P<0,05 e **P<0,003 em relação aos animais ORX; Kruskal-Wallis, 

seguida por pós-teste de Dunn]. Por outro lado, nenhuma diferença intergrupos foi observada 

em termos de pEC50 [Controle 8,03 (7,67-8,45; 11), ORX 8,37 (7,65-9,00; 11), AIA 7,91 

(7,45-8,31; 12) e ORX+AIA 7,74 (6,86-8,17; 10)]. 

 

 
 
Figura 5 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas de aorta torácica, 

obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (� ), AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença de 

Apocinina 10-4M. Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras. 

 

Na presença do Tiron, o padrão das curvas concentração-resposta para Ang II, 

determinadas em preparações isoladas de aorta não foi modificado tanto pela AIA quanto 

pela ORX. Assim, não foram observadas diferenças de Emax [Controle 0,130 (0,032-0,216; 

14), ORX 0,147 (0,048-0,213; 11), AIA 0,048 (0,016-0,233; 10) e ORX+AIA 0,043 (0,017-

0,305; 11)] e pEC50 [Controle 8,40 (8,22-8,60; 14), ORX 8,21 (7,82-8,50; 11), AIA 7,84 

(7,61-8,34; 10) e ORX+AIA 8,34 (8,13-8,55; 11)] entre os grupos estudados. 
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Figura 6 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas de aorta torácica, 

obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (� ), AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença de 

Tiron 10-4M. Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras.  

 

4.9 Estudo da expressão proteica para os receptores AT1 e AT2 de Ang II em aortas  

 

Os níveis de proteína do receptor de AT1 em aortas obtidas de animais pertencentes 

aos grupos AIA, ORX ou ORX+AIA foram significativamente menores em comparação aos 

observados nas aortas dos animais controles (Fig. 8A). Por outro lado, os níveis de proteína 

do receptor AT2 nestas preparações não diferiram entre os grupos estudados (Fig. 8B). 
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Figura 7 – Expressão proteica dos receptores de Ang II subtipos AT1 (A) e AT2 (B), em relação à GADPH, 

determinadas em aortas torácicas isoladas (parte superior) de animais pertencentes aos grupos Controle, ORX,  

AIA e ORX+AIA e quantificação densiométrica das bandas correspondentes (parte inferior). Valores expressos 

em mediana ± intervalo interquartil (p25-p75). * P <0,05 em relação ao grupo Controle (Kruskal-Wallis seguido 

por pós-teste de Dunn). Entre parênteses, número de amostras. 

 

4.10 Participação dos receptores AT2 nas respostas da aorta à Ang II 

 

Na presença de PD123,319 10-6M, tanto a AIA quanto a ORX não modificaram 

significativamente o padrão das curvas concentração-resposta para Ang II. Por conta disso, 

também não foram observadas diferenças significativas, em consequência da AIA e/ou da 

ORX, nos parâmetros de Emax [Controle 0,220 (0,124-0,457; 14), ORX 0,179 (0,069-0,352; 

13), AIA 0,082 (0,053-0,220; 12) e ORX+AIA 0,107 (0,041-0,279; 13)] e pEC50 [Controle 

8,56 (8,25-9,09; 14), ORX 8,78 (8,38-9,05; 13), AIA 8,31 (7,87-8,93; 12) e ORX+AIA 8,20 

(7,86-9,00; 13)] para Ang II obtidos na presença de PD123,319, em consequência da AIA 

e/ou ORX. 
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Figura 8 - Curvas concentração-resposta para Ang II determinadas em preparações isoladas de aorta torácica, 

obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (� ), AIA (�) e ORX+AIA (n), na presença de 

PD123,319 10-6M. Pontos representam média ± E.P.M. Entre parênteses, o número de amostras.  

 

4.11  Estudo das respostas à Ang II e ao KCl em aortas deendotelizadas, e ao 

nitroprussiato de sódio em aortas intactas 

 

A deendotelização elevou as respostas à Ang II nas preparações de aorta torácica 

obtidas dos animais pertencentes aos quatro grupo estudados (Fig. 10A). Isto pode ser 

observado ao se comparar as Emax apresentadas na Figura 3A com as Emax apresentadas na 

Figura 10A. Todavia, apesar desta elevação na capacidade de resposta à Ang II decorrente da 

deendotelização, nenhuma diferença de Emax e pEC50  (Tabela 10) foi observada entre os 

grupos estudados. 

 Nessas preparações deendotelizadas, também não foram observadas modificações no 

padrão das curvas concentração-resposta para o KCL, induzidas pela ORX e/ou a AIA (Fig. 

9B). Assim, não foram observadas diferenças significativas, em consequência da AIA e/ou 

ORX nos parâmetros de Emax e pEC50  obtidos a partir destas curvas concentração-resposta 

(Tabela 10). 

 A AIA, associada ou não à ORX também não modificou significativamente o padrão 

das curvas concentração-resposta para nitroprussiato de sódio (Fig. 10C) determinadas em 

preparações isoladas de aorta torácica, com endotélio preservado. Do mesmo modo, não 

foram observadas diferenças significativas, em consequência da AIA e/ou ORX, nos 

parâmetros de Emax e pEC50 obtidos a partir destas curvas (Tabela 10) 
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Figura 9 - Curvas concentração-resposta para Ang II (A) e KCl (B), determinadas em preparações de aorta 

torácica deendotelizadas, e para nitroprussiato de sódio (C), determinadas em preparações intactas, obtidas de 

animais pertencentes aos grupos Controle (o),ORX (☐), AIA (�) e ORX+AIA (n). Pontos representam média ± 

E.P.M. O último ponto de cada curva concentração-resposta equivale ao Emax da resposta. Entre parênteses, o 

número de amostras.  
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Tabela 10 - Valores Emax e pEC50 para KCL e nitroprussiato de sódio. 

 Grupos 

Tratamentos Controle ORX AIA ORX+AIA 

Emax   

Ang II (E-) 
0,405 

(0,144-0,636; 13) 

0,337 

(0,116-0,515; 11) 

0,402 

(0,207-0,559; 14) 

0,403 

(0,288-0,581; 14) 

KCL (E-) 
1,496 

(1,005-1,563; 6) 

1,395 

(1,282-1,533; 6) 

1,095 

(0,924-1,719; 6) 

1,513 

(1,256-1,620; 7) 

Nitroprussiato de sódio (E+) 
0,000 

(0,000-0,000; 7) 

0,180 

(0,000-0,476; 6) 

0,000 

(0,000-0,924; 7) 

0,243 

(0,000-0,873; 7) 

pEC50 

Ang II (E-) 
8,17 

(7,59-9,07; 13) 

8,25 

(7,31-8,60; 11) 

7,91 

(7,35-8,31; 14) 

8,05 

(7,57-8,37; 14) 

KCL (E-) 
-1,92  

(-1,77 a -1,96; 6) 

-1,88  

(-1,69 a -1,93; 6) 

-1,94  

(-1,91 a -1,96; 6) 

-1,95  

(-1,92 a -1,96; 7) 

Nitroprussiato de sódio (E+) 8,27 

(7,36-9,68; 7) 

7,91 

(5,53-9,42; 6) 

7,99 

(7,41-8,37; 7) 

7,93 

(6,94-9,34; 7) 

Valores expressos em medianas 

Entre parênteses intervalo interquartil (p25-p75) seguido do número de animais avaliados 

E-: preparações deendotelizadas. 

E+: preparações intactas. 

 

 

5 DISCUSSÃO  

  

 As manifestações da AR vão além de alterações centradas na sinóvia e articulações, 

visto que tecidos e órgãos como pele, vasos sanguíneos, coração, pulmões e músculos podem 

ser acometidos, principalmente naqueles pacientes com a doença articular mais grave 

(MOREIRA; CARVALHO, 1996; SKARE, 2007; CARVALHO; LANNA; BERTOLO, 

2008). Pacientes artríticos com altos níveis de atividade inflamatória, provavelmente em 
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decorrência da inflamação sistêmica, podem desenvolver disfunção endotelial, o que resulta 

em aumento da mortalidade por doenças cardiovasculares (TORIGOE; LAURINDO, 2006; 

GABRIEL, 2008; LIMA; MASSABKI, 2009). Neste sentido, diversos estudos têm sido 

propostos visando compreender melhora disfunção endotelial que ocorre associada a AR. 

Boa parte dos estudos que exploram mecanismos fisiopatológicos característicos da 

AR são realizados em modelos animais. Nestes modelos experimentais, o pesquisador pode 

abordar os mecanismos inflamatórios de forma mais direta, além de ter mais possibilidades 

de intervenção sobre os mesmos. Contudo, cabe ressaltar que os modelos experimentais de 

artrite nem sempre reproduzem com exatidão as condições fisiopatológicas da AR. Por conta 

disso, os dados obtidos nestes estudos experimentais não podem ser extrapolados de forma 

precipitada para o ser humano. Antes, é necessário o acúmulo de evidências em diferentes 

modelos experimentais, para que a extrapolação de dados para o ser humano seja feita de 

forma racional e segura. Neste sentido, o presente estudo propõe-se a contribuir nesta 

construção de conhecimento acerca das repercussões vasculares da AR. 

O presente estudo fundamentou-se em evidências de um possível envolvimento do 

sistema renina-angiotensina nos danos cardiovasculares tanto na AR quanto em modelos 

experimentais que simulam a AR. Acredita-se que a angiotensina II (Ang II), por meio de 

uma ação em receptores AT1, agrave o comprometimento endotelial decorrente de 

inflamação sistêmica promovida pela artrite  (FLAMMER et al., 2008; SAKUTA et al., 

2010; SHI et al., 2012; MACKENZIE et al., 2013). Por outro lado, a literatura também relata 

a influência dos hormônios andrógenos, principalmente da testosterona, nas ações da Ang II 

sobre os tecidos vasculares (RECKELHOFF, 2005; KANG et al., 2012; MARIC-BILKAN; 

MANIGRASSO, 2012). De fato, existem evidências sugerindo que a testosterona acentua os 

efeitos vasculares da Ang II (SONG et al., 2006a; SONG et al.,  2006b; SONG  et al., 2010; 

OJEDA et al., 2010). Assim, o presente estudo buscou verificar se a testosterona, talvez 

modulando o balanço redox e consequentemente a atividade endotelial nestas preparações, 

pode participar de eventuais modificações de respostas da aorta à Ang II induzidas pela AIA.  

Para que pudéssemos investigar com propriedade o papel da testosterona nas 

repercussões vasculares induzidas pela AIA, foi primeiramente necessário certificar-se de 

que o protocolo de castração utilizado era efetivo em reduzir os níveis séricos deste hormônio 

nos animais estudados. Essa investigação iniciou-se pela análise do ganho de massa corporal 

dos animais submetidos à castração, uma vez que a testosterona tem efeitos tanto virilizantes 

quanto anabolizantes (WANG et al., 2000). Nesta análise observamos que o ganho de massa 

corporal foi menor nos animais castrados, sobretudo no período compreendido entre o 21o e o 
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56o dias de seguimento pós-castração. Essa diferença provavelmente seja uma consequência 

da redução de testosterona nesses animais. O fato desta redução de massa corporal ter sido 

evidente no período mais tardio do protocolo, atingindo a significância no 56o dia, após a 

castração sugere que a redução da testosterona, e suas consequências sobre o organismo 

desses animais, vão se intensificando com o passar do tempo. 

O ganho de massa corporal ao longo do protocolo experimental também foi menor no 

grupo dos animais AIA, em relação aos animais não-imunizados na última pesagem. É 

possível que este menor ganho de massa corporal nos animais AIA seja decorrente de uma 

sarcopenia, semelhante à observada na caquexia reumatoide. Na AR, este importante fator de 

comorbidade é resultado de diversas modificações fisiopatológicas como: anorexia, fadiga, 

mal-estar, alterações do sono, aumento da temperatura corporal, maior gasto energético em 

repouso, “supressão” medular, aumento das proteínas de fase aguda, balanço de nitrogênio 

negativo, hipoalbuminemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, entre outras, mediadas 

diretamente pelas citocinas pró-inflamatórias (ROCHA et al., 2009; TEIXEIRA; FILIPPINI; 

XAVIER, 2012). Tem sido proposto que o grau da caquexia reumatoide esteja diretamente 

relacionado com a intensidade da sinovite, o que leva a um círculo vicioso (ROCHA et al., 

2009). Assumindo que o menor ganho de massa corporal observado no presente estudo, após 

a indução da AIA, seja de fato um fenômeno relacionado à caquexia reumatoide, esta é mais 

uma evidência de que o modelo de artrite utilizado reproduz a AR. Por fim, cabe ressaltar que, 

as massas corporais do grupo AIA+ORX foram ainda menores que as observadas nos grupos 

AIA e ORX isoladamente, caracterizando assim um efeito somatório entre a AIA e a 

castração sobre a massa corporal desses animais. Este efeito somatório indica que, a 

sarcopenia decorrente da artrite pode ser mais grave em situações de hipoandrogenismo. 

No presente estudo, as repercussões da castração nas concentrações plasmáticas de 

testosterona também foram demonstradas de forma direta, através da dosagem de testosterona 

plasmática. Constatou-se que entre os animais castrados, os níveis plasmáticos de 

testosterona reduziram-se a valores não detectáveis pela metodologia empregada. Vale 

ressaltar que, a dosagem dos níveis plasmáticos de testosterona é o “padrão-ouro" para 

validação dos procedimentos de castração. Por fim, a efetividade da castração foi reforçada 

nos animais estudados, pela atrofia dos órgãos sexuais internos (epidídimos e ductos 

deferentes) e das glândulas acessórias (glândulas seminais e próstata) (MATSUDA et al., 

1994; McKEE et al., 2003; BLANCO-RIVERO et al., 2006; ROSSIGNOLI; PEREIRA; 

CHIES, 2010). Isto posto, ainda cabe ressaltar que a redução de massa úmida observada nas 

vias espermáticas (epidídimos e ductos deferentes), provavelmente decorra da perda de 
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conteúdo celular e reabsorção espermática, enquanto a redução de massa úmida nas glândulas 

acessórias (glândulas seminais e próstata) associa-se à alterações tanto estruturais quanto 

funcionais decorrentes da intensa queda de testosterona. (TOSHIMORI, 2003; CAMPION et 

al., 2012). Ademais, reduções semelhantes de massa úmida de órgãos sexuais foram 

observados por outros estudos, confirmando assim a validade e a uniformidade dos 

procedimentos cirúrgicos realizados nestes animais. (ROSSIGNOLI; PEREIRA; CHIES; 

2010). 

Estudos prévios já discutiram a complexa interação entre hormônios esteroides e as 

doenças autoimunes, mais precisamente a AR. De fato, observou-se que o desenvolvimento, 

assim como, a gravidade da AR estão diretamente relacionados aos baixos níveis de 

andrógenos gonadais e adrenais. Além disso, a relação hormonal “andrógeno/estrógeno” 

encontra-se reduzida em pacientes AR, tanto homens quanto mulheres (CUTOLO, 2000). 

Segundo este estudo, isto pode justificar-se pelo fato dos andrógenos serem 

imunossupressores. Reforçam essa hipótese, os estudos que demonstram uma redução dos 

níveis de testosterona sérica tanto em pacientes do sexo masculino com AR, quanto em ratos 

machos submetidos à AIA (BARBIER; BRELIERE; RONCUCCI, 1985; GORDON et al., 

1986; BRUOT; CLEMENS, 1987; CLEMENS; BRUOT, 1989). A terapia de reposição 

hormonal realizada ao longo de 6 meses em homens com AR, por sua vez, resultou na 

redução do número de articulações acometidas, bem como, na diminuição do consumo de 

anti-inflamatórios não-esteroidais (CUTOLO, 2000). Em modelos animais, observou-se que a 

reposição com testosterona, tanto em altas quanto em baixas doses, preveniu os danos 

articulares inerentes à artrite (HARBUZ et al., 1995). Todavia, no presente estudo, a AIA não 

modificou os níveis plasmáticos de testosterona e tampouco influenciou a massa úmida dos 

órgãos sexuais estudados dos animais castrados e não-castrados. 

Feita a validação do procedimento de ORX, era também necessário confirmar se o 

protocolo de indução de AIA, utilizado no presente estudo, era efetivo em promover um 

processo inflamatório poliarticular. O acometimento articular induzido pela AIA foi 

constatado primeiramente pela ectoscopia, com foco nas patas dos animais imunizados. 

Segundo esta análise, todos os animais imunizados desenvolveram sinais clássicos de um 

processo inflamatório articular, caracterizado sobretudo por eritema e edema. Paralelamente, 

observou-se um aumento significativo da massa úmida das patas dos animais AIA em relação 

aos animais não-imunizados. Considerando que a AIA reproduza muitos mecanismos 

fisiopatológicos da AR, essas manifestações articulares provavelmente decorram da 

deposição da fibrina, hiperplasia de células sinoviais, infiltração mononuclear, formação de 
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pannus, destruição óssea e cartilaginosa (OLIVER; BRAHN, 1996; BENDELE et al., 1999; 

BENDELE, 2001; HEGEN et al., 2008). É válido salientar que a castração não influenciou o 

aumento da massa úmida das patas dos animais AIA. Essa informação é relevante pois, os 

estudos que avaliam as modificações vasculares induzidas por artrite podem ser criticados, 

visto que a gravidade do processo inflamatório articular influencia as manifestações 

vasculares. Assim, intervenções que atenuem os danos da artrite sobre o sistema 

cardiovascular de humanos ou animais submetidos à artrite podem, na verdade, ter seus 

efeitos no processo inflamatório das articulações acometidas e não diretamente nos vasos. 

Neste sentido, melhorias nos parâmetros cardiovasculares seriam apenas uma consequência 

da atenuação da inflamação articular. No presente estudo, entretanto, as manifestações 

articulares induzidas por AIA não foram influenciadas pela castração. Desta forma, podemos 

dizer que quaisquer alterações induzidas pela ORX no perfil das respostas à Ang II, 

eventualmente observadas nos animais AIA, não são resultado de  modificações no processo 

inflamatório articular. 

A AIA também promoveu um aumento na massa úmida do coração, que pode ser 

interpretado como hipertrofia. A hipertrofia cardíaca pode ser classificada como fisiológica 

ou patológica. A primeira está associada a funções cardíacas normais, tais como crescimento 

normal da criança, exercício físico e gravidez, enquanto a segunda, está associada a 

disfunções cardíacas como fibrose, rarefação capilar, aumento da produção de citocinas pró-

inflamatórias e disfunção celular, além de alterações epigenéticas indesejáveis (SHIMIZU; 

MINAMINO, 2016). Neste sentido, inferimos, com reservas, que o aumento de massa úmida 

cardíaca observada nos animais AIA está associado à hipertrofia do ventrículo esquerdo. 

Estudos têm sugerido que a hipertrofia do ventrículo esquerdo pode ser um importante 

marcador de risco para eventos cardiovasculares, em pacientes com AR. De fato, observou-se 

que pacientes com AR ativa apresentam a parede do ventrículo esquerdo mais espessa em 

comparação a pacientes com AR em remissão ou pacientes saudáveis (MYASOEDOVA et 

al., 2013; MIDTBØ et al., 2015).  

No presente estudo, observamos que a AIA também leva a um aumento da massa 

úmida do rim direito. Esta análise foi realizada apenas em rins direitos porque entendemos 

que tanto a castração quanto a AIA têm repercussões sistêmicas. Assim, assumimos que 

modificações no rim direito refletem o que ocorre no rim contralateral. A literatura é menos 

clara em relação às ações da AIA sobre as estruturais renais, em comparação ao coração. 

Possivelmente, este aumento de massa úmida do rim direito indique uma ação hipertrófica da 

AIA sobre os rins, semelhante à observada no coração. De fato, em um modelo de artrite 
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induzida por colágeno desenvolvido em camundongos, observamos acometimentos no leito 

vascular renal semelhantes aos observados no leito vascular cardíaco (PALMA ZOCHIO 

TOZZATO, et al., 2016). Esses dados, embora úteis para demonstrar os efeitos extra-

articulares do modelo de artrite empregado, são achados que extrapolam os objetivos do 

presente estudo e deverão ser investigados de forma mais detalhada em projetos futuros. Não 

obstante, cabe ressaltar que a castração não influenciou o aumento da massa úmida do 

coração e do rim direito dos animais tanto imunizados quanto não-imunizados.  

Uma vez confirmada a efetividade dos procedimentos de castração e AIA, passamos à 

investigação das repercussões cardiocirculatórias da AIA e/ou da castração sobre o balanço 

redox no plasma dos animais estudados. De fato, doenças autoimunes, incluindo a AR e seus 

modelos experimentais, não apenas levam à destruição articular, como também propiciam 

uma condição de estresse oxidativo sistêmico (HARUNA et al., 2006, 2007; MÄKI-PETÄJA 

et al., 2008).  

Avaliou-se inicialmente as defesas antioxidantes não-enzimáticas presentes no plasma 

dos animais pelo FRAP, que determina a concentração de íons férricos reduzidos a íons 

ferrosos. Assim, um plasma rico em substâncias antioxidantes reage com os íons férricos 

presentes no meio, reduzindo-os a íons ferrosos. Em contrapartida, um plasma carente de 

substâncias antioxidantes pouco reage com os íons férricos do meio (KANIE; KAMATA, 

2000). Os dados obtidos mostram, que a AIA, associada ou não à ORX, não promoveu 

nenhuma diferença significativa nos valores de FRAP entre os grupos estudados. Esses dados 

confrontam estudos prévios que observaram uma redução na capacidade antioxidante 

plasmática de indivíduos artríticos (BRENNAN; O’NEILL, 1998; TOGARI et al., 1998). 

Todavia, a literatura acerca da capacidade antioxidante plasmática em indivíduos com AR é 

contraditória, pois outros estudos não observaram modificações desse parâmetro nessa 

condição fisiopatológica (SARBAN et al., 2005). Esses dados não excluem, todavia, que o 

estresse oxidativo nos animais submetidos à AIA esteja ocorrendo localmente, em alguns 

leitos vasculares, de forma que não haja um consumo perceptível das defesas antioxidantes 

não-enzimáticas avaliadas pelo FRAP.  

Em concordância com os dados do FRAP, observamos também que AIA e/ou ORX 

não modificaram significativamente as concentrações plasmáticas de ácido úrico nos animais 

estudados. Na verdade, o ácido úrico é uma importante defesa antioxidante não-enzimática e 

é  responsável por cerca de 60% do poder antioxidante avaliado pelo FRAP (FABBRINI et 

al., 2014). Este dado também reforça a hipótese de que não houve um excessivo consumo das 
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defesas antioxidantes não-enzimáticas presentes no plasma em nenhum dos grupos 

experimentais 

Os dados de ácido úrico, por outro lado, conflitam com a literatura. Hannawi e 

colaboradores (2017) correlacionaram a hiperuricemia ao aumento na espessura da camada 

íntima-medial da carótida comum em pacientes com AR. Corrobora o estudo de Lee et al 

(2016) com este achado, que observou que o controle da doença, com metotrexato, repercutiu 

em baixos níveis plasmáticos de ácido úrico em indivíduos artríticos. 

Por outro lado, nosso estudo demonstrou uma diminuição nos valores de FOX nos 

animais AIA em relação aos animais controle. A técnica de FOX quantifica hidroperóxidos 

lipídicos, que por sua vez, é proporcional ao grau de estresse oxidativo no meio. Esses dados 

nos surpreenderam pois, ao invés de uma diminuição, esperávamos observar um aumento 

destes valores de FOX no grupo AIA. Não vemos uma razão biológica para esta redução do 

FOX plasmático nos animais AIA, todavia, supomos que isso se deva a uma limitação da 

técnica. Na verdade, embora sejam técnicas amplamente empregadas no estudo do estresse 

oxidativo, tanto o FOX quanto o TBARS têm especificidades limitadas. Ademais, estudos 

tem reportado mecanismos de defesa deficientes contra as espécies reativas de oxigênio 

(ROS) em pacientes com AR (SARBAN et al., 2005; SEVEN et al, 2008; HIRAO et al., 

2012). Assim, supondo que o modelo AIA se assemelhe também nesse aspecto à AR, é 

cabível supor que tais mecanismos antioxidantes estejam atenuando o estresse oxidativo 

decorrente do processo inflamatório nesses animais. 

Estudos prévios tem sido proposto que o NO está relacionado ao processo inflamatório 

da artrite e podendo ser, inclusive, um biomarcador da AR (SEVEN et al., 2008; NAGY et al., 

2010; WRUCK et al., 2011; STAMP et al., 2012). Provavelmente, substâncias drenadas do 

processo inflamatório articular para a circulação podem induzir a iNOS, levando a um 

drástico aumento da produção de NO pelos tecidos vasculares (YKI-JÄRVINEN; 

BERGHOLM; LEIRISALO-REPO, 2003; MÄKI-PETÄJÄ et al., 2008). Por outro lado, a 

atividade intensa dessas iNOS também pode consumir excessivamente a tetrahidrobiopterina 

(BH4) nesses tecidos. Isso faz com que as eNOS, também presentes nesses tecidos, atuem de 

forma desacoplada. Caso isso ocorra, ao invés de NO, essas eNOS produzem ânions 

superóxidos que agravam o estresse oxidativo e reduzem a biodisponibilidade do NO no meio. 

A longo prazo, isso pode reduzir as concentrações de NO (HARUNA et al, 2007, 2007). De 

fato, um estudo do nosso laboratório relatou redução nos níveis plasmáticos de nitrito, um 

produto do NO, em animais submetidos à CIA (PALMA ZOCHIO TOZZATO et a., 2016). 

No presente estudo, por sua vez, não foram observadas diferenças significativas nas 
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concentrações de nitrito/nitrato, ambos produtos do NO, entre os grupos experimentais 

estudados. Com base nesses dados podemos concluir que biodisponibilidade do NO não 

diferiu entre os grupos. Ainda vale ressaltar, todavia, que as concentrações de nitrito/nitrato 

plasmáticas refletem a biodisponibilidade do NO no sistema cardiovascular como um todo. 

Dessa forma, não ficam totalmente excluídas eventuais modificações na produção de NO em 

territórios vasculares específicos. Considerando que a biodisponibilidade do NO pode ser 

reduzida pelo excesso de ânions superóxidos (HARUNA et al, 2007, 2007), esses dados 

diminuem ainda mais o significado biológico da redução do FOX, observada nos animais AIA. 

Em seguida, passamos a investigar as respostas funcionais da aorta torácica dos 

grupos experimentais. Esta etapa do estudo justificou-se porque as respostas vasomotoras da 

aorta são moduladas por substâncias produzidas pelo endotélio vascular. Ainda assim, uma 

vez que o intenso processo inflamatório relacionado à AIA pode elevar o estresse oxidativo, e, 

consequentemente, reduzir a biodisponibilidade de NO (MÄKI-PETÄJÄ et al., 2008), é 

cabível supor que a função endotelial pode estar comprometida nestes animais.  

Estudou-se primeiramente o relaxamento da aorta promovido pela ACh, considerado 

um dos principais parâmetros para determinação da função endotelial em aortas. Isto porque, 

nesta preparação, o relaxamento induzido por ACh é mediado, quase exclusivamente pelo 

NO produzido no endotélio (CACANYIOVA; DOVINOVA; KRISTEK, 2013). Na verdade, 

já foi relatado que a AIA promove uma redução de respostas à ACh em aorta de ratos, 

possivelmente devido a uma redução de biodisponibilidade de NO (HARUNA et al., 2006, 

2007; SAKUTA et al., 2010). Todavia, os dados obtidos no presente estudo sugerem que as 

respostas das aortas à ACh não foram significativamente modificadas pela AIA. Estes 

resultados divergentes ainda nos intrigam. É possível que a linhagem dos ratos utilizada no 

presente estudo (Wistar) possa justificar esta discrepância de resultados. De fato, as reduções 

de resposta à ACh, observadas anteriormente em consequência da AIA, foram descritas em 

ratos Lewis. Contudo, outros estudos mostram disfunção endotelial em preparações de aorta 

obtidas de ratos Wistar, ainda que em uma fase um pouco mais aguda da doença (FANG et 

al., 1991; ÇINAR et al., 1998; CAN et al., 2001). Por outro lado, nossos dados assemelham-

se aos achados de Mackenzie et al. (2013). Neste estudo não foram observadas modificações 

de resposta à ACh em preparações de artéria safena de animais monoartríticos, um vaso de 

condutância a exemplo da aorta. 

No presente estudo, as respostas das aortas à ACh também não foram 

significativamente modificadas pela castração. Também não houve uma interação 

significativa entre a AIA e a castração sobre as respostas das aorta à ACh. A participação da 
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testosterona nas ações cardiovasculares é ainda muito controversa. Ressalta-se maior 

incidência de hipertensão e outras doenças cardiovasculares no envelhecimento, fase da vida 

em que os níveis plasmáticos de testosterona se encontram em declínio (LIU et al., 2003). 

Também corroboram os estudos que observaram um maior aumento de lesões 

ateroscleróticas em indivíduos com baixos níveis circulantes de testosterona (HAK et al., 

2002; MULLER et al., 2004; ROSANO et al., 2007). Por outro lado, muitos estudos sugerem 

que a testosterona promova danos cardiovasculares (XU et al., 2013; ZIEMENS et al., 2013), 

pelo fato das doenças cardiovasculares como hipertensão e aterosclerose acometerem mais 

homens do que mulheres. 

A fim de melhor compreender os efeitos da AIA, bem como da castração sobre os 

mecanismos que participam das respostas relaxantes da aorta à ACh, estudou-se também 

estas respostas na presença de L-NAME, Apocinina, inibidores não seletivo de óxido nítrico 

sintases e NAD(P)H oxidase, respectivamente. Havia a expectativa de que, caso algum 

mecanismo endotelial estivesse compensando eventuais prejuízos da função endotelial como 

um todo, em consequência do estresse oxidativo associado à superexpressão da NAD(P)H 

oxidase e/ou ao desacoplamento da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), isto poderia ser 

evidenciado mediante estes tratamentos (HARUNA et al., 2006; HARUNA et al., 2007). No 

entanto, nem o L-NAME e tampouco a Apocinina evidenciaram qualquer modificação 

significativa das respostas das preparações estudadas à ACh, em animais submetidos a AIA 

e/ou à castração.  

Não tendo sido constatadas maiores alterações nas curvas concentração-resposta à 

ACh, passamos a estudar as respostas dessas preparações de aorta torácica à Ang II. Isto 

porque, como já foi mencionado, o sistema renina-angiotensina pode estar envolvido nos 

danos cardiovasculares inerentes à AR e aos modelos experimentais de artrite, possivelmente 

através da atuação da Ang II sobre os receptores AT1 (FLAMMER et al., 2008; SAKUTA et 

al., 2010; SHI et al., 2012; MACKENZIE et al., 2013). Logo, uma compreensão detalhada 

dos efeitos da Ang II em aortas de ratos submetidos à AIA pode melhorar nosso entendimento 

em relação às modificações vasculares relacionadas à artrite. Vale ressaltar que este é o 

primeiro estudo a avaliar as repostas da aorta torácica à Ang II em animais AIA. O presente 

estudo avança também na medida em que se propõe a compreender a influência da 

testosterona sobre eventuais modificações de resposta da aorta à Ang II, decorrentes da AIA. 

De fato, a testosterona pode influenciar as ações vasculares induzidas por Ang II 

(RECKELHOFF, 2005; KANG et al., 2012; MARIC-BILKAN; MANIGRASSO, 2012). 

Além disso, evidências sugerem que a testosterona intensifica os efeitos vasculares da Ang II 
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(SONG et al., 2006a; SONG et al.,  2006b; SONG  et al., 2010; OJEDA et al., 2010). Com 

efeito, também é fundamental verificar compreender a influência da testosterona sobre as 

repercussões vasculares da AIA, incluindo alterações nas resposta à Ang II, pode ser útil na 

identificação novos alvos terapêuticos para a AR. 

Fundamentados nos estudos que observaram um aumento na expressão dos receptores 

AT1 e da enzima ECA em aortas de ratos submetidos à AIA (SAKUTA et al., 2010), 

esperávamos observar um aumento das respostas à angiotensina II em preparações de aorta de 

animais AIA. Esta expectativa era reforçada ainda pela possível disfunção endotelial nestes 

animais AIA (HARUNA et al., 2006, 2007; SAKUTA et al., 2010), que, conforme já foi 

discutido, não se concretizou. Entretanto, o presente estudo não evidenciou modificações 

significativas das respostas das preparações desafiadas com Ang II. 

Embora não tenham sido observadas alterações no perfil das respostas das aortas 

provenientes dos animais AIA à Ang II, o presente estudo não descarta eventuais 

modificações dessas respostas em outras porções do sistema cardiovascular, como áreas de 

ramificação ou curvaturas vasculares. Estas áreas, expostas a um fluxo sanguíneo mais 

turbilhonado,  podem ser mais susceptíveis aos danos vasculares da AIA (CARDA et al., 

2015). O presente estudo também não exclui possíveis modificações de resposta à Ang II, 

induzidas pela AIA, em outros leitos vasculares, que desempenham diferentes papeis 

fisiológicos. O modelo de aorta isolada, embora seja considerado adequado para o estudo de 

mecanismos endoteliais em diversas condições fisiológicas e fisiopatológicas, não representa 

todo o sistema vascular. 

Estudos prévios, realizados no nosso laboratório, demonstraram que as respostas de 

alguns leitos venosos à Ang II podem ser moduladas por diversos mediadores produzidos 

localmente, que atuam de forma redundante entre si em determinadas condições fisiológicas 

(CHIES et al., 2013; CHIES et al., 2017). Com base nestas observações, propôs-se o desafio 

dessas preparações com Ang II, na presença da Indometacina. Este tratamento, no entanto, 

não evidenciou qualquer modificação relevante das respostas à Ang II entre os grupos 

experimentais. Esses resultados enfraqueceram a hipótese de uma participação dos 

prostanoides, bem como das espécies reativas produzidas por cicloxigenases (TORRES et al, 

2004) em eventuais ações da AIA e da ORX sobre a modulação das respostas de aorta à Ang 

II. 

 Algumas preparações também foram avaliadas na presença da solução nutritiva 

contendo KCl 60 mM/L. Cabe ressaltar que essa maior concentração de KCl no líquido 

nutritivo despolariza parcialmente a membrana das células, e assim, neutraliza de forma 
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inespecífica os mecanismos hiperpolarizantes que regulam o tônus vascular (KRAVTSOV; 

KWAN, 1995). Todavia, este tratamento também não evidenciou qualquer modificação 

relevante das respostas à Ang II entre os grupos estudados. Logo, esses dados sugerem que a 

participação dos mecanismos hiperpolarizantes que regulam o tônus vascular, não é 

determinante nas eventuais ações da AIA e da ORX sobre as modulações das respostas de 

aorta à Ang II. 

Por outro lado, na presença do L-NAME, observamos um aumento expressivo na 

magnitude das respostas à Ang II, sobretudo nas preparações obtidas dos animais não-

imunizados, tanto falso-castrados quanto ORX. Este aumento de resposta à Ang II, observado 

na presença do L-NAME, evidenciou uma diferença significativa de Emax entre os animais 

controles e ORX, comparativamente aos animais do grupo AIA.  

Uma primeira hipótese considerada para explicar o fato de não ter havido um aumento 

de resposta na presença de L-NAME, naquelas preparações obtidas dos animais submetidos à 

AIA, foi uma ativação das metaloproteinases-9 (MPP-9). Isto porque foi observado elevados 

níveis de MPP-9 em plasma e na musculatura lisa de aortas de camundongos submetidos à 

CIA (REYNOLDS et al., 2012). Segundo estes autores, este aumento de MPP-9 justificaria a 

redução das respostas contráteis à serotonina observadas nas aortas destes animais. Esta 

hipótese, no entanto, logo nos pareceu pouco plausível pois, em preparações deendotelizadas, 

não foram observadas diferenças de resposta à Ang II entre os animais imunizados e não 

imunizados. Com efeito, estes dados sugerem que as respostas à Ang II em animais 

submetidos a AIA são atenuadas por mecanismos endoteliais, não relacionados ao NO. Nos 

animais ORX+AIA, entretanto, esta diferença não foi estatisticamente significativa. Esses 

dados sugerem que a mobilização dos mecanismos de modulação, não relacionados ao NO 

nos animais imunizados depende, ao menos parcialmente, dos níveis fisiológicos de 

testosterona plasmática.  

As respostas à Ang II de maior magnitude nas preparações obtidas de animais controle,  

quando desafiadas na presença unicamente do L-NAME, mostra outra semelhança com o 

fenômeno já observado em veias. Nesses estudos foi observado que a Ang II pode induzir a 

liberação de endotelina (ET) em tecidos de veias e esta, por sua vez, à liberação de 

substâncias endoteliais vasodilatadoras. Nos animais submetidos ao treinamento físico, esse 

mecanismo parece modular as ações da Ang II em diversos leitos venosos (CHIES; 

ROSSIGNOLI, 2009; CHIES et al., 2013; CHIES et al., 2017). Todavia, o conhecimento 

acerca do envolvimento da ET na artrite é escasso, embora inúmeras doenças reumáticas de 

caráter sistêmico promovam danos vasculares que parecem estar associadas à este peptídeo 
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(MAYES, 2003). Ademais, estudos tem reportado que pacientes com AR apresentam um 

aumento significativo nos níveis plasmáticos de ET (PACHE et a., 2002). 

Neste sentido, algumas preparações foram estudadas na presença do BQ-123, 

juntamente com o L-NAME. Nessa circunstância, as aortas provenientes de animais 

submetidos à AIA apresentaram respostas à Ang II com magnitude semelhante àquelas que 

foram obtidas dos animais não-imunizados. Logo, a diferença entre grupos de Emax para Ang 

II, observada na presença do L-NAME isoladamente, deixou de ser significativa. Esses dados 

sugerem que a ET, atuando sobre os receptores ETA, de alguma forma, mantém reduzidas as 

respostas à Ang II em aortas de animais AIA. É verdade que os receptores ETA são 

comumente observados na camada muscular vascular lisa e, quando estimulados, 

normalmente promovem vasoconstrição (KOBAYASHI et al., 2008; MAGUIRE; 

DAVENPORT, 2015). Contudo, estudos prévios sugerem a liberação de prostaciclinas 

(prostanoides vasodilatadores) por meio da estimulação de receptores ETA em pulmões de 

rato perfundidos (D’ÓRLEANS et al., 1992), e em leito arterial do rim de coelhos 

(TÉLÉMAQUE et al., 1993). Neste sentido, é possível inferir que em preparações cuja síntese 

de NO tenha sido inibida, as respostas à Ang II permanecem parcialmente atenuadas pelas 

prostaciclinas liberadas pela ação da ET sobre os receptores ETA.  

Em outras preparações, as respostas à Ang II foram estudadas na presença do L-

NAME juntamente ao BQ-788. Embora as respostas à Ang II permaneçam menores em 

animais submetidos à AIA nesta condição, a diferença de Emax para Ang II observada entre 

grupos, na presença do L-NAME isoladamente, também deixou de ser significativa. Isto 

provavelmente ocorreu porque o BQ-788, adicionado à estas preparações, elevou ligeiramente 

as respostas à Ang II em aortas de animais AIA. Esses dados nos permitem inferir que em 

preparações cuja síntese de NO tenha sido inibida, as respostas à Ang II permanecem 

parcialmente atenuadas pelos mediadores vasodilatadores liberados através da ação de ET 

sobre os receptores ETB. Reforçam essa hipótese, os estudos prévios que reportam liberação 

de substâncias vasodilatadoras endoteliais mediadas por receptores ETB em artérias de ratos. 

(KOHAN et al., 2011; MAZZUCA; KHALIL, 2012). 

No presente estudo, as diferenças de Emax entre grupos, que haviam sido observadas 

na presença de L-NAME, também deixaram de ser significativas quando a Indometacina foi 

acrescida à incubação. Aparentemente, isso ocorreu pois o acréscimo da indometacina elevou 

o padrão das respostas em todos os grupos estudados. Esses dados sugerem que prostanoides 

vasodilatadores podem de fato atuar de forma redundante ao NO, garantindo a modulação das 

respostas à Ang II em preparações de animais expostos à AIA mesmo quando a síntese deste 
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gás for inibida. Reforçam inclusive a hipótese de que a ação moduladora da ET, que 

provavelmente ocorre nas preparações dos animais submetidos à AIA através da ação em 

receptores ETA, envolve a liberação de prostaciclinas. Vale destacar que a via moduladora ET 

→ receptores ETB → prostanoides vasodilatadores já foi observada em veias de animais 

submetidos ao exercício (CHIES et al., 2013; CHIES et al., 2017).  

Na ausência do NO, a modulação das respostas à Ang II em aortas de animais AIA 

pode envolver também mecanismos hiperpolarizantes. De fato, nenhuma diferença 

significativa de respostas à Ang II foi detectada entre grupos quando a incubação com L-

NAME foi realizada em cubas contendo solução nutritiva despolarizante, condição favorável 

para a inibição de mecanismos hiperpolarizantes (HU et al., 2016). Além disso, tem sido 

proposto que os EDHF desempenham um papel fundamental na regulação do tônus vascular 

em vasos de capacitância provenientes de animais monoartríticos (MACKENZIE et al., 2013). 

Cabe ressaltar, entretanto, que o protocolo experimental proposto pelo presente estudo não 

pode identificar os subtipos de canais de K+ envolvidos neste mecanismo regulatório.  Por fim, 

também é cabível propor que esses supostos mecanismos hiperpolarizantes possam ser 

mobilizados pela ET nas preparações cuja síntese de NO está inibida. Isso porque já foi 

observado em carótidas de ratos que mecanismos hiperpolarizantes podem ser mobilizados 

pela ativação de receptores ETB (TIRAPELLI et al., 2005). 

Os resultados que foram discutidos até agora dão suporte à hipótese de que, nas aortas 

dos animais AIA, a modulação das respostas à Ang II se dá por mecanismos que não 

envolvem NO. Porém, persiste a dúvida se, nestes animais, a modulação exercida pelo NO 

está preservada ou comprometida pelo esperado estresse oxidativo decorrente do processo 

inflamatório local. Esta é uma pergunta desafiadora pois estando prejudicada ou preservada, a 

mediação através do NO fica oculta nesses animais pela ação dos demais mecanismos 

moduladores já propostos. Essa hipótese fica um pouco enfraquecida pelo fato de não ter 

havido redução das respostas à ACh nas preparações dos animais AIA. Contudo, devemos 

considerar que a liberação NO induzida por estimulação dos receptores muscarínicos pode 

não ser exatamente igual à induzida pela estimulação de receptores para Ang II.     

A fim de aprofundar o entendimento deste fenômeno, decidimos estudar também estas 

respostas na presença da Apocinina. Decidimos realizar esses experimentos pois o complexo 

enzimático NAD(P)H oxidase é considerado uma das principais vias de produção de ânions 

superóxidos nos leitos vasculares (HARUNA et al., 2006, 2007). Os dados obtidos mostram 

que, na presença da Apocinina, as respostas à Ang II foram nitidamente menores nos animais 

AIA em relação àqueles não imunizados. Isso indica que a modulação exercida pelo NO pode 
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estar prejudicada nas preparações dos animais AIA, provavelmente pelo excesso de ânions 

superóxido. Assim o tratamento com apocinina, que bloqueia da síntese de ânions 

superóxidos, pode ter melhorado o funcionamento da modulação que envolve o NO e esta, 

por sua vez, passou a cooperar de forma mais efetiva com os já mencionados mecanismos não 

relacionados ao NO na modulação das respostas à Ang II. Caso isso seja verdade, a 

modulação das respostas à Ang II nos animais AIA dependeria principalmente dos 

mecanismos não relacionados ao NO, uma vez que a via Ang II → receptores AT1/AT2 → 

NO estaria comprometida pelo estresse oxidativo local. Cabe destacar que essa diferença de 

resposta à Ang II, entre animais imunizados e não imunizados foi maior, e atingiu a 

significância nos animais privados de testosterona. Nossos dados não nos permitem analisar 

esta particularidade mas é possível que na ausência da testosterona, não apenas a modulação 

endotelial mediada por NO é prejudicada pelo excesso de ânions superóxido, mas também a 

contração induzida por este peptídeo. Assim, na presença da apocinina, a modulação 

endotelial torna-se mais efetiva nos animais ORX+AIA, assim como a contração mediada 

pela Ang II torna-se mais intensa, e supere ainda mais a modulação endotelial, nos animais 

ORX.   

A hipótese de prejuízo da modulação das respostas à Ang II mediada por NO nos 

parece plausível, embora ainda um pouco frágil. Isso porque, quando as respostas à Ang II 

foram estudadas em preparações tratadas com Tiron, não foram observadas quaisquer 

alterações nas curvas concentração-resposta à Ang II, entre os grupos estudados. Vale 

destacar que o Tiron é capaz de remover radicais livres dos tecidos independentemente destes 

serem produzidos pelo complexo NAD(P)H oxidase. Portanto, outras abordagens 

experimentais são ainda necessárias para compreender com mais clareza o funcionamento dos 

mecanismos endoteliais relacionados ao NO que atuam na modulação das respostas à Ang II, 

em aorta de ratos submetidos à AIA. 

As evidências apresentadas sugerem que, na vigência do bloqueio da síntese do NO, 

as respostas à Ang II são moduladas nos animais submetidos a AIA por substâncias 

produzidas localmente. Contudo, foi também realizada uma avaliação da presença dos 

receptores da Ang II nas aortas dos animais pertencentes aos quatro grupos experimentais 

estudados. Os dados obtidos mostraram que a presença de receptores AT1 foi 

significativamente reduzida não apenas em aortas de animais AIA, como também nos ORX e 

nos ORX+AIA. Nos animais AIA, esses dados não eram esperados, visto que Sakuta et al. 

(2010) observaram um aumento dos receptores AT1 em aortas de animais submetidos à este 
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mesmo modelo de artrite. Por outro lado, a presença dos receptores AT2 não sofreu 

modificação pela AIA, tampouco em consequência da ORX. 

Por conta dessas modificações, podemos inferir que a presença dos receptores AT2 

aumentou em relação aos receptores AT1, nos grupos AIA e/ou ORX. Como sabemos, na 

aorta, os receptores AT1 localizam-se preferencialmente na camada muscular lisa, também 

conhecida como média, onde promovem contração, ativação do complexo NAD(P)H oxidase 

e etc, quando estimulados. Por outro lado, os receptores AT2 são mais abundantes no 

endotélio da aorta e, quando estimulados, promovem ações vasomotoras opostas àquelas do 

AT1 por meio da liberação de substâncias endoteliais relaxantes como o NO (BROWN; 

GONZALEZ; MONTELONE, 2017). Isso não quer dizer, todavia, que as ações da Ang II 

mediadas por receptores AT2 sejam necessariamente maiores nos animais pertencentes aos 

grupos AIA, ORX ou ORX+AIA. Na verdade, aumentos na presença de receptores em um 

determinado tecido não implica necessariamente em aumento do efeito biológico decorrente 

de sua ativação. 

A fim de verificar se o aumento relativo dos receptores AT2 teria algum papel nas 

modificações de resposta da aorta à Ang II relatadas nesse estudo, decidimos realizar os 

experimentos de reatividade da aorta à Ang II também na presença do PD123,319. Os dados 

obtidos na presença deste antagonista mostram um aumento das respostas à Ang II em aortas 

de animais não-imunizados, assim como ocorreu na presença do L-NAME. Este aumento, 

contudo, não foi estatisticamente significativo. Provavelmente, o bloqueio dos receptores AT2 

comprometem a liberação do NO e isso contribui para a elevação das respostas sobretudo nos 

animais controle e ORX, que não foram imunizados. Entretanto, essa diferença não atinge 

significância pois diferentemente do L-NAME, o bloqueio dos receptores AT2 não inibem 

apenas a liberação do NO (BROWN; GONZALEZ; MONTELONE, 2017). Com efeito, a 

inibição da liberação de outros mediadores vasodilatadores pelo PD123,319, inclusive nas 

preparações provenientes dos animais AIA e ORX+AIA, pode resultar em um padrão de 

resposta à Ang II não claramente distinto entre os grupos experimentais estudados. 

Por outro lado, a redução da expressão proteica dos receptores AT1 poderia traduzir-se 

em uma diminuição na capacidade de resposta à Ang II nas preparações dos animais que 

foram submetidos a AIA. Isso poderia justificar o padrão atenuado de resposta à Ang II 

exibido pelas preparações dos grupos AIA e ORX+AIA quando estudadas na presença do L-

NAME. Essa hipótese, todavia, embora não possa ser completamente descartada, fica 

enfraquecida pelo fato de não terem sido observadas diferenças significativas entre os grupos 

no padrão das respostas à Ang II, em preparações deendotelizadas. Além disso, também não 
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foram observadas diferenças de respostas ao KCl, um vasoconstritor direto, ou ao 

nitroprussiato de sódio, um doador de NO, entre os grupos estudados. Logo, esses dados 

sugerem que as modificações à Ang II, observadas na presença do L-NAME, aparentemente 

também não envolvem modificações nas propriedades contráteis dessas preparações, bem 

como sua sensibilidade ao NO.  

Por fim, os dados obtidos no presente estudo, se por um lado mostram um intrigante 

mecanismo de modulação de respostas à Ang II em animais submetidos à AIA, que envolve a 

participação redundante de diversas substâncias endoteliais, por outro, nos impõe desafios. 

Amparados puramente em um raciocínio lógico, supomos que essa modulação multimediada 

sobre as respostas à Ang II nas aortas dos animais AIA tenha a função de assegurar a 

homeostasia. De fato, a já referida modulação das respostas à Ang II que ocorre em veias de 

animais expostos ao exercício, com características bastante semelhantes as identificadas no 

presente estudo,  tem um nítido papel homeostático (CHIES et al., 2013 e CHIES et al., 2017). 

Contudo, o entendimento do real papel deste fenômeno exigirá uma complementação dos 

dados aqui apresentados, por meio de outras abordagens metodológicas. 

 
6 CONCLUSÃO 
 

O presente estudo não identificou modificações drásticas induzidas pela AIA e/ou pela 

ORX, em ratos Wistar  na função endotelial e nas respostas induzidas pela Ang II quando 

todos os mecanismos moduladores endoteliais estão presentes. Entretanto, quando os 

mecanismos endoteliais relacionados ao NO foram bloqueados, observou-se um aumento nas 

respostas à Ang II em aortas de animais não-imunizados. Aparentemente, este aumento 

depende parcialmente da testosterona, visto que as respostas à Ang II nestas preparações são 

menores. Por sua vez, nas aortas de animais submetidos à AIA,  mecanismos locais parecem 

ser mobilizados para atuar como uma espécie de “backup” ao NO na modulação das respostas 

à Ang II, sempre que a produção deste gás é inibida ou sua biodisponibilidade é 

comprometida por conta do estresse oxidativo local. Possivelmente esses mecanismos locais, 

que cooperam com o NO, são ativados pela estimulação dos receptores ETA e ETB  e 

envolvem tanto prostanoides vasodilatadores quanto mecanismos indutores de 

hiperpolarização das células da musculatura lisa vascular presentes na aorta. 
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