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RESUMO 

 

OGNIBENE, Dayane Teixeira. Papel do sistema renina-angiotensina sobre a função 

vascular e plaquetária na gravidez normal e associada à hipertensão. 2010. 93 f. Tese 
(Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade 
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.  
   
 Na gravidez a circulação sistêmica materna se adapta para favorecer a perfusão útero-
placentária e o sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel importante nessa adaptação. 
O objetivo deste estudo foi investigar a contribuição do SRA para a regulação cardiovascular 
materna no final da gravidez, assim como a via L-arginina-NO-GMPc em plaquetas de ratas 
normotensas e espontaneamente hipertensas (SHR). O leito arterial mesentérico (LAM) e 
plaquetas foram obtidos no 20° dia de gravidez de ratas Wistar (NG) e SHR (HG) e 
respectivos controles em diestro (ND e HD). A pressão arterial sistólica foi reduzida no final 
da gravidez de ratas NG e HG. Os efeitos vasodilatadores induzidos pela angiotensina II e 
pela angiotensina 1-7, avaliados em LAM pré-contraído com norepinefrina, foram maiores em 
ratas HG do que nos outros grupos. A expressão da enzima óxido nítrico sintase (NOS) 
endotelial, avaliada em LAM pela técnica de Western Blotting, foi maior em NG e HG 
comparada com os respectivos controles. Enquanto isso, a expressão da enzima conversora de 
angiotensina (ECA) e dos receptores AT1 se apresentou aumentada em HD comparada aos 
grupos normotensos e a gravidez levou à redução das expressões em HG. A expressão de 
ECA2 foi maior nos grupos hipertensos do que dos grupos normotensos. O dano oxidativo, 
avaliado pela formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, foi menor em LAM de 
ratas NG e HG. A atividade da superóxido dismutase foi menor em HG comparada a HD. 
Enquanto isso, a gravidez aumentou a atividade da catalase em ratas normotensas e aumentou 
a atividade da glutationa peroxidase em ratas hipertensas. Em suspensão de plaquetas, as 
expressões de NOS endotelial e induzível, avaliadas por Western Blotting, assim como, a 
atividade da NOS intraplaquetária, mensurada pela conversão de L-[3H]-arginina a L-[3H]-
citrulina, foram reduzidas em NG comparadas a ND, apesar do influxo inalterado de L-
arginina. Paradoxalmente, os níveis de GMPc foram similares entre ND e NG, assim como a 
expressão de fosfodiasterase5 (PDE5) e a agregação plaquetária induzida por ADP. Em SHR, 
o influxo de L-arginina foi reduzido na gravidez. Ratas HG apresentaram menor expressão de 
NOS induzível e atividade da NOS quando comparadas com ratas HD. A expressão das 
enzimas guanilato ciclase solúvel e PDE5 foram menores em HG comparadas a HD, mas 
nenhuma diferença foi observada nos níveis de GMPc entre os dois grupos. Entretanto, níveis 
aumentados de GMPc foram observados em HG comparado aos grupos normotensos e a 
agregação plaquetária permaneceu inalterada. Os resultados sugerem que a redução da 
pressão arterial para valores normais no final da gravidez em SHR pode estar relacionada ao 
aumento da produção de NO e das respostas vasodilatadoras induzidas por angiotensina II e 
angiotensina 1-7, assim como à redução da expressão de ECA e receptores AT1 e do estado 
oxidativo no LAM. Além disso, este estudo revela a presença da via L-arginina-NO-GMPc 
em plaquetas de ratos. Apesar de uma reduzida biodisponibilidade plaquetária de NO, a 
agregação plaquetária permanece inalterada em HG, o que pode estar relacionado ao aumento 
dos níveis de GMPc e à reduzida expressão de PDE5. 
 
Palavras-chave: Hipertensão. Gravidez. Leito arterial mesentérico. Plaquetas. Sistema renina-

angiotensina. Óxido nítrico. 
 



 

ABSTRACT 
 

 During pregnancy the systemic maternal circulation adapts to facilitate uteroplacental 
perfusion and the renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in this adaptation. 
The objective of this study was to investigate the contribution of RAS on the maternal 
cardiovascular regulation at the end of pregnancy as well as the L-arginine-NO-cGMP 
pathway in platelets from normotensive and spontaneously hypertensive rats (SHR). 
Mesenteric arterial bed (MAB) and platelets were obtained in the 20th day of pregnancy from 
female SHR (SHR-P) and normotensive controls (P) or age-matched non-pregnant rats (SHR-
NP and NP). The systolic blood pressure in P and SHR-P rats was reduced at the end of 
pregnancy. The vasodilator effects of angiotensin II and angiotensin 1-7, evaluated in 
norepinephrine preconstricted MAB, were higher in SHR-P than in other groups. Endothelial 
nitric oxide synthase (NOS) expression in MAB was evaluated by Western Blotting and was 
increased in P and SHR-P compared to their non-pregnant counterparts. Angiotensin-
converting enzyme (ACE) and AT1 receptor expressions were increased in MAB from SHR-
NP compared to normotensive groups and the pregnancy reduced their expressions in SHR. 
On the other hand, ACE2 expression was higher in MAB from hypertensive than 
normotensive groups. Oxidative damage, evaluated by formation of thiobarbituric acid 
reaction substances (TBARS), was reduced in the pregnant groups compared to their non-
pregnant counterparts. Superoxide dismutase activity was reduced in SHR-P compared to 
non-pregnant group. Pregnancy increased catalase activity in normotensive rats and increased 
glutathione peroxidase activity in SHR. In the platelet suspension, intraplatelet NOS activity 
measured by the conversion of L-[3H]-arginine to L-[3H]-citruline was reduced in P compared 
to NP, despite unchanged in L-arginine influx. The expressions of endothelial and inducible 
NOS, evaluated by Western Blotting, were decreased during pregnancy in normotensive rats. 
Paradoxically, cGMP levels were similar between NP and P, as well as phosphodiesterase5 
(PDE5) expression and platelet aggregation induced by ADP. In SHR, L-arginine influx was 
reduced in SHR-P compared to SHR-NP. SHR-P had impaired NOS activity and reduced 
inducible NOS expression compared with SHR-NP. Soluble guanylate cyclase and PDE5 
expressions were lower in SHR-P compared to SHR-NP while no differences were noted in 
cGMP levels between groups. However, increased levels of cGMP levels were observed in 
SHR-P compared to normotensive groups and platelet aggregability remained unaltered. The 
results suggest that the reduction of blood pressure to normal values at the end of pregnancy 
in SHR may be related to an increased NO production and vasorelaxation to Ang II and Ang 
1-7 associated with decreased expression of vascular ACE and AT1 receptors and oxidative 
status. Morover, this study reveals the presence of L-arginine-NO-cGMP pathway in rat 
platelets. Despite reduced platelet NO bioavailability in pregnant hypertensive rats, platelet 
aggregability remains unaltered, which may be related to increased levels of cGMP and 
reduced expression of PDE5. 
 
Keywords: Hypertension. Pregnancy. Mesenteric arterial bed. Blood platelets. Renin-

angiotensin system. Nitric oxide. 
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INTRODUÇÃO 

  

  A gestação normal é uma condição fisiológica caracterizada por um aumento 

progressivo dos diferentes componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) 

(BROSNIHAN, 2004). As conseqüências fisiológicas do SRA estimulado não são 

completamente entendidas e tampouco, se a alteração desse sistema pode contribuir para as 

desordens hipertensivas da gravidez. 

 Na gestação normal, o estrogênio e/ou progesterona promovem um aumento na 

atividade do SRA pelo aumento dos níveis circulantes e teciduais de angiotensinogênio e 

renina (OELKERS, 1996). Paralelamente ao aumento da atividade da renina, é observado um 

aumento progressivo dos níveis plasmáticos do hormônio peptídeo angiotensina II (Ang II), 

formado a partir da angiotensina I (Ang I) pela ação da enzima conversora de angiotensina 

(ECA) (BROSNIHAN et al., 2004). As ações da Ang II são mediadas pela ativação de pelo 

menos dois subtipos de receptores, AT1 e AT2. A maioria das ações conhecidas da Ang II, 

incluindo a estimulação da vasoconstrição, retenção de sódio, crescimento celular e estresse 

oxidativo é mediada pelo receptor AT1, enquanto a função dos receptores AT2 é bem menos 

conhecida, mas as evidências indicam que o receptor AT2 deve contrapor as ações mediadas 

por AT1 sobre a pressão arterial e proliferação celular (KASCHINA & UNGER, 2003). 

 Apesar do expressivo aumento da atividade do SRA durante o curso normal da 

gestação, a pressão arterial não aumenta. O que se observa na gestação, tanto em mulheres 

como em ratas normotensas, é um aumento do volume sanguíneo e débito cardíaco para suprir 

as demandas da circulação útero-placentária. Apesar disso, observa-se um discreto 

decréscimo da pressão arterial, no decorrer da gestação, atribuída à acentuada queda da 

resistência vascular periférica (RVP) (LEVY et al., 2008; PALLER, 1987). Portanto, deve-se 

questionar por que a atividade aumentada do SRA não resulta em hipertensão na gestação 

normal.  

 Até o momento, tem sido proposto que mulheres grávidas são resistentes ao efeito 

pressor da Ang II, e por isso elas permanecem normotensas, apesar do aumento de 2.7 vezes 

na concentração plasmática do peptídeo. Na gestação normal, esta hiporreatividade vascular a 

Ang II tem sido associada, em parte, a uma menor expressão do receptor AT1 (BROSNIHAN 

et al., 2004). Além disso, a vasoconstrição poderia ser atenuada pela secreção de fatores 

relaxantes como o óxido nítrico (NO) e prostaciclina (PGI2) pelas células endoteliais 

(VALDES et al., 2009). Atualmente, as evidências sugerem que a secreção desses fatores 
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relaxantes derivados do endotélio está freqüentemente sob o controle de hormônios 

classicamente associados com a contração do músculo liso vascular, incluindo a Ang II, e que 

a gestação, particularmente, parece aumentar seletivamente esta resposta endotelial 

(STENNETT et al., 2009). Entretanto, não se conhece se a própria Ang II é capaz de relaxar a 

vasculatura de ratas grávidas e, portanto, contribuir para a modulação do tônus vascular na 

gravidez; se esta resposta está aumentada na gestação normal e se este efeito é mediado por 

receptores AT2, como já foi observado por nosso grupo em vasos de animais machos 

normotensos (SOARES DE MOURA et al., 2004) e hipertensos (OGNIBENE et al., 2009). 

Além disso, um possível aumento da síntese e expressão de outros componentes do SRA deve 

ser considerado.  

 A descoberta da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (DONOGHUE et al., 

2000), homóloga a ECA,  imprimiu uma nova dimensão ao SRA, tornando-o muito mais 

complexo do que se pensava originalmente. A cascata enzimática do SRA agora inclui as vias 

dependentes de ECA2 que geram diretamente Angiotensina 1-9 a partir de Ang I e degradam 

Ang II em Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) (Figura 1). Tem sido descrito que a Ang 1-7 via 

receptor AT1-7 ou mas, e Ang II via receptor AT2 promovem efeitos opostos àqueles mediados 

pelo receptor AT1 da Ang II, incluindo vasodilatação e efeito antiproliferativo (SANTOS et 

al., 2005). A ECA2 é resistente aos inibidores da ECA (p. ex. captopril, lisinopril, e enalapril) 

que são largamente utilizados na terapia anti-hipertensiva.  Este fato sugere que a ECA2 deve 

agir para contrabalancear a atividade dos componentes vasoconstritores do SRA. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Principais vias envolvidas na formação de angiotensinas. 
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 De fato, estudos prévios indicam que os níveis plasmático e urinário de Ang 1-7 estão 

aumentados em mulheres e ratas grávidas normotensas (BROSNIHAN et al., 2005) e 

reduzidos em modelo de pré-eclampsia (JOYNER et al., 2007). A localização e expressão 

útero-placentária de Ang 1-7 e ECA2 sugerem uma função autócrina da Ang 1-7 na regulação 

vasoativa durante a gestação (BROSNIHAN et al., 2005; VALDÉS et al., 2006). Além disso, 

o nível plasmático aumentado de Ang 1-7 está associado com um efeito vasodilatador 

aumentado deste peptídeo em artéria de resistência (NEVES et al., 2003). Esses relevantes 

achados nos levaram a questionar se a Ang 1-7 e a ECA2 também poderiam contribuir para a 

regulação cardiovascular na gravidez e se a hipertensão pré-existente modifica essa regulação. 

 Portanto, a gravidez normal está associada a profundas modificações hemodinâmicas. 

A redução da pressão arterial acompanha a queda da resistência vascular periférica 

(PHIPPARD et al., 1986; ROBSON et al., 1989). Os mecanismos responsáveis pela 

vasodilatação associada à gravidez não são completamente entendidos, mas estudos anteriores 

demonstraram que o NO é o principal modulador dessa resposta (COCKELL & POSTON, 

1997; WILLIAMS et al., 1997) e que há o aumento da sua síntese durante a gestação normal 

(SLADEK et al., 1997; CONRAD et al., 1993), assim como o aumento da atividade da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS) e dos níveis de guanosina monofosfato cíclica (GMPc) 

(WEINER et al., 1994b; NELSON et al., 2000). Portanto, o NO liberado das células 

endoteliais é um importante vasodilatador que pode ter um papel fundamental na regulação 

cardiovascular durante a gravidez. Assim como nas células endoteliais, estudos apontam para 

o aumento da NOS endotelial (eNOS) em plaquetas de mulheres grávidas normotensas e a sua 

redução na gravidez associada à pré-eclâmpsia (DELACRÉTAZ et al., 1995). 

 Em ratas espontaneamente hipertensas (SHR), o nível de pressão arterial sistólica 

(PAS) permanece elevado até, aproximadamente, o 14° dia de gravidez, entretanto é reduzido 

a valores normais no final da gravidez (RACASAN et al., 2005; IACONO et al., 2009), 

mesmo com um aumento do volume sanguíneo e do débito cardíaco. Esse fenômeno tem sido 

associado à diminuição da responsividade a agentes vasoconstritores (PALLER et al., 1984; 

BALLEJO et al., 2002), como também ao aumento da produção de NO e PGI2 pelo endotélio 

(WARE et al., 1993). Modificações adaptativas do SRA e do estado inflamatório parecem 

contribuir para essa redução. Recentemente foi demonstrado que um aumento da expressão 

renal de receptores AT2, associado à redução de receptores AT1, assim como, a redução do 

estado pró-inflamatório e de parâmetros oxidativos renais parecem contribuir para a queda da 

pressão arterial durante a gravidez em SHR (IACONO et al., 2009). No entanto, ainda não é 
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conhecida a resposta vascular aos peptídeos Ang II e Ang 1-7, assim como a expressão 

vascular de suas enzimas geradoras, ECA e ECA2, dos receptores AT1 e AT2 e o estado 

oxidativo vascular durante a gravidez em SHR. 

 As desordens hipertensivas representam uma importante complicação na gestação, 

pois favorecem o retardo do crescimento intrauterino humano, contribuindo para a morbidade 

e mortalidade neonatal (BASSAN et al., 2005; SHAH, 2005). Ao contrário do que se observa 

na gestação normal, a sensibilidade a norepinefrina e Ang II está elevada na gestação 

associada à hipertensão, caracterizando um aumento da resposta vasoconstritora, que 

contribui para o aumento da resistência periférica (GANT et al., 1973).  

 A disfunção endotelial, caracterizada por uma redução no relaxamento vascular 

dependente de endotélio, também parece contribuir para o estado hipertensivo na gestação 

(RESENDE et al., 2004), pois favorece também o aumento da resistência periférica. Dentre os 

fatores que contribuem para a etiologia da disfunção endotelial, grande destaque tem sido 

dado ao estresse oxidativo. Este, por sua vez, representa um desequilíbrio entre geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e a proteção antioxidante, resultando no aumento da 

disponibilidade de EROs (TOUYZ, 2004). Apesar de estar bem estabelecido que a Ang II 

representa um dos principais mediadores do estresse oxidativo na hipertensão, contribuindo 

para a disfunção endotelial (TOUYZ, 2004), este papel ainda não foi esclarecido na 

hipertensão que acompanha a gestação. Como a Ang 1-7 parece mediar funções opostas às da 

Ang II, um possível efeito antioxidante deste peptídeo poderia contribuir para a manutenção 

de uma função endotelial na gestação normal. Trabalhos recentes demonstraram que a Ang 1-

7 é capaz de modular negativamente o efeito pró-oxidante da Ang II em ratos e humanos 

(POLIZIO, 2007; SAMPAIO, 2007). Entretanto, nenhuma evidência nesse sentido foi 

observada no curso da gestação e tampouco se essa função estaria alterada na hipertensão. 

 Estudos sugerem que os fatores de risco para doenças cardiovasculares estão 

associados não somente à disfunção endotelial (BRUNNER et al., 2005), mas também à 

ativação plaquetária (KONSTANTINOVA et al., 2006). Na hipertensão, as plaquetas estão 

ativadas e ainda, nas doenças cardiovasculares, parece haver uma diminuição da 

responsividade plaquetária ao efeito anti-agregante do NO (CHIRKOV et al., 2004). Estudos 

indicam que uma redução intraplaquetária de NO, associada com uma hiperagregabilidade 

plaquetária, pode estar envolvida nos eventos trombóticos em pacientes com hipertensão 

essencial (BRUNINI et al., 2004; MOSS et al., 2004, DE MEIRELLES et al., 2009), uma vez 

que o NO inibe a adesão plaquetária (QUEEN et al., 2000), agregação (RADOMSKI et al., 
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1990), recrutamento (FREEDMAN et al., 1997) e formação de agregados leucócito-plaqueta 

(CHUNG et al., 2004). Dessa forma, o aumento da ativação plaquetária na hipertensão parece 

estar associado com uma diminuição na biodisponibilidade do NO (MOSS et al., 2004; 

BRUNINI et al., 2005; TADDEI et al., 2006). 

 Além disso, evidências sugerem que as plaquetas possuem receptores para Ang II, e 

esse peptídeo, por sua vez, potencializa a agregação plaquetária (TOUYZ & SCHIFFRIN, 

1993). Por outro lado, foi demonstrado que a Ang 1-7, peptídeo vasodilatador e possível 

antagonista das ações fisiológicas da Ang II (BROSNIHAN et al., 1996), potencializa o efeito 

anti-agregante plaquetário induzido pelo nitroprussiato de sódio, um doador de NO 

(RAJENDRAN et al., 2005). No entanto, não há evidências a respeito do papel da via L-

arginina-NO em plaquetas e sua ativação durante a gravidez de ratas espontaneamente 

hipertensas.  

 Utilizando SHR como um modelo de gravidez associada com hipertensão pré-

existente, avaliamos neste estudo as ações vasculares da Ang II e da Ang 1-7; a expressão 

vascular de componentes do SRA, como as enzimas conversoras (ECA e ECA2) e receptores 

(AT1 e AT2), e o estado oxidativo para a melhor compreensão da contribuição do SRA para a 

regulação cardiovascular materna normal e associada à hipertensão.  Nós estudamos, ainda, a 

via L-arginina-NO intraplaquetária e sua correlação com a função plaquetária e a pressão 

arterial no final da gravidez de ratas normotensas e espontaneamente hipertensas. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA  

  

1.1 Hipertensão Arterial e Gravidez 

 

 A hipertensão arterial sistêmica (HAS) essencial é uma doença com imensas 

repercussões sociais devido a sua alta morbidade e mortalidade. De acordo com o VII Joint 

National Comittee (VII JNC) são considerados hipertensos pacientes com pressão arterial 

sistólica maior ou igual a 140 mm Hg ou pressão diastólica maior ou igual a 90 mm Hg (VII 

JNC, 2003; VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial, 2010). 

 Estima-se que, no mundo, cerca de um bilhão de pessoas apresentem HAS e que 

aproximadamente 7,1 milhões de mortes sejam atribuídas a esta doença (VII JNC, 2003). Os 

dados sobre a prevalência da hipertensão arterial sistêmica no Brasil são escassos e, muitas 

vezes, limitados a determinadas regiões geográficas (LESSA, 2001). Estudos populacionais 

realizados em algumas cidades do Brasil mostram prevalência de hipertensão arterial em 22,3% 

a 43,9% da população (IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial, 2004). 

Alguns fatores podem estar associados ao desenvolvimento da hipertensão arterial, 

sendo considerados fatores de risco, a idade, hábitos alimentares (incluindo o consumo de sal e 

a ingestão de álcool), obesidade, estresse psicossocial, tabagismo e sedentarismo (V Diretrizes 

Brasileiras de Hipertensão Arterial, 2007). 

 Dados de estudos observacionais realizados nos anos 90 demonstram que, tanto 

hipertensão arterial sistólica como diastólica estão associadas com o aumento do risco de 

desenvolvimento de doença cardiovascular e acidentes vasculares encefálicos (LEWINGTON 

et al., 2002), sendo que a redução dos níveis tensionais reduz o risco dessas complicações em 

20% para doenças cardíacas isquêmicas e em até 40% para acidentes vasculares cerebrais 

(TURNBULL, 2003; VII JNC, 2003). 

  A hipertensão constitui uma grande complicação na gestação, apresentando uma 

elevada morbi-mortalidade. Em média atinge de 12 a 22% das gestações em diferentes classes 

sociais, sendo responsável por 17% de óbitos maternos nos EUA e aproximadamente 35% no 

Brasil. O diagnóstico de hipertensão durante a gestação também é baseado na presença de 

níveis tensionais iguais ou acima de 140/90 mm Hg (KAPLAN, 2001; JAMES et al., 2004). No 

entanto, a classificação utilizada na descrição dos distúrbios hipertensivos encontrados em 

associação à gravidez ainda são arbitrários. Entretanto, é fundamental a distinção entre a HAS 

que antecede a gravidez e a hipertensão induzida pela gravidez. 
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A presença da pressão arterial elevada na gravidez indica quase sempre uma das 

quatro condições: 1) hipertensão gestacional: diagnosticada após a 20a semana; 2) pré-

eclâmpsia: diagnosticada após a 20a semana e associada à proteinúria (300 mg/L em 24 

horas), mas na presença de convulsão denomina-se eclâmpsia; 3) hipertensão essencial 

crônica: antecede a gestação; 4) pré-eclâmpsia sobreposta a HAS crônica ou nefropatia: 

quando ocorre uma piora de hipertensão na presença de proteinúria (300 mg/L em 24 horas) 

(JAMES et al. 2004). 

Como a hipertensão experimental em animais, especialmente a hipertensão espontânea 

de origem genética, compartilha com a hipertensão essencial, no homem, características 

comuns, como a alta resistência vascular periférica, o rato SHR representa um dos modelos 

experimentais de hipertensão mais apropriados para o estudo das alterações cardiovasculares 

que acompanham a gestação com hipertensão pré-existente. 

 

1.2 Sistema Renina-Angiotensina  

 

 O SRA atua de maneira sinérgica com o sistema nervoso simpático na regulação da 

pressão arterial. O principal fator determinante da atividade deste sistema é a renina (uma 

aspartil protease), que é secretada principalmente por células do aparelho justaglomerular. 

Esta enzima está envolvida no metabolismo do angiotensinogênio, uma α2 globulina que se 

origina principalmente no fígado, formando Ang I (Figura 1). 

 Uma vez formada a Ang I, uma dipeptidil carboxipeptidase catalisa a remoção do 

dipeptídeo His-Leu da Ang I, dando origem a Ang II rapidamente na circulação (Figura 1). 

Esta enzima, ECA, foi descoberta por acaso no plasma (SKEGGS, 1984). A sua 

especificidade é muito baixa, hidrolisando diversos substratos além da Ang I, por exemplo, 

agindo sobre a bradicinina (BK), um potente peptídeo vasodilatador, formando fragmentos de 

cininas inativos, sendo por este motivo também conhecida como cininase II. Essa enzima é 

fundamental no controle neuro-humoral da pressão arterial e seus inibidores são utilizados no 

tratamento de diferentes formas de hipertensão e na insuficiência cardíaca (HANSSON et al., 

1999). Entretanto, alguns estudos mostram que a Ang II pode ser gerada por outras enzimas, 

além da ECA, por exemplo, as quimases (HUNSAIN, 1993). Dessa forma o bloqueio 

funcional pelos inibidores da ECA não é completo. 

 Em 2000, a ECA2 foi descoberta e caracterizada como uma enzima similar à ECA 

(TIPNIS et al., 2000), contendo 805 aminoácidos com significativa homologia. No entanto, ao 
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contrário da ECA, a ECA2 hidrolisa Ang I a Ang 1-9, Ang II a Ang-(1-7) (Figura 1), e BK a 

BK-(1-7) (metabólito inativo). Além disso, a ECA2 não converte Ang I em Ang II, e sua 

atividade enzimática não é inibida pelos conhecidos inibidores da ECA. A ECA2 é um 

inibidor da formação de Ang II, por estimulação de vias alternativas de degradação de Ang I. 

Essa enzima foi localizada na membrana de miócitos cardíacos, células endoteliais e tubulares 

renais e no testículo (DONOGHUE et al., 2000). O RNAm e os níveis de proteína para ECA2 

estão diminuídos no rim de modelos de hipertensão em ratos. Além disso, já foi demonstrado 

que o aumento da expressão de ECA2 na vasculatura está relacionado à redução da pressão 

arterial e melhora da função endotelial em ratos hipertensos (RENTZSCH et al., 2008). Os 

dados encontrados até o presente indicam que a ECA2 provavelmente atue contrabalançando 

as ações da ECA (CRACKOWER et al., 2002). 

A Ang II é o principal autacóide do SRA. A sequência de aminoácidos da Ang II, Asp-

Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe, é igual em humanos, cavalos e porcos, sendo em bovinos o 

aminoácido isoleucina na posição 5 do peptídeo trocado pela valina. A Ang II exerce suas 

ações biológicas através da ligação a distintos receptores de membrana e, consequentemente, 

ativa diversas vias intracelulares. Dois principais subtipos de receptores foram identificados e 

clonados, e são conhecidos como AT1 e AT2 (DE GASPARO et al., 2000). 

O receptor AT1 é responsável por mediar a maioria dos efeitos da Ang II. Entre as 

principais ações mediadas por esse receptor destaca-se a vasoconstrição periférica, liberação 

de aldosterona, retenção de sódio, sede, ativação simpática, aumento da expressão de pró-

oncogenes, aumento dos fatores de crescimento e aumento da síntese de proteína da matriz 

extracelular. A Ang II promove, portanto, alterações na resistência vascular periférica, na 

função renal e na estrutura cardiovascular (SCOTT-BURDEN, 1991; MORISHITA et al., 

1992; ITO et al., 1995; WOLF et al., 1995; UNGER et al., 1996; STROTH & UNGER, 

1999).  

A função do receptor AT2 é bem menos conhecida e as evidências sugerem que a sua 

ativação pela Ang II inibe a proliferação celular e reverte a hipertrofia induzida por AT1 

(NAKAJIMA et al., 1995; STOLL et al., 1995). O receptor AT2 também tem sido associado a 

várias funções como, redução do crescimento celular e tecidual (STOLL et al., 1995; 

MEFFERT et al., 1996; TSUZUKI et al., 1996), indução da diferenciação celular neuronal 

(COTE et al., 1999; GENDRON et al., 1999) e apoptose (CHAMOUX et al., 1999; 

GALLINAT et al., 1999). Além disso, o receptor AT2 pode mediar efeitos hipotensores 
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(SCHEUER & PERRONE, 1993; ICHIKI et al., 1995) e vasodilatadores (KATADA & 

MAJIMA, 2002; SOARES DE MOURA et al., 2004; OGNIBENE et al., 2009). 

A Ang 1-7 é um heptapeptídeo formado a partir de Ang I ou Ang II por ação de 

endopeptidases e carboxipeptidases. Além disso, a ECA2 está sendo implicada na formação 

de Ang 1-7 por duas vias diferentes: diretamente de Ang II (VICKERS et al., 2002) e 

indiretamente de Ang I (DONOGHUE et al., 2000) (Figura 1). Recentemente, Santos et al. 

identificaram a Ang 1-7 como um ligante endógeno de receptor acoplado à proteína G, 

conhecido como mas (SANTOS et al., 2003). 

A Ang 1-7 está sendo considerada um importante componente do SRA, com algumas 

ações similares e outras opostas às desencadeadas pela Ang II (SANTOS & CAMPAGNOLE-

SANTOS, 1994; FERRARIO & IYER, 1998; CAREY & SIRAGY, 2003). A Ang 1-7 não 

possui efeito vasoconstritor, não age na liberação de aldosterona e não produz sede ou 

aumento da atividade simpática. Mas, como a Ang II, libera vasopressina, estimula a 

biossíntese de prostaglandinas e também exerce ação antidiurética no rim (DELLI PIZZI et 

al., 1994). Estudos mostram que as ações promovidas pela Ang 1-7 contra-regulam àquelas da 

Ang II (FERRARIO et al., 1991) e contribuem para a regulação da pressão arterial (IYER et 

al., 2000a). O heptapeptídeo promove relaxamento em preparações de artérias coronárias e 

mesentéricas (BROSNIHAN et al., 1996; GORELIK et al., 1998), estimula a liberação de NO 

e prostaglandinas vasodilatadoras (RAJENDRAN et al., 2005), assim como potencializa os 

efeitos da BK (LI et al., 1997; LIMA et al., 1997; GRECO et al., 2006). Evidências anteriores 

demonstram que a Ang 1-7 reverte o efeito estimulatório da Ang II na atividade Na+-ATPase 

no túbulo proximal, através de um antagonista do receptor mas, conhecido como A779 

(LARA et al., 2002). O heptapeptídeo também é capaz de potencializar o efeito anti-agregante 

plaquetário induzido pelo nitroprussiato de sódio e, ainda, apresenta efeito antitrombótico 

(RAJENDRAN et al., 2005; FRAGA-SILVA et al., 2008). Além disso, o tratamento crônico 

com iECA ou antagonistas de receptor AT1 aumenta cerca de 25 vezes os níveis plasmáticos 

de Ang 1-7 (CHAPPELL et al., 1998; IYER et al., 2000b), sugerindo que o heptapeptídeo 

pode estar envolvido nos efeitos benéficos observados com essas terapias (IYER et al., 2000b; 

COLLISTER & HENDEL, 2003). 

Estudos relevantes têm demonstrado que o SRA pode ter uma participação importante 

na regulação cardiovascular durante a gestação. Evidência recente demonstra uma redução da 

resposta contrátil em anéis de aorta de ratas grávidas, quando comparado a ratas virgens, 

envolvendo o aumento da expressão e da atividade de receptores AT2 e de eNOS, o que pode 
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contribuir para a diminuição da pressão arterial na gravidez (STENNETT et al., 2009). Além 

disso, os níveis plasmático e urinário de Ang 1-7 estão aumentados na gestação normal 

(BROSNIHAN et al., 2005), assim como há um aumento do efeito vasodilatador do 

heptapeptídeo em artérias de resistência (NEVES et al., 2003). No entanto, não há evidências 

diretas a respeito da contribuição dos peptídeos Ang II e Ang 1-7 e suas respectivas enzimas 

geradoras, ECA e ECA2, para a regulação cardiovascular durante a gravidez normal ou 

acompanhada de hipertensão. 

 

1.3 Via L-arginina-óxido nítrico 

  

O primeiro relato de que o endotélio seria capaz de produzir um fator com atividade 

vasodilatadora foi descrito por Furchgott e Zawadski em 1980, e por alguns anos essa 

substância foi denominada fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) (FURCHGOTT & 

ZAWADSKI, 1980). Em 1987, O EDRF foi identificado como sendo o NO, um gás de meia 

vida muito curta e que teria um efeito marcante na vasodilatação e na função plaquetária 

(IGNARRO et al., 1987; MONCADA et al., 1989). 

Atualmente se sabe que o NO é um gás inorgânico lipofílico, com uma meia vida de 

menos de 30 segundos em sistemas biológicos, e que é produzido por diferentes tipos 

celulares, nos quais pode controlar ou influenciar importantes processos fisiológicos, como 

neurotransmissão, atividade citotóxica do sistema imune, além dos efeitos na adesão e 

agregação plaquetárias e na vasodilatação (MONCADA, 1997; HUYNH & CHIN-DUSTING, 

2006). 

A síntese de NO é resultado da oxidação de um dos dois nitrogênios guanidinos da L-

arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reação é catalisada pela NOS (MARLETTA, 

1993; MONCADA et al.,1991) e se processa com a participação de alguns co-fatores como 

nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato-reduzida (NADPH), flavina-adenina-

dinucleotídeo (FAD), flavina-mononucleotídeo (FMN) e tetraidrobiopterina (BH4) 

(MARLETTA, 1994). O resíduo N terminal liga a BH4 e a L-arginina se liga ao sítio ativo da 

enzima em uma porção próxima ao heme nesta região. O domínio C terminal liga os cofatores 

NADPH, FAD e FMN. Os domínios N e C são unidos por uma pequena seqüência que liga a 

calmodulina, um co-fator essencial para a atividade da NOS (STEUHR, 1997). 

A síntese de NO, em várias condições fisiológicas e patológicas, depende de L-

arginina extracelular. Vários estudos comprovam que o transporte da L-arginina é essencial 
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para a produção de NO em células como endotélio, leucócitos e plaquetas, independentemente 

da concentração intracelular deste aminoácido. (LOSCALZO & VITA, 2000; MAXWELL & 

COOKE, 2000; BRUNINI et al., 2003). Esta dependência, que ocorre mesmo com o nível 

intracelular de L-arginina superior ao Km das enzimas NOS, é denominada: “O paradoxo da 

L-arginina” (DEVES & BOYD, 1998; BRUNINI et al., 2003; BOGER, 2004). 

Quatro sistemas de transporte são responsáveis pelo transporte de L-arginina em 

mamíferos: y+, y+L, B0,+ e b0,+ (DEVES & BOYD, 1998; MANN et al., 2003). O transporte de 

L-arginina em plaquetas humanas, que é essencial para a produção de NO, é mediado via 

sistema y+L e não pelo sistema de transporte de aminoácidos catiônicos clássico, sistema y+ 

(MENDES RIBEIRO et al., 1999; BRUNINI et al., 2003). O sistema y+ foi caracterizado 

como independente de Na+ e seletivo para aminoácidos catiônicos. Os demais sistemas, y+L, 

b0,+ e B0,+, transportam tanto aminoácidos catiônicos quanto neutros, mas diferem na 

dependência ou não da presença de Na+. O sistema y+L transporta aminoácidos catiônicos na 

ausência de Na+ e aminoácidos neutros na dependência de Na+. Os sistemas b0,+ e B0,+ 

transportam aminoácidos neutros e catiônicos, sendo o sistema B0,+ dependente de Na+ e o 

sistema b0,+ independente de Na+ (BRUNINI et al., 2007). 

As isoformas da NOS são agrupadas em duas categorias: a NOS constitutiva (cNOS) e 

a NOS induzível (iNOS, tipo II). A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal 

(nNOS, tipo I), detectada inicialmente em neurônios (BREDT & SNYDER, 1989; 

KNOWLES et al., 1989) e a NOS endotelial (eNOS, tipo III), presente nas células endoteliais 

(Moncada et al., 1991) e nas plaquetas (RADOMSKI et al., 1990). A cNOS produz pequenas 

quantidades de NO e sua ativação depende da interação com a calmodulina, que, por sua vez, 

é controlada pelos níveis de Ca++ (MARLETTA, 1994).  

A iNOS, isoforma independente de Ca++, não é expressa sob condições normais, mas 

induzida por citocinas ou endotoxinas em uma variedade de células como macrófagos, 

linfócitos T, células endoteliais, miócitos, hepatócitos, neutrófilos e plaquetas (MONCADA, 

1991). Esta isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez sintetizada, libera 

quantidades maiores de NO do que a cNOS e a produção continua até que a L-arginina ou os 

co-fatores necessários para sua síntese sejam depletados ou ocorra morte celular (DUSTING 

& MCDONALD, 1995). 

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel importante no relaxamento 

vascular. Normalmente, a vasodilatação ocorre quando alguns agentes como acetilcolina, 

bradicinina, histamina, Ang 1-7, dentre outros, ligam-se a seus receptores de membrana nas 
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células endoteliais, levando à ativação da eNOS presente nestas células e à consequente 

produção de NO (Figura 2). O NO produzido se difunde rapidamente, através da bicamada 

lipídica, para a célula muscular, onde interage com o ferro do grupo heme da enzima 

guanilato ciclase (GC), tornando-a ativa. A isoforma da GC melhor caracterizada é a α1/β1, 

que responde a concentrações nanomolares de NO. Quando ativa, a GC catalisa a saída de 

dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), formando GMPc e 

pirofosfato (SNYDER & BREDT, 1992). O GMPc se liga a proteínas-alvo como proteínas 

quinase dependente de GMPc e canais iônicos regulados por GMPc, participando das vias 

finais de sinalização específicas para cada tipo celular (CARY et al., 2006). O aumento da 

concentração de GMPc na célula muscular resulta no relaxamento, envolvendo a diminuição 

do Ca++ livre intracelular (GEWALTIG & KOJDA, 2002).  

O nível intracelular de GMPc ou de adenosina 3’,5’-monofosfato cíclica (AMPc) é 

rigidamente controlado, seja pela sua taxa de síntese, através da GC e da adenilato ciclase 

(AC), respectivamente, ou mesmo pela sua taxa de hidrólise, através das fosfodiesterases 

(PDEs). As PDEs formam 11 famílias de enzimas que catalisam a hidrólise de nucleotídeos 

cíclicos, contendo mais de 50 variantes conhecidas. A PDE3A está presente nas plaquetas e 

hidrolisa tanto AMPc quanto GMPc. Já a PDE5A está presente tanto nas plaquetas quanto no 

músculo liso vascular, e é altamente específica para GMPc (MATSUMOTO et al., 2003). 

O NO que deixa a célula endotelial pode se difundir para as plaquetas, onde também 

leva ao aumento do GMPc e consequente diminuição de Ca++ livre. Como o Ca++ é essencial 

para o processo de ativação plaquetária, esse processo é inibido (WOLIN, 2000). Além disso, 

as plaquetas também possuem NOS e são produtoras de NO. Então, o NO proveniente das 

células endoteliais e o produzido endogenamente são importantes no controle da função 

plaquetária (RADOMSKI, 1990; VASTA et al., 1995).  

Estudos prévios sugerem que a administração de estradiol aumenta o relaxamento 

dependente do endotélio em aorta de coelhos e, ainda, que há uma maior produção de NO em 

fêmeas do que em machos. Além disso, o estrogênio parece aumentar tanto a atividade quanto 

a expressão da eNOS (WEINER et al., 1994a). Por outro lado, ratas ovarectomizadas 

apresentam uma redução não somente na quantidade, mas também na atividade da eNOS. 

Além da atuação sobre a atividade e a expressão da eNOS, evidências indicam que o 

estrogênio reduz a geração de ânion superóxido na parede do vaso, levando ao aumento da 

biodisponibilidade de NO (KHALIL, 2005). Entretanto, não há evidências a respeito do 
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impacto da gestação normal ou, ainda, da gestação acompanhada de hipertensão sobre a via 

L-arginina-NO em plaquetas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Via L-arginina-óxido nítrico (adaptado de MacAllister & Vallance, Exp. Nephrol. 

1998; 6(3): 195-199. 

 

1.4 Estresse Oxidativo 

 

As EROs e as espécies reativas de nitrogênio são produtos reativos do metabolismo 

celular encontrados em todos os sistemas biológicos (TOUYZ & SHIFFRIN, 2004). A 

formação dessas espécies é determinada pela perda ou ganho de um elétron, tornando-se um 

elétron desemparelhado e a molécula altamente reativa (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1999).  

Pela sua configuração eletrônica, o oxigênio molecular tende a receber um elétron de 

cada vez, formando compostos intermediários altamente reativos, destacando-se o ânion 

superóxido (•O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (OH•) (BELLÓ, 2002). 

As formas reativas de nitrogênio compreendem o NO e o peroxinitrito (ONOO-). 

O •O2
- é o primeiro intermediário da redução monovalente do oxigênio até água, sendo 

formadas a partir dele as demais EROs (BELLÓ, 2002). Em condições fisiológicas, a reação 

favorecida é a dismutação, com a formação do H2O2. Entretanto, quando produzido em 

excesso, uma quantidade significativa de •O2
- reage com o NO, produzindo assim o ONOO- 

(TOUYZ & SHIFFRIN, 2004). Além disso, essa espécie reativa é solúvel em água e só é 

capaz de atravessar membranas biológicas através de canais iônicos (SCHAFER & 

BUETTNER, 2001; HAN et al., 2003). 
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O H2O2 é produzido principalmente pela dismutação do •O2
-. Essa reação pode ser 

espontânea ou catalisada pela superóxido dismutase (SOD). Diferente do •O2
-, o H2O2 não é 

um radical livre, sendo assim uma molécula mais estável. Além disso, é lipossolúvel, 

atravessa membranas celulares e tem meia-vida maior que o •O2
- (TOUYZ & SHIFFRIN, 

2004). Na presença de ferro, essa espécie reativa pode ser reduzida e gerar OH• (Reação de 

Fenton e Reação de Harber-Weiss) (FRIDOVICH, 1997). Em sistemas biológicos, é 

removido pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (SCHAFER & 

BUETTNER, 2001). 

O OH• é extremamente reativo e induz dano no local onde é formado (TOUYZ & 

SCHIFRIN, 2004). A sua combinação rápida com metais ou outros radicais no próprio sítio 

onde foi produzido confirma sua alta reatividade (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). 

O NO é um abundante radical reativo que age como uma importante molécula de 

sinalização biológica, em uma grande variedade de processos fisiológicos, incluindo 

neurotransmissão, regulação da pressão arterial, mecanismos de defesa e relaxamento do 

músculo liso (BERGENDI et al., 1999). Entretanto, quando em excesso, pode levar a reações 

de nitrosilação, o que acarreta alterações na estrutura de proteínas e consequente perda de 

função (VALKO et al., 2006). Já o ONOO- é um potente agente oxidante, que pode causar 

fragmentação no DNA, oxidação lipídica e protéica (CARR et al., 2000). É formado quando o 

O2
-, em excesso, doa um elétron para o NO (TOUYZ & SHIFFRIN, 2004). 

Em condições fisiológicas, EROs são produzidas em baixas concentrações e agem 

como moléculas sinalizadoras no sistema cardiovascular, regulando a contração e o 

relaxamento, assim como o crescimento da célula do músculo liso vascular (RAO & BERK, 

1992; COSENTINO, 1994; ZAFARI, 1998; TOUYZ & SCHIFFRIN, 1999). Em condições 

patológicas, o aumento da produção de EROs leva à disfunção endotelial, aumento da 

contratilidade, crescimento e apoptose das células do músculo liso vascular, peroxidação 

lipídica, inflamação e aumento da deposição de proteínas da matrix extracelular, processos 

que contribuem para o dano e conseqüente doença cardiovascular (RAO & BERK, 1992; 

HARRISON, 1997). 

O estresse oxidativo representa um desequilíbrio entre a formação e a remoção dessas 

espécies, decorrente da diminuição dos antioxidantes endógenos ou, ainda, do aumento da 

geração das espécies oxidantes (TOUYZ, 2004).  
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Figura 3- Vias envolvidas da formação de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio e o 

sistema antioxidante (adaptado de Touyz RM, Braz. J. Med. Biol. Res. 2004; 

37(8): 1263-1273. 

 

A principal fonte de EROs nos diversos tipos celulares é a NADPH oxidase, mas há 

outras fontes enzimáticas capazes de gerar EROs como xantina oxidase, citocromo P450, 

cicloxigenase e enzimas da cadeia respiratória mitocondrial. A enzima NOS, responsável pela 

formação do NO, quando desacoplada, pode formar ONOO- (TOUYZ, 2004) (Figura 3). 

Na vasculatura, essas espécies são produzidas em graus variados e são reguladas por 

sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Entre os sistemas enzimáticos 

destacam-se: SOD, CAT e GPx. Os sistemas não enzimáticos são exógenos em sua maioria, 

dentre os quais se destacam as vitaminas lipossolúveis (vitamina A, E e betacarotenos), as 

vitaminas hidrossolúveis (vitamina C e vitaminas do complexo B) e os oligoelementos (zinco, 

cobre, selênio, manganês) (STRALIN et al., 1995; HALLIWELL, 1999; CHANNON & 

GUZIK, 2002). 

A SOD representa o maior sistema de defesa da célula vascular. Em mamíferos 

existem três isoformas: SOD-cobre-zinco (SOD1) está presente principalmente no citosol, 

SOD-manganês (SOD2) está localizada primariamente na mitocôndria e a SOD extracelular 

(SOD3) (TOUYZ & PARAVICINI, 2008). Esta enzima tem papel antioxidante, pois catalisa 

a dismutação do •O2
- em H2O2 e O2 na presença do próton H+ (ROSS & MOLDEUS, 1991; 

ACHARYA et al., 1991). 
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A CAT é uma hemeproteína citoplasmática, localizada nos peroxissomas e no citosol, 

que catalisa a redução do H2O2 a H2O e O2 (TOUYZ, 2004).  

A GPx catalisa a redução do H2O2 a H2O e O2, utilizando a glutationa (GSH) como co-

substrato. A glutationa tem propriedade de doador de elétrons e pode ser regenerada através 

da gluatationa redutase (GR), com a transferência do hidrogênio do NADPH (Figura 3). Neste 

processo são transferidos dois hidrogênios dos grupamentos sulfidrilas para os peróxidos, 

transformando-os em álcool e/ou água, resultando em glutationa dissulfeto (GSSH). A GPx 

geralmente ocorre associada ao selênio. Embora tenha ação fundamentalmente citosólica, in 

vitro ela é capaz de reduzir hidroperóxidos de membrana (SHAN et al., 1990). 

 A fluidez das membranas celulares está relacionada com a presença de cadeias 

insaturadas dos ácidos graxos poliinsaturados. O ataque de algumas espécies reativas, que 

abstraem um átomo de hidrogênio do grupo metileno das cadeias de ácidos graxos 

poliinsaturados, inicia o processo de peroxidação lipídica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1991). Os radicais de carbono formados podem reagir espontaneamente com o oxigênio 

molecular, formando o radical peroxila, que propaga a cadeia de peroxidação lipídica 

(JIALAL & GRUNDY, 1992). 

O malondialdeído (MDA) é um aldeído de cadeia curta, sendo um dos compostos 

medidos pela reação com o ácido tiobarbitúrico. Sua formação ocorre pela decomposição dos 

hidroperóxidos lipídicos e sua concentração tem sido utilizada para estimar a intensidade da 

peroxidação lipídica em sistemas biológicos (BONNES & GUÈRIN, 1992; COSTA et al., 

2009). 

A maior fonte de EROs na parede dos vasos e nas plaquetas é a enzima NADPH 

oxidase, que pode ser regulada por agentes vasoativos, dentre os quais destaca-se a Ang II 

(RUECKSCHLOSS et al., 2002). A ativação da enzima por Ang II e a consequente produção 

de •O2
- parecem estar aumentadas em algumas condições patológicas como hipertensão, 

aterosclerose e diabetes (GRIENDLING et al., 2000; PLUMB et al., 2005). Estudo prévio 

demonstrou que a inibição da ECA, enzima que gera Ang II, diminui os níveis de •O2
- e 

melhora a resistência plaquetária ao NO (CHIRKOV et al., 2004). Em conjunto, esses dados 

mostram a importante participação da Ang II no estresse oxidativo e, consequentemente, nas 

condições patológicas associadas. Além disso, trabalhos anteriores demonstraram que a Ang 

1-7, um peptídeo que desempenha funções opostas àquelas classicamente induzidas pela Ang 

II, é capaz de modular negativamente o efeito pró-oxidante da Ang II em ratos e humanos 

(POLIZIO, 2007; SAMPAIO, 2007). Na gestação normal há aumento dos níveis plasmáticos 
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de Ang 1-7 (BROSNIHAN et al., 2005) e talvez um possível efeito antioxidante do 

heptapeptídeo possa contribuir para a regulação cardiovascular materna, levando à redução da 

pressão arterial. No entanto, nenhuma evidência nesse sentido foi descrita até o momento. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Estudar a contribuição do Sistema Renina-Angiotensina vascular, assim como, da via 

L-arginina-NO plaquetária para a regulação cardiovascular materna em ratas normotensas e 

espontaneamente hipertensas.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1-   Investigar as respostas da Ang II e Ang 1-7 em leito arterial mesentérico (LAM) isolado; 

2-  Investigar a expressão das enzimas eNOS, ECA e ECA2, assim como dos receptores AT1 

e AT2 da Ang II no LAM; 

3-  Avaliar a peroxidação lipídica e a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) 

em LAM; 

4-  Estudar o transporte de L-arginina e a atividade da NOS em plaquetas; 

5-  Investigar a expressão das isoformas eNOS e iNOS e das enzimas sGC e PDE5 em 

plaquetas; 

6-  Avaliar a produção de GMPc em plaquetas e a agregação plaquetária; 

7-  Avaliar o efeito da Ang 1-7 sobre o transporte de L-arginina, atividade da NOS e 

agregação plaquetária. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais utilizados 

 

Para este estudo foram utilizadas ratas virgens Wistar normotensas e espontaneamente 

hipertensas (SHR), com 3 meses de idade, pesando entre 200 e 230 g. As ratas grávidas 

normotensas e hipertensas foram obtidas colocando-se as fêmeas com um macho da mesma 

espécie para acasalar durante a noite e verificando a presença do esperma no canal vaginal na 

manhã seguinte. O primeiro dia da gestação foi determinado pela primeira detecção de 

esperma no canal vaginal, pela manhã. As ratas foram utilizadas com 20 dias de gravidez e as 

ratas virgens em diestro com a mesma idade foram consideradas como controle.  

Todos os animais são provenientes do biotério do Departamento de Farmacologia e 

Psicobiologia, do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em ciclo de sono-vigília de 12 horas, com 

presença de luz a partir das 6:00 horas da manhã, sendo os experimentos realizados durante o 

dia. Os animais tiveram livre acesso à ração e água. Os experimentos foram aprovados pelo 

Comitê de Ética para o cuidado e uso de animais experimentais da UERJ. 

Portanto, foram utilizados quatro grupos experimentais: (i) Ratas normotensas em 

diestro (ND); (ii) Ratas normotensas grávidas (NG); (iii) Ratas espontaneamente hipertensas 

em diestro (HD) e (iv) Ratas espontaneamente hipertensas grávidas (HG). 

 

3.2 Medida da pressão arterial sistólica 

    

A PAS foi medida por método não invasivo de pletismografia de cauda (Letica LE 

5000 - Panlab, Comella, Spain), em ratas acordadas de todos os grupos experimentais, por 

meio de um garrote e de um sensor de pulso colocados em torno da cauda do animal. Estes 

foram conectados ao registrador, o qual insufla e desinsufla automaticamente o garrote, e 

detecta o desaparecimento e o aparecimento da onda de pulso na artéria caudal, e assim 

determina a pressão arterial sistólica. As medidas foram realizadas 1 vez por semana, durante 

a gestação e por igual período nas ratas não grávidas, e imediatamente antes do sacrifício. 

Os animais foram treinados por 2 semanas, antes do período experimental, para 

minimizar o estresse durante a medida da pressão arterial.  
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3.3 Protocolos experimentais com leito arterial mesentérico  

 

3.3.1    Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) 

  

As preparações de LAM foram isoladas de ratos dos 4 grupos experimentais, 

conforme descrito por McGregor (1965). Os ratos foram anestesiados com tiopental (70 

mg/Kg) e, em seguida à laparotomia, o LAM foi estendido para o exterior da cavidade 

abdominal e envolto em gaze umedecida com solução de Krebs [composição em mM: NaCl 

(118.3); KCl (4.7); CaCl2.2H2O (2.5); MgSO4.6H2O (1.2); NaHCO3 (25.0); KH2PO4 (1.2); 

glicose (11.1); ácido etilenodiamino tetra acético – EDTA (0.026)]. Os ramos pancreático, 

duodenal, íleo-cólico e cólico direito da artéria mesentérica superior foram ligados e 

seccionados. O intestino delgado foi ligado e seccionado à altura do jejuno proximal e do íleo 

distal. A artéria mesentérica superior foi isolada na sua origem, à altura da artéria aorta 

abdominal e canulada com um tubo de polietileno (PE 50, Clay Adams Brand CA – Becton 

Dickinson) preenchido com solução de Krebs heparinizada. Em seguida, o intestino delgado 

foi separado do leito vascular, cortando-se rente à borda intestinal, e a preparação lavada com 

solução de Krebs para os experimentos de reatividade vascular ou PBS para os experimentos 

de atividade enzimática, substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico e Western Blotting. 

 

3.3.2    Reatividade do leito arterial mesentérico    

 

 Após o isolamento, a preparação vascular foi colocada em uma cuba (volume de 10 

mL) e constantemente perfundida por meio da cânula inserida na artéria mesentérica superior, 

que foi conectada a uma bomba peristáltica (Abbott’Shaw Lifecare Model 4, North Chicago, 

IL, USA). A solução de Krebs, mantida a 37ºC e aerada com mistura carbogênica (95% O2 e 

5% CO2) foi infundida em fluxo constante de 4 mL/min e a pressão de perfusão registrada 

continuamente em polígrafo (7754A; Hewlett-Packard, Lexington, MA, USA), por meio de 

um transdutor de pressão (1280; Hewlett-Packard, Lexington, MA, USA) (Figura 4). 

Os experimentos foram precedidos de um período de 30 minutos de estabilização da 

preparação, durante o qual a pressão de perfusão basal manteve-se próxima de 20 a 40 mm Hg 

(Resende et al, 1997). Em seguida, testou-se a viabilidade dos vasos mesentéricos por meio de 

injeção “in bolus” de 120 µmol de KCl. Logo após, iniciou-se o período de sensibilização da 

preparação vascular, no qual a norepinefrina (NE) foi adicionada à solução de perfusão, em 
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concentração suficiente (30 µM) para que a pressão de perfusão fosse mantida estável em 

torno de 80-100 mm Hg. Logo após a obtenção de uma resposta pressora constante da NE, 

testamos a viabilidade do endotélio vascular, com a injeção de acetilcolina (10 pmol), que 

produz um efeito vasodilatador que é dependente da liberação de NO pelas células 

endoteliais. Testamos também a capacidade dilatadora direta do músculo liso vascular com a 

injeção de nitroglicerina (10 nmol), substância que atua diretamente no músculo liso vascular, 

liberando NO de sua estrutura, sendo seu efeito independente do endotélio.  

Uma vez confirmada a presença do endotélio e do músculo liso vascular funcionantes, 

foram injetadas doses crescentes de Ang II (10; 30; 100 e 300 nmol) e posteriormente de Ang 

1-7 (10; 30; 100 e 300 nmol).  

A resposta vasodilatadora foi expressa em termos de % de queda da resposta pressora 

induzida pela NE. Todas as injeções foram realizadas imediatamente antes da cânula arterial, 

em um injetor acoplado ao sistema de perfusão, por meio de micro-seringas de 10 e 100 µL 

(Hamilton). O intervalo entre as injeções foi de aproximadamente 5 minutos, permitindo 

sempre o retorno e estabilização da pressão de perfusão aos níveis anteriores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Esquema de perfusão do leito arterial mesentérico. 

 

3.3.3    Western Blotting em leito arterial mesentérico 

 

As artérias mesentéricas isoladas foram lavadas com tampão salina fosfato gelado 

(PBS) e homogeneizadas com tampão de lise contendo PBS, Tryton X-100 (1 %), NaF (1 M), 

NaPPi (100 mM), Na3VO4 (1 M), pepstatina (10 µg/ mL), leupeptina (10 µg/mL) e aprotinina 
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(10 µg/mL), seguido de centrifugação (13000 rpm por 20 min) a 4ºC. A concentração de 

proteína foi determinada pelo método de Lowry (Bio-Rad Laboratórios, Milão, Itália). Após 

desnaturação a 100 ºC por 5 min, 30 µg de proteína foram depositadas em um gel de 

poliacrilamida-sulfato dodecil de sódio (8-10%), separadas por eletroforese (150V, 50mA por 

1 hora) e transferidas para uma membrana de polivinilidina (15 V, 328mA por 1 hora). As 

membranas foram bloqueadas durante 1 hora com tampão de bloqueio (PBS, 0.1% Tween-20, 

ph 7.4 + 3% albumina) e, em seguida, incubadas “overnight” a 4º C com anticorpo primário 

policlonal (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) contra a enzima eNOS (≈140 

kDa; diluição 1:500), receptor AT1 (≈43 kDa; diluição 1:200) e receptor AT2 (≈44 kDa; 

diluição 1:200), ECA (≈ 195 kDa; 1:1.000) e ECA2 (≈ 90 kDa 1:1.500) diluídos em solução 

de bloqueio. As membranas foram lavadas em solução de PBS-Tween-20 (0.1%), incubadas 

com anticorpo secundário (diluição 1:10.000 - 1:20.000) conjugado a peroxidase (incubação 

em 5% de leite), durante 1 hora a temperatura ambiente, e novamente lavadas. 

Posteriormente, as membranas foram incubadas com ECL (Amersham-Biosciences, 

Buckinghamshire, UK) durante 4 minutos e expostas a um filme auto-radiográfico 

(Amersham-Biosciences, Buckinghamshire, UK). Após a revelação do filme, a densitometria 

das bandas foi medida por análise de computador, utilizando o programa Adobe Photoshop 

7.0. 

 

3.3.4   Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Este método é utilizado para a avaliação do estado de oxidação dos ácidos graxos em 

sistemas biológicos. O dano em lipídeos de membrana é determinado pela formação de 

subprodutos da lipoperoxidação (p. ex. malondialdeído - MDA), que são substâncias reativas 

ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBA).  MDA reage com o TBA gerando um produto 

colorido róseo lido em espectrofotômetro (532nm).  

A análise de TBARS foi avaliada em homogenato de vasos mesentéricos preparados 

em tampão fosfato. As amostras foram incubadas com ácido tricloroacético, centrifugadas a 

1.000 rpm por 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi coletado em um tubo de ensaio e 

posteriormente foi adicionado TBA (0.67%). Os tubos foram colocados em um banho seco 

(100ºC) por 30 minutos. Após o resfriamento, foi realizada a leitura em espectofotômetro 

(532nm; Ultrospec 2100 Pro - Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Esta 

padronização foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper & Hadley (1990). 
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 3.3.5   Atividade das enzimas antioxidantes 

 

A medida da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx foi realizada em 

homogenato de vasos mesentéricos preparados com tampão fosfato.  

 

3.3.5.1 Medida da Superóxido Dismutase 

 

A enzima SOD catalisa a dismutação do •O2
- em O2 e H2O2. A determinação da 

atividade da enzima baseou-se na medida da concentração de adenocromo, resultante da 

oxidação da noradrenalina pelo •O2
-. Este ensaio foi realizado utilizando a técnica descrita por 

Bannister & Calabrese (1987) e adaptada para o tecido vascular. 

As amostras foram incubadas com tampão glicina (2 mM) e noradrenalina (1 mM). A 

enzima CAT (1.2 mg/ml) também foi adicionada ao meio para retirar o H2O2 formado pela 

reação catalisada pela SOD. A concentração de adenocromo foi medida 

espectrofotometricamente (480 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, UK) em um intervalo de 180 segundos.  

 

3.3.5.2 Medida da catalase 

 

A catalase é uma hemeproteína que catalisa a degradação do H2O2, formando oxigênio 

molecular e H2O. A atividade da enzima foi avaliada através do consumo de H2O2 pela 

reação. 

As amostras foram incubadas com PBS e H2O2 (0.16%). A concentração de H2O2 foi 

avaliada por espectrofotometria (240 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, UK) em um intervalo de 60 segundos (AEBI, 1984).                                          

 

3.3.5.3 Medida da Glutationa Peroxidase 

 

A GPx é uma enzima selênio-dependente que catalisa a redução do H2O2 e 

hidroperóxidos orgânicos (ROOH) para H2O e álcool, usando a glutationa (GSH) como 

doador de elétrons. A determinação da atividade da GSH-Px foi realizada a partir da taxa de 

decaimento da NADPH. 
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As amostras foram incubadas com tampão fosfato (PBS), glutationa reduzida (2 mM), 

glutationa redutase (0.11 mg/mL) e azida sódica (0.065 mg/mL) durante 10 minutos. Após o 

tempo de incubação, NADPH (10 mM) foi adicionada ao meio e foram realizadas leituras em 

um intervalo de 180 segundos. Posteriormente, H2O2 (3%) foi adicionado e uma nova leitura 

foi realiza por 240 segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por 

espectrofotometria (340 nm; Ultrospec 2100 Pro — Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, UK). Esta padronização foi realizada utilizando a técnica descrita por 

Flohé & Gunzler (1984) e adaptada para o tecido vascular. 

 

3.4 Protocolos experimentais com plaquetas 

    

3.4.1  Transporte de L-arginina em plaquetas  

 

O influxo de L-arginina foi realizado de acordo com um protocolo previamente 

estabelecido (MENDES RIBEIRO et al., 1999).  

Para os experimentos de transporte de L-arginina em plaquetas, o sangue foi coletado 

em tubos contendo [ácido cítrico (73.7 mM), citrato de trissódico (85.9 mM) e glicose (111 

mM); pH=4] através de uma cânula introduzida na aorta descendente. Após centrifugação a 

1.200 rpm por 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5804 R), o plasma rico em plaquetas (PRP) 

foi retirado e centrifugado novamente a 2520 rpm por 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5804 

R). As plaquetas isoladas foram resuspensas em solução de Krebs [composição em mM: NaCl 

(119), MgCl2 (1.2), KCl (4.6) CaCl2 (1.5), NaHCO3 (15), Glicose (11), NaH2PO4 (1.2); 

pH=7.4]. O transporte de L-arginina foi avaliado na condição basal ou na presença de pré-

incubação por 15 minutos com L-Nitro-Arginina (L-NA) (1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-

NA + Ang 1-7. Em seguida, L-arginina tritiada (100 µM) foi adicionada à suspensão de 

plaquetas e incubada por 5 minutos a 37ºC. Após a incubação, a amostra de plaquetas 

resuspensas foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf Centrifuge 5417 C). O 

sobrenadante foi removido e o pellet de plaquetas resuspenso em 1 mL de solução de Krebs, 

seguido por nova centrifugação a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf Centrifuge 5417 

C). As células foram lisadas com Tryton X-100 (0.1%), e a radioatividade medida em um 

contador de cintilação ß (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., 

Fullerton, CA, USA). 
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3.4.2   Atividade da NOS plaquetária 

 

A atividade total da NOS, na condição basal, foi avaliada pela conversão de L-[3H]-

arginina em L-[3H]-citrulina (BRUNINI et al., 2003).  

L-[3H]-arginina (1 µM) foi adicionada à suspensão de plaquetas e incubada a 37 ºC por 

15 minutos na ausência ou na presença de incubação concomitante com L-nitro arginina (L-

NA; 1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-NA + Ang 1-7. Após a incubação, a amostra de 

plaquetas resuspensas foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf Centrifuge 

5417 C). O sobrenadante foi desprezado e o pellet de plaquetas resuspenso em 1 mL de 

solução de Krebs, seguido por nova centrifugação a 14.000 rpm por 15 segundos (Eppendorf 

Centrifuge 5417 C). As plaquetas foram lisadas com Tryton (0.1%) e transferidas para uma 

coluna contendo a resina catiônica Dowex. L-[3H]-citrulina foi removida para tubos de 

cintilação, o líquido cintilante foi adicionado e a radioatividade medida em um aparelho de 

cintilação ß (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Counter Inc., Fullerton, CA, 

USA). 

 

3.4.3    Western Blotting em plaquetas 

 

A expressão intraplaquetária de eNOS, iNOS, GC e PDE5 foram avaliadas através de 

Western Blotting. 

As proteínas foram extraídas a partir da suspensão de plaquetas, obtida como descrito 

anteriormente. O pellet de plaquetas foi dissolvido em tampão de extração de proteínas 

contendo inibidores de proteases (Protease inhibitor Cocktail – Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA), seguido por rápido congelamento em nitrogênio líquido. Posteriormente, as 

amostras foram submetidas a um banho de ultrassom por 15 minutos (MaxiClean 1400), 

centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4oC (Eppendorf Centrifuge 5417 C) e o 

sobrenadante foi coletado e armazenado a -80oC até a sua utilização.  

Após desnaturação a 90oC por 10 minutos, 10 µg de proteínas dos lisados de plaquetas 

suspensas foram aplicadas em gel de poliacrilamida NuPAGE® Novex Bis-Tris 10% 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), separadas por eletroforese (200V, 50mA por 45 minutos) e 

transferidas para membranas de polivinilidina (15V, 328mA por 1 hora). 

  Foram utilizados anticorpos primários monoclonais para eNOS (≈140 kDa; 1:1.000) 

e iNOS (≈ 130 kDa; 1:1.000) (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) e anticorpos primários 



 

 

40

policlonais para PDE5 (≈ 95 kDa; 1:500) e subunidade β1 da GC solúvel (≈ 65 kDa; 1:1.000) 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). O procedimento para detecção 

empregado foi o sistema cromogênico Western Breeze (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  As 

bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o programa Adobe Photoshop 

7.0. 

 

3.4.4    Mensuração de GMP cíclico intraplaquetário 

 

Para a mensuração de GMPc em condição basal, a suspensão de plaquetas dos 

diferentes grupos experimentais foi incubada por 30 minutos com 200 µM de IBMX (inibidor 

inespecífico de fosfodiesterases). Em seguida, foi adicionado ácido perclórico (150 mM) às 

amostras, que foram submetidas a um banho de ultrassom por 15 minutos (MaxiClean 1400) e 

congeladas rapidamente em nitrogênio líquido. Após centrifugação a 14.000 rpm por 10 

minutos (Eppendorf Centrifuge 5417 C), os sobrenadantes contendo GMPc foram coletados e 

estocados a -80ºC até a leitura por um ensaio enzimático utilizando o método ELISA 

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). 

 

3.4.5    Ensaio de agregação plaquetária 

 

A função plaquetária foi avaliada nos 4 grupos experimentais por método previamente 

descrito (DE MEIRELLES et al., 2007). 

No protocolo utilizado nesse estudo, inicialmente, o sangue coletado foi anticoagulado 

com citrato trissódico a 3,8% e posteriormente centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos em 

temperatura ambiente (Eppendorf Centrifuge 5804 R). O sobrenadante, contendo o plasma 

rico em plaquetas (PRP) foi removido.  O remanescente foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 

minutos (Eppendorf Centrifuge 5804 R) para obtenção do plasma pobre em plaquetas (PPP). 

A concentração plaquetária do PRP foi ajustada com o PPP para uma contagem constante de 

250 x 103 plaquetas/µL. A agregação foi induzida por difosfato de adenosina (ADP; 12 µM) 

em preparações de plaquetas, na ausência ou presença de pré-incubação por 3 minutos com 

Nitroglicerina (Nitro) (100 µM), Ang 1-7 (100 nM) ou Nitro + Ang 1-7, e a resposta 

monitorada por 5 minutos em um agregômetro de 4 canais (Chrono-Log, Havertown, PA). Os 

testes foram feitos a 37ºC com uma velocidade de rotação de 1.200 rpm e a agregação 

máxima foi expressa em percentual. 
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3.5 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média acompanhada do erro padrão da média (X 

± e.p.m). O programa Prisma 5.0 foi utilizado para a análise estatística e confecção dos 

gráficos. Todos os resultados foram analisados por meio de “One-way analysis of variance” 

(ANOVA), com posterior utilização do teste de Tukey, exceto a pressão arterial sistólica, que 

foi analisada por meio de “Two-way analysis of variance” com medidas repetidas. As 

diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando P<0.05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Medida da pressão arterial sistólica 

 

 A PAS dos grupos HD e HG foi significativamente maior (p<0.05) do que aquela 

apresentada pelos grupos ND e NG no 1º dia de aferição. Os grupos ND e HD não 

apresentaram modificações no decorrer dos 20 dias. A PAS manteve-se elevada em HG no 

14º dia de eferição. No entanto, no final da gestação, os grupos NG e HG apresentaram 

diminuição significativa da PAS (P<0.05), sendo que o grupo HG obteve valores que foram 

similares àqueles apresentados pelos animais normotensos.  

 

Tabela 1 – Pressão arterial sistólica (mm Hg).  
 

Grupos 1º dia 7º dia 14º dia 20º dia 

ND 137 ± 1.9 132 ± 1.5 125 ± 2.7 128 ± 3.0 

NG 131 ± 2.3 124 ± 3.7 126 ± 2.6 110 ± 2.7 * 

HD 182 ± 4.9 † 170 ± 3.1 † 180 ± 2.6 † 179 ± 3.7 † 

HG 183 ± 5.4 † 174 ± 3.8 † 172 ± 4.6 † 128 ± 3.4 * 

 

Legenda: ND, normotensa em diestro (n=7); NG, normotensa grávida (n=8); HD, hipertensa 
em diestro (n=6); HG, hipertensa grávida (n=6). Os valores representam a média ± 
erro padrão da média. *P<0.05 comparado ao 1º dia do grupo; †P<0.05 comparados 
aos grupos normotensos no mesmo dia de aferição. 
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4.2 Estudo da resposta vasodilatadora induzida por Ang II em LAM de ratas 

 

 Em preparações contraídas com norepinefrina (30 µM), a Ang II (30-300 nmol) 

produziu uma resposta vasodilatadora de maneira dose-dependente. 

 O efeito vasodilatador induzido pela Ang II foi significativamente maior no grupo de 

ratas HG quando comparado aos demais grupos na dose de 300 nmol (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 5 – Efeito vasodilatador induzido por Ang II em LAM pré-contraído com 

norepinefrina (30 µM) de ratas ND (n=5), NG (n=5), HD (n=6) e HG (n=5). 

Legenda: Os valores representam a média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação aos 
demais grupos; +P<0.05 em relação aos grupos ND e HD. ND (normotensa em 
diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa 
grávida). 
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4.3 Estudo da resposta vasodilatadora induzida por Ang 1-7 em LAM de ratas 

 

 Em preparações contraídas com norepinefrina (30 µM), a Ang 1-7 (30-300 nmol), 

produziu uma resposta vasodilatadora de maneira dose-dependente. 

 O efeito vasodilatador induzido pela Ang 1-7 foi significativamente maior no grupo de 

ratas HG quando comparado aos demais grupos nas doses de 30 e 300 nmol (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

Figura 6 – Efeito vasodilatador induzido por Ang 1-7 em LAM pré-contraído com 

norepinefrina (30 µM) de ratas ND (n=5), NG (n=5), HD (n=6) e HG (n=5).  

Legenda: Os valores representam a média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação aos 
demais grupos. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD 
(hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.4 Expressão de eNOS em LAM de ratas 

  

 A expressão de eNOS foi avaliada através de Western Blotting. Em preparações de 

LAM de ratas grávidas, normotensas e hipertensas, foi observada uma maior expressão da 

enzima, quando comparada aos respectivos grupos de ratas em diestro. A hipertensão, 

isoladamente, não modificou a expressão (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7 – Expressão da eNOS em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3). 

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND; +P<0.05 em relação ao grupo NG; #P<0.05 em relação ao grupo HD. 
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) 
e HG (hipertensa grávida). 
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4.5 Expressão de receptores AT1 da Ang II em LAM de ratas 

 

A expressão dos receptores AT1 foi avaliada por Western Blotting. Em preparações de 

LAM de ratas HD houve uma maior expressão de receptores AT1, quando comparado aos 

grupos de ratas normotensas. A gravidez associada à hipertensão foi capaz de reduzir essa 

expressão aos níveis observados nos grupos normotensos (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Expressão de receptores AT1 em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND; +P<0.05 em relação ao grupo NG; #P<0.05 em relação ao grupo HD. 
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) 
e HG (hipertensa grávida). 
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4.6 Expressão de receptores AT2 da Ang II em LAM de ratas 

 

A expressão dos receptores AT2 foi avaliada por Western Blotting. A expressão de 

receptores AT2 não diferiu entre os grupos. A gravidez e a hipertensão, isoladamente ou 

associadas, não modificaram a expressão desse subtipo de receptor (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Expressão de receptores AT2 em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. ND (normotensa em 
diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa 
grávida). 
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4.7 Expressão da enzima ECA em LAM de ratas 

 

 A expressão da enzima ECA foi avaliada por Western Blotting. Em preparações de 

LAM de ratas HD houve uma maior expressão dessa enzima, responsável pela conversão de 

Ang I em Ang II, comparada a de preparações de ratas ND e NG. Entretanto, em HG foi 

observada uma menor expressão dessa enzima comparada a HD, mas que não foi similar ao 

grupo ND (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10 – Expressão da enzima ECA em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND; +P<0.05 em relação ao grupo NG; #P<0.05 em relação ao grupo HD. 
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) 
e HG (hipertensa grávida). 
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4.8 Expressão da enzima ECA2 em LAM de ratas 

 

A expressão da enzima ECA2 foi avaliada por Western Blotting. A expressão dessa 

enzima, responsável por converter Ang II em Ang 1-7, foi maior nos grupos de ratas 

hipertensas do que nos grupos de ratas normotensas. A gravidez, isoladamente, não alterou a 

expressão (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Expressão da enzima ECA2 em LAM de ratas ND, NG, HD, HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND; +P<0.05 em relação ao grupo NG. ND (normotensa em diestro); NG 
(normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.9 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

 

 O dano em lipídeos de membrana foi determinado pela formação de subprodutos da 

lipoperoxidação, que são substâncias reativas ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBA). 

 Em preparações de LAM de ratas grávidas, normotensas e hipertensas, houve uma 

menor formação de TBARS, quando comparada aos respectivos grupos em diestro. A 

hipertensão isoladamente não alterou a resposta (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Medida de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico em LAM de ratas ND, 

NG, HD e HG (n=5).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação  
ao grupo ND; +P<0.05 em relação ao grupo NG. ND (normotensa em diestro); NG 
(normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.10 Medida da superóxido dismutase 

 

 A atividade da superóxido dismutase, em preparações de LAM, não diferiu entre os 

grupos normotensos. No entanto, ratas HG apresentaram uma menor atividade da enzima do 

que ratas HD. A hipertensão isoladamente não modificou a atividade (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Atividade da Superóxido Dismutase em LAM de ratas ND (n=13), NG (n=13), 

HD (n=12) e HG (n=8).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND; #P<0.05 em relação ao grupo HD. ND (normotensa em diestro); NG 
(normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.11 Medida da catalase 

 

 A atividade da Catalase, avaliada em preparações de LAM, foi significativamente 

maior no grupo de ratas NG, quando comparada ao respectivo grupo em diestro. Entretanto, a 

hipertensão isoladamente ou a gravidez associada à hipertensão não modificaram a atividade 

da enzima (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Atividade da Catalase em LAM de ratas ND (n=7), NG (n=5), HD (n=8) e HG 

(n=5).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD 
(hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.12 Medida da glutationa peroxidase 

 

 A atividade da Glutationa Peroxidase, avaliada em preparações LAM, não diferiu entre 

os grupos normotensos. No entanto, a atividade da enzima foi significativamente maior no 

grupo de ratas HG, quando comparada ao respectivo grupo em diestro. A hipertensão 

isoladamente não alterou a atividade da enzima (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Atividade da Glutationa Peroxidase em LAM de ratas ND (n=7), NG (n=8), HD 

(n=8) e HG (n=5).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao grupo ND; +P<0.05 em relação ao grupo NG; #P<0.05 em relação ao grupo HD. 
ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) 
e HG (hipertensa grávida). 
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4.13 Transporte de L-arginina em plaquetas 

   

 O transporte de L-arginina em plaquetas foi menor no grupo de ratas HG do que no 

grupo de ratas HD. Entretanto, o grupo de ratas NG não apresentou diferença no transporte 

basal de L-arginina com relação ao seu respectivo grupo em diestro. A hipertensão por si só 

não modificou o transporte (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Transporte de L-arginina em plaquetas de ratas ND (n=7), NG (n=8), HD (n=8) e 

HG (n=5).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND  
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.14 Efeito da Ang 1-7 sobre o transporte de L-arginina em plaquetas  

 

O transporte de L-arginina em plaquetas foi avaliado na condição basal ou na presença 

de tratamento com L-NA (1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-NA + Ang 1-7. O transporte de L-

arginina em plaquetas foi reduzido com a utilização de L-NA, mas não foi alterado pela 

incubação com Ang 1-7, isoladamente, em todos os grupos experimentais (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Efeito da Ang 1-7 sobre o transporte de L-arginina em plaquetas de ratas ND 

(n=7), NG (n=8), HD (n=8) e HG (n=5).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
ao transporte basal do respectivo grupo controle. #P<0.05 em relação ao transporte 
basal do grupo. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD 
(hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.15 Expressão de eNOS em plaquetas 

 

 A expressão de eNOS foi avaliada por Western Blotting. Em preparações de plaquetas 

de ratas NG houve uma menor expressão de eNOS quando comparada ao grupo controle. Em 

plaquetas de ratas HD e HG também houve uma menor expressão dessa isoforma quando 

comparada às ratas ND, indicando que a hipertensão reduz a expressão da eNOS em ratas não 

grávidas. Entretanto, a gravidez associada à hipertensão não alterou a expressão observada em 

ratas HD, como ocorreu entre os grupos normotensos (Figura 18).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Expressão da eNOS em plaquetas de ratas ND, NG, HD e HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND 
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.16 Expressão de iNOS em plaquetas 

 

 A expressão de iNOS foi avaliada por Western Blotting. Em plaquetas de ratas NG e 

HG houve uma menor expressão dessa enzima quando comparada aos respectivos grupos em 

diestro. Logo, a gravidez, em condição de normotensão ou hipertensão, foi capaz de reduzir a 

expressão de iNOS. Entretanto, a hipertensão isoladamente não alterou a expressão da enzima 

(Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Expressão da iNOS em plaquetas de ratas ND, NG, HD e HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND 
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.17 Atividade basal da NOS plaquetária 

 

 A atividade basal da NOS em plaquetas, medida através da conversão de L-[3H]-

arginina em L-[3H]-citrulina, foi menor em ratas NG e HG do que nos respectivos grupos em 

diestro. A hipertensão não modificou a atividade da enzima (Figura 20).  

        

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Produção de L[3H]-citrulina em plaquetas de ratas ND (n=6), NG (n=8), HD (n=5) 

e HG (n=5).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND 
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.18 Efeito da Ang 1-7 sobre a atividade da NOS plaquetária 

 

 A atividade da NOS em plaquetas, medida através da conversão de L-[3H]-arginina em 

L-[3H]-citrulina, foi avaliada na condição basal, assim como na presença de tratamento com 

L-NA (1 mM), Ang 1-7 (100 nM) ou L-NA + Ang 1-7. A atividade da enzima foi reduzida na 

presença de L-NA, mas não foi alterada pela incubação com Ang 1-7, isoladamente, em todos 

os grupos experimentais (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 – Efeito da Ang 1-7 sobre a produção de L[3H]-citrulina em plaquetas de ratas ND 

(n=6), NG (n=8), HD (n=5) e HG (n=5). 

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05 em relação 
à atividade enzimática basal do respectivo grupo controle. #P<0.05 em relação à 
atividade enzimática basal do grupo. ND (normotensa em diestro); NG (normotensa 
grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa grávida). 
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4.19 Mensuração do GMP cíclico intraplaquetário 

 

 A produção basal de GMPc intraplaquetário foi significativamente maior no grupo de 

ratas HG, quando comparada aos grupos normotensos. A gravidez em condição de 

normotensão e a hipertensão isoladamente não alteraram a produção de GMPc (Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 – Produção de GMPc em plaquetas de ratas ND (n=4), NG (n=5), HD (n=4) e HG 

(n=4).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND 
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.20 Expressão da subunidade β1 da guanilato ciclase solúvel (GCs) em plaquetas 

 

A expressão da subunidade β1 da guanilato ciclase solúvel, enzima responsável pela 

produção de  GMPc, foi maior em plaquetas de ratas HD, quando comparada aos grupos de 

ratas normotensas. Em plaquetas de ratas HG foi observada uma menor expressão da enzima 

quando comparada a HD e que não diferiu daquela observada nos grupos normotensos (Figura 

23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 – Expressão da subunidade β1 da enzima guanilato ciclase solúvel em plaquetas de 

ratas ND, NG, HD e HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND 
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.21 Expressão de fosfodiasterase 5 (PDE5) em plaquetas 

 

 A expressão de PDE5, uma enzima que metaboliza GMPc em plaquetas, foi maior em 

ratas HD, quando comparada aos grupos de ratas normotensas. Em plaquetas de ratas HG foi 

observada uma menor expressão da enzima quando comparada a HD e que não diferiu 

daquela observada nos grupos normotensos (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 – Expressão de PDE5 em plaquetas de ratas ND, NG, HD e HG (n=3).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. *P<0.05. ND  
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e 
HG (hipertensa grávida). 
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4.22 Análise da agregação plaquetária 

 

 A agregação plaquetária (%) em plasma rico em plaquetas, em resposta ao ADP (12 

µM), não diferiu significativamente entre os grupos experimentais. Tanto a gravidez, quanto a 

hipertensão, isoladamente, não modificaram a agregação plaquetária (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 – Agregação plaquetária (%) induzida por ADP (12 µM) em plaquetas de ratas ND 

(n=7), NG (n=7), HD (n=8) e HG (n=8).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. ND (normotensa em 
diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG (hipertensa 
grávida). 
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4.23 Efeito da Ang 1-7 sobre a agregação plaquetária 

 

 A agregação plaquetária (%) em PRP, em resposta ao ADP (12 µM), foi avaliada na 

ausência e na presença de incubação com Nitro (100 µM), Ang 1-7 (100 nM) ou Nitro + Ang 

1-7. A agregação plaquetária foi reduzida com a utilização de Nitroglicerina em todos os 

grupos experimentais, mas não foi alterada pela incubação com Ang 1-7 isoladamente ou 

associada à Nitroglicerina (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 – Efeito da Ang 1-7 sobre a agregação plaquetária induzida por ADP (12 µM) em 

plaquetas de ratas ND (n=7), NG (n=7), HD (n=8) e HG (n=8).  

Legenda: Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média.*P<0.05 em relação à 
agregação plaquetária induzida por ADP do grupo. +P<0.05 em relação à agregação 
plaquetária induzida por ADP na presença de Nitroglicerina do grupo. ND 
(normotensa em diestro); NG (normotensa grávida); HD (hipertensa em diestro) e HG 
(hipertensa grávida). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, investigamos a contribuição do SRA vascular para a regulação 

cardiovascular materna no final da gravidez em ratas normotensas e espontaneamente 

hipertensas. Paralelamente, investigamos o impacto da gravidez e hipertensão sobre a via L-

arginina-NO-GMPc em plaquetas e sua correlação com a função plaquetária. 

A gravidez é caracterizada por importantes modificações hemodinâmicas. Há redução 

da resistência vascular periférica e queda da pressão arterial, enquanto há aumento do débito 

cardíaco e da contratilidade cardíaca (ROBSON et al., 1989). Os mecanismos responsáveis 

pela vasodilatação durante a gravidez não são completamente entendidos, mas alguns dados 

sugerem que o NO é o principal mediador na queda da resistência vascular (DORUP et al., 

1999). Em modelos animais e em humanos a síntese de NO torna-se elevada durante a 

gravidez (CONRAD et al., 1996; COCKELL & POSTON, 1997), podendo contribuir para a 

expansão da circulação útero-placentária. 

Inicialmente, constatamos que tanto ratas normotensas quanto hipertensas, no final da 

gestação, apresentaram uma redução significativa da pressão arterial sistólica. Os níveis 

obtidos em ratas grávidas hipertensas não diferiram significativamente daqueles encontrados 

nos grupos de ratas normotensas, o que corrobora dados prévios do nosso grupo e de outros 

grupos de pesquisa (CHUNG et al., 2004; RESENDE et al., 2004; RACASAN et al., 2005). 

Estes resultados poderiam ser explicados, em parte, por um aumento da produção de NO e 

PGI2 pelo endotélio vascular, e que contribuem para a vasodilatação e consequente queda na 

resistência vascular (BALLEJO et al., 2002).   

Na gestação, o estrogênio e/ou progesterona promovem um aumento na atividade do 

SRA pelo aumento dos níveis circulantes e teciduais de angiotensinogênio e renina 

(OELKERS, 1996) e, consequentemente, do peptídeo vasoconstritor Ang II. Por outro lado, o 

estrogênio também aumenta a expressão de importantes enzimas relacionadas a vasodilatação 

como a eNOS (WEINER et al., 1994a,b). Estudos em culturas de células demonstraram que 

concentrações fisiológicas de estrogênio promovem a liberação de NO através da ativação 

direta de eNOS, sem envolver alteração da expressão gênica (HISAMOTO et al., 2001). De 

fato, nossos estudos em LAM demonstraram que ratas grávidas, tanto normotensas quanto 

hipertensas, apresentaram maior expressão de eNOS, que pode contribuir com uma maior 

produção de NO relacionada à gravidez.   
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Evidências crescentes sugerem que os mecanismos inflamatórios e de estresse 

oxidativo estão envolvidos na fisiopatologia da hipertensão. A Ang II parece estar envolvida 

na inflamação vascular associada à hipertensão (CHENG et al., 2005) e, ainda, a inibição dos 

receptores AT1 não somente normaliza a pressão arterial, como também reduz o estado 

inflamatório em ratos espontaneamente hipertensos (SANZ-ROSA et al., 2005). Além disso, a 

redução significativa da pressão arterial induzida pela gravidez na linhagem SHR pode estar 

relacionada à queda dos indicadores de estresse oxidativo nos rins (IACONO et al., 2009). 

Em nosso estudo, o dano oxidativo também está reduzido na gravidez, acompanhada de 

hipertensão ou não. Esse fenômeno está relacionado ao aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes, mas parece ocorrer de maneira distinta entre os grupos. Enquanto ratas 

normotensas grávidas apresentaram aumento da atividade da catalase, em ratas hipertensas 

grávidas houve aumento da atividade da enzima glutationa peroxidase. Cabe ressaltar que a 

atividade da SOD, uma das principais enzimas antioxidantes, está reduzida em ratas 

hipertensas grávidas, entretanto, o significativo aumento da atividade da GPx nesse grupo 

parece compensar a deficiência antioxidante da SOD, permitindo que os níveis de TBARS 

permaneçam reduzidos como nas ratas normotensas grávidas. Portanto, a maior expressão da 

eNOS e a diminuição do estresse oxidativo poderiam explicar, em parte, uma maior produção 

e maior biodisponibilidade de NO nos vasos e conseqüente queda na pressão arterial na 

gravidez, em condições de normotensão e hipertensão. 

 A queda da pressão arterial no final da gravidez pode envolver outros mecanismos. 

Além de uma redução do estresse oxidativo, o SRA parece desempenhar um papel importante 

nas alterações vasculares associadas à gravidez. Nossos resultados demonstraram que em 

preparações de LAM pré-contraídas, a Ang II e a Ang 1-7 produziram respostas 

vasodilatadoras em ratas virgens e grávidas, normotensas e hipertensas. Cabe ressaltar que 

esta é a primeira descrição sobre o efeito vasodilatador induzido pela Ang II em preparações 

pré-contraídas de fêmeas normotensas e hipertensas. Estes dados estão de acordo com os 

achados anteriores de Soares de Moura et al. (2004) em LAM de ratos normotensos adultos, 

que demonstraram ainda que a resposta vasodilatadora da Ang II é dependente de endotélio e 

da ativação da via NO-GMPc. Da mesma forma, o efeito vasodilatador induzido pela Ang II 

foi demonstrado recentemente por nosso grupo em LAM de ratos espontaneamente 

hipertensos (OGNIBENE et al., 2009), sugerindo que a expressão aumentada de receptores 

AT2, mantida com a idade, representa um benefício adicional para os efeitos hemodinâmicos 

dos antagonistas AT1 utilizados como terapia anti-hipertensiva. Este efeito vasodilatador 
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dependente de endotélio também foi demonstrado em arteríola aferente de coelho (ARIMA et 

al., 1997) e em artéria mesentérica isolada de rato (KATADA E MAJIMA, 2002). 

Esta também é a primeira evidência mostrando o efeito vasodilatador induzido pela 

Ang 1-7 em ratas hipertensas grávidas e não grávidas. Outros estudos demonstraram que o 

heptapeptídeo promove relaxamento em preparações de artérias coronárias e mesentéricas de 

animais normotensos (GORELIK et al., 1998 BROSNIHAN et al., 2004) e estimula a 

liberação de NO e prostaglandinas (RAJENDRAN et al., 2005). 

No presente estudo foi demonstrado que as respostas vasodilatadoras induzidas por 

Ang II ou Ang 1-7 foram similares em LAM de ratas normotensas não grávidas e grávidas. 

Esta observação confirma os dados de diferentes grupos, que não observaram diferença entre 

as respostas induzidas por agentes vasodilatadores dependentes do endotélio, como BK e ACh 

(RESENDE et al., 2004; BALLEJO et al., 2002), sugerindo que a função endotelial não é 

alterada durante a adaptação normal da gravidez. Os estudos de Brosnihan et al. (2004) 

demonstraram que há um aumento dos níveis plasmáticos e urinários de Ang 1-7 e um 

aumento da resposta vasodilatadora promovida pelo heptapeptídeo em artérias mesentéricas 

isoladas de ratas normotensas grávidas. Em nosso estudo não foi observado o aumento da 

resposta vasodilatadora da Ang1-7 em LAM na gravidez de ratas normotensas, mas a 

utilização de preparações vasculares distintas pode justificar a diferença de resultados.  

Nossos dados também demonstraram que o LAM de ratas hipertensas grávidas 

apresenta maior resposta vasodilatadora induzida por Ang II e Ang 1-7 do que o LAM de 

ratas hipertensas não grávidas. Essa resposta parece ser específica para os peptídeos do SRA, 

pois estudo prévio do nosso grupo demonstrou uma redução da resposta vasodilatadora 

induzida por BK em artérias mesentéricas de SHR grávidas quando comparada a SHR não 

grávidas, enquanto as respostas vasodilatadoras induzidas por ACh e nitroglicerina foram 

similares entre os grupos (RESENDE et al., 2004). Esses dados mostram a provável e 

importante participação dos peptídeos do SRA nas modificações hemodinâmicas e redução da 

pressão arterial durante a gravidez em ratas geneticamente hipertensas. 

As ações da Ang II são mediadas pela ativação de dois subtipos de receptores, AT1 e 

AT2. O receptor AT1 é amplamente distribuído nos adultos, enquanto o receptor AT2 é 

altamente expresso durante o desenvolvimento fetal, mas reduz progressivamente após o 

nascimento (DE GASPARO et al., 2000). Além disso, já foi demonstrado que a expressão 

aumentada do receptor AT2 na vasculatura de camundongos trangênicos induz vasodilatação e 

neutraliza o efeito pressor mediado pelo receptor AT1 (TSUTSUMI et al., 1999). Isto sugere 
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que a expressão modificada dos receptores da Ang II pode estar envolvida na regulação da 

pressão arterial e da homeostase cardiovascular. Os resultados do presente estudo 

demonstraram que não houve uma alteração significativa na expressão de receptores AT1 em 

LAM de ratas normotensas grávidas e não grávidas. No entanto, SHR grávidas apresentaram 

uma expressão reduzida desse receptor em comparação às ratas SHR não grávidas. A redução 

significativa da expressão de receptores AT1 em LAM de SHR grávidas observada neste 

estudo sustenta o papel protetor do receptor AT2, que apresentou uma expressão inalterada na 

gravidez e que deve estar associada à resposta vasodilatadora aumentada da Ang II e Ang 1-7. 

Nossa hipótese é de que na vigência de uma expressão reduzida de AT1 em vasos de ratas 

SHR grávidas, a Ang II promova preferencialmente vasodilatação mediada por AT2. Dados 

recentes do nosso grupo mostram que a Ang II induz vasodilatação em LAM de ratos 

normotensos e hipertensos mediada por AT2. Esta resposta também é mediada por ativação de 

receptor de Ang 1-7, já que é parcialmente reduzido pelo inibidor A779 do receptor mas 

(OGNIBENE et al., 2009). Portanto, a Ang 1-7 parece contribuir para a resposta 

vasodilatadora da Ang II. Além disso, o heptapeptídeo por si só produz resposta 

vasodilatadora ligando-se a seu receptor específico mas (GIRONACCI et al., 1999). Nossos 

resultados em LAM estão de acordo com o estudo de Iacono et al. (2009), que demonstraram 

uma significativa redução na expressão renal de receptores AT1 que, no entanto, foi associada 

ao aumento do subtipo AT2 em SHR grávidas. Portanto, um aumento na relação AT2/AT1 nos 

rins e na vasculatura pode contribuir para o controle da hemodinâmica glomerular e redução 

da resposta vasoconstritora induzida pela Ang II, resultando em um efeito benéfico sobre a 

pressão arterial sistêmica em SHR grávidas. 

O SRA é um regulador central dos eventos cardiovasculares. Enquanto a atividade do 

eixo vasoconstritor e proliferativo ECA/Ang II/AT1 tem sido relacionada a complicações 

cardiovasculares como a trombose, a atividade do eixo ECA2/Ang 1-7/mas parece atuar de 

maneira contra-regulatória, estando envolvida em ações protetoras do SRA, como 

vasodilatação e efeito anitrombogênico (SANTOS et al., 2008; FRAGA-SILVA et al., 2010). 

Diversas observações e evidências experimentais sugerem um papel benéfico da ECA2 sobre 

a função cardiovascular. Evidências demonstram que a expressão de ECA2 já se encontra 

elevada nos estágios iniciais da hipertensão, o que pode indicar um papel protetor da ECA2 

(SANTOS et al., 2005). Além disso, estudos indicam um aumento da expressão de receptores 

mas em animais adultos, enquanto a expressão dos receptores AT2 é reduzida (ALENINA et 

al., 2002; DE GASPARO et al., 2000), sugerindo que a ação contra-regulatória exercida pelos 
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receptores AT2 nas fases iniciais do desenvolvimento é progressivamente substituída pelo 

eixo ECA2/Ang 1-7/mas em fases posteriores.  

Nossos dados demonstraram que em LAM de SHR não grávidas há uma maior 

expressão das enzimas ECA e ECA2, responsáveis pela geração de Ang II e Ang 1-7, 

respectivamente. No entanto, no final da gravidez em SHR, houve uma redução significativa 

nos níveis de ECA, enquanto a expressão de ECA2 permaneceu aumentada.  Estes resultados 

mostram uma importante regulação dos eixos do SRA, sugerindo um deslocamento para o 

eixo ECA2/Ang 1-7 como uma resposta adaptativa e a provável relação com a redução da 

pressão arterial na gravidez de animais espontaneamente hipertensos. 

Portanto, os resultados sugerem que a redução da pressão arterial para valores normais 

no final da gravidez em SHR pode estar relacionada ao aumento da produção de NO e das 

respostas vasodilatadoras induzidas por Ang II e Ang 1-7, assim como à redução da expressão 

de ECA e receptores AT1 e do estado oxidativo.  

Diversos estudos têm investigado o metabolismo do aminoácido precursor L-arginina 

na gestação, no entanto esta é a primeira evidência de que plaquetas de ratos 

constitutivamente expressam tanto eNOS quanto iNOS, que são capazes de gerar ativamente 

NO a partir do aminoácido semi-essencial L-arginina. Evidências anteriores sustentam um 

papel importante do NO derivado de plaquetas como anti-agregante plaquetário e no 

impedimento das propriedades de adesão em humanos (MONCADA & HIGGS, 1993). O 

primeiro passo para a produção de NO é o transporte transmembrana de L-arginina através de 

sistemas transportadores de aminoácidos (DEVÉS & BOYD, 1998). Os resultados de nosso 

estudo mostraram que o transporte total de L-arginina e a atividade da NOS diminuíram em 

plaquetas de ratas hipertensas grávidas em comparação com hipertensas não grávidas. 

Evidências recentes demonstraram que o transporte de L-arginina na aorta materna é 

profundamente atenuada na gravidez, sustentando que há um deslocamento de arginina 

preferencialmente para o feto (RESHEF et al., 2008). Estes dados podem explicar a redução 

no transporte de L-arginina em plaquetas de ratas grávidas hipertensas. Tanto o influxo 

quanto a disponibilidade intracelular de L-arginina são fatores limitantes para a produção de 

NO (GOUMAS et al., 2001). Portanto, é possível que a diminuição da atividade enzimática 

observada neste estudo esteja relacionada à menor quantidade de substrato, juntamente com a 

diminuição da expressão da iNOS.  

Neste estudo, verificamos que os níveis de GMPc intraplaquetário são iguais em ratas 

SHR não grávidas e normotensas. No entanto, neste estágio de hipertensão, a expressão da 
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PDE5, que metaboliza o GMPc, está aumentada em ratas SHR comparada com as 

normotensas, mas a expressão aumentada de GCs parece compensar o metabolismo 

aumentado neste grupo. Por outro lado, observamos uma maior produção de GMPc e 

manutenção de uma agregação plaquetária dentro da normalidade na gravidez associada à 

hipertensão. Apesar da diminuição do transporte de L-arginina e da atividade da NOS, e 

ainda, da menor expressão da GCs, um dos fatores que podem contribuir para o aumento dos 

níveis de GMPc é a redução da expressão da proteína PDE5. Este dado sugere uma 

importante resposta regulatória para a modulação da agregação plaquetária durante a 

gravidez. Outra explicação seria a redução do estresse oxidativo durante a gravidez, levando à 

manutenção da biodisponibilidade de NO e consequentemente dos níveis de GMPc. A 

hipertensão tem sido associada ao estresse oxidativo, o que foi demonstrado em machos 

(GRUNFELD et al., 1995) e fêmeas SHR (IACONO et al., 2009). Recentes evidências têm 

demonstrado que os níveis de malondildeído (MDA), gerado pela peroxidação lipídica, estão 

elevados nos rins de fêmeas SHR e que a gravidez diminui esses níveis (IACONO et al., 

2009).  

Em contrapartida, o transporte total de L-arginina foi mantido na gravidez na condição 

de normotensão. Mas, semelhante às ratas hipertensas, a atividade da enzima NOS, medida 

pela conversão de L-arginina em L-citrulina, foi reduzida. Também foi observado que a 

expressão das isoformas eNOS e iNOS foram reduzidas na gestação normal. Embora seja 

aparente uma inibição da via de produção de NO, a produção de GMPc e a agregação 

plaquetária foram similares ao grupo controle. Portanto, a atividade reduzida da NOS em 

plaquetas de ratas normotensas grávidas pode estar relacionada à menor expressão de ambas 

as isoformas. No entanto, a agregação plaquetária normal também é sustentada pelos níveis 

inalterados de GMPc. Alternativamente, além do NO, outros fatores podem regular a 

atividade da enzima GCs, como o monóxido de carbono (CO) e o OH, afetando assim os 

níveis de GMPc. Estudos prévios demonstraram que o CO e o NO têm efeitos semelhantes 

sobre a agregação plaquetária (BRUNE & ULRICH, 1987), a função do músculo liso vascular 

e o nível intracelular de GMPc. Além disso, o OH foi sugerido como um mediador fisiológico 

do relaxamento vascular dependente do endotélio (SCHMIDT et al., 1993). Assim, além do 

NO, tanto o CO quanto o OH podem representar potenciais mediadores da função plaquetária.  

A interação da NOS com uma variedade de proteínas tem um papel importante na 

regulação da produção de NO. Uma das proteínas que interagem com a NOS é a proteína de 

choque térmico 90 (HSP90), que parece exercer um importante papel na função e na 
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estabilidade da enzima (PRESLEY et al., 2008). Entretanto, a degradação da NOS tem sido 

proposta como um mecanismo regulatório em condições de elevada produção de NO para 

prevenir os efeitos tóxicos desse composto (BENDER et al., 2000; MUSIAL & EISSA, 2001) 

e parece estar associada a menor interação com HSP90 (AVERNA et al., 2007). Como a 

gestação é caracterizada pela elevada produção de NO, principalmente pelas células 

endoteliais, o excesso desse composto poderia levar à degradação das isoformas da enzima 

NOS em plaquetas. Dessa forma, a menor expressão de NOS promove a menor atividade da 

enzima e como conseqüência a menor produção de NO. Outra possibilidade é que o aumento 

da produção de NO e PGI2 pelo endotélio na gravidez (VALDÉS et al., 2009) possa participar 

da manutenção da agregação normal, mesmo na presença de uma produção intraplaquetária de 

NO reduzida. Portanto, embora a via L-arginina-NO esteja inibida durante a gravidez, com a 

conseqüente diminuição da produção do NO endógeno, provavelmente há uma compensação 

pelo NO produzido pelas células endoteliais. 

Os antagonistas plaquetários aumentam os níveis de AMPc e GMPc através da 

ativação das respectivas ciclases. Em contrapartida, os níveis desses nucleotídeos cíclicos são 

reduzidos através da degradação pelas PDEs. As plaquetas contêm principalmente PDE3, que 

hidrolisa preferencialmente AMPc, e PDE5, que catalisa preferencialmente a degradação de 

GMPc (HASLAM et al., 1999). Além disso, o GMPc parece modular os níveis de AMPc e a 

atividade da PKA através da inibição da atividade da PDE3 (VASDECASTEELE et al., 

2001).  

Relevantes estudos têm demonstrado uma importante participação da Ang 1-7 sobre a 

função plaquetária. O heptapeptídeo é capaz de potencializar o efeito anti-agregante 

plaquetário induzido pelo nitroprussiato de sódio, um doador de NO, e também apresenta 

efeito antitrombótico (RAJENDRAN et al., 2005; FRAGA-SILVA et al., 2008). No presente 

estudo, a incubação de plaquetas com Ang 1-7, na concentração de 100 nM, não foi capaz de 

potencializar o efeito anti-agregante da nitroglicerina, um doador de NO, ou ainda, alterar o 

transporte de L-arginina e a atividade da NOS em plaquetas. Um estudo mais detalhado do 

papel da Ang 1-7 na função plaquetária precisa ser realizado, utilizando diferentes 

concentrações de Ang 1-7 e maior tempo de incubação das plaquetas com o peptídeo. 

Similarmente aos humanos, este estudo revela a presença da via L-arginina-NO-GMPc 

em plaquetas de ratos. Além disso, a gravidez diminui o transporte de L-arginina, a atividade 

da NOS e a expressão da iNOS em plaquetas de ratas hipertensas em comparação com 

hipertensas não grávidas. Apesar da reduzida biodisponibilidade de NO plaquetário em ratas 
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hipertensas, a agregação plaquetária permanece inalterada, o que pode estar relacionado ao 

aumento dos níveis de GMPc e a menor expressão de PDE5. Esses dados podem contribuir 

com o estudo sobre a complexa fisiopatologia da hipertensão gestacional. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo sugerem que a redução da pressão arterial para 

valores normais no final da gravidez em SHR pode estar relacionada ao aumento da produção 

de NO e das respostas vasodilatadoras induzidas por Ang II e Ang 1-7, assim como à redução 

da expressão de ECA e receptores AT1 e do estado oxidativo no LAM. Além disso, este 

estudo revela a presença da via L-arginina-NO-GMPc em plaquetas de ratos. Apesar de uma 

reduzida biodisponibilidade plaquetária de NO, a agregação plaquetária permanece inalterada 

em SHR grávidas, o que pode estar relacionado ao aumento dos níveis de GMPc a à reduzida 

expressão de PDE5. 
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Characterization of the L-arginine-NO-cGMP 
pathway in spontaneously hypertensive rat platelets: 
the effects of pregnancy 
Dayane Teixeira Ognibene, Moniqiie Bandeira Moss, Cristiane Matsuiira, Tatiana M Rrunini, 
Roberto Soares de Molira, Antônio Cláudio Mendes-Ribeiro and Âiigela dc Castro Rcsendc 

Nitric oxide (NO) is a short-lived intercellular rnessenger that provides an efficient vascular regulatory mechanism to support 
homeostasis and prevent thrombosis. Endothelial dysfunction and reduced NO bioavailability have a central role in hypertension 
associated with pregnancy. The purpose of this study was to investigate the impact of pregnancy on the L-arginine-NO-cGMP 
pathway in platelets and its correlation to platelet function and blood pressure in normotensive rats and spontaneously 
hypertensive rats (SHRs). Platelets were obtained frorn blood on the 20th day of pregnancy from female SHRs (SHR-P) and 
norrnotensive controls (P) or age-rnatched nonpregnant rats (SHR-NP and NP). Intraplatelet NO synthase (NOS) activity was 
reduced in P compared to NP, despite unchanged L-arginine influx. The expression levels of endothelial NOS (eNOS) and 
inducible NOS (iNOS) were diminished during pregnancy in norrnotensive rats. Paradoxically, cyclic guanosine monophosphate 
(cGMP) levels were similar between NP and P, as were phosphodiesterase type 5 (PDE5) expression and platelet aggregation 
induced by adenosine diphosphate. In  SHRs, L-arginine influx was reduced in SHR-P compared to SHR-NP. SHR-P exhibited 
impaired NOS act-ivit and reduced iNOS expression compared with SHR-NP. Soluble guanylyl cyclase and PDES expression 
in platelets were Ibwer in SHR-P than in SHR-NP, whereas no differences were noted between groups with respect to cGMP 
levels. However, increased levels of cGMP were observed in SHR-P cornpared to normotensive groups and platelet aggregability 
remained unaltered. In conclusion, these observations prompted the hypothesis that normal platelet aggregation in pregnant 
SHRs rnay be related to a reduction in PDE5 expression and consequently the rnaintenance of cGMP levels, independently of 
reduced platelet NO bioavailability. 
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INTRODUCTION 
Chronic Iiypertension imposes a Iiigli risk oC developitig adveisc 
obstetric outcornes in Iiurnans and rats, such as abriipiio placenta, 
superimposed preeclampsia, fetal loss, preterrn labor, low birtli tveiglil 
u id  perinatal deatl~.'-~ I t  i s  also well knowii tliat Iiypertensive patieiiis 
are at a high risk of developing tlirombotic e~ents,~ and ii has 
been suggested that platelet activatiori togetlier with eridotlielial 
dysíünction may provide an irnportaiit link between pregiiancy and 
hypertensi~ii.~ 

I n  human platelets, nitric oxide (NO) is forrned from the cationic 
amino-acid L-arginiiie by inducible NO synthase (iNOS) and endotlie- 
lia1 NOS  NOS).^ Extracellular i,-argiiiine transport iiito hunian 
platelets is mcdiatcd by systeinic yiI,, whicli niodulatcs NO produc- 
tion in  tliese ce l l~ .~  The inajority of NO effects occur through a higlily 
regulated interplay of cyclic giiaiiosiiie nionopliospliate (cGMP) 
forinatioii inediated by tlie activiitinn of soluble guanylyl cyclasc 
(GC) and degradatioli by phosphodiesterase type 5 (PDE5).' 

I'rcviolis siiidics by oiir gioup Ii;ivc slio\\,ii tli;it o retltiçti«n in 
intraplatelci NO bioavailability iissociaicd wiili platclct Iiylicraggreg- 
ability miglii be involvetl iii tlirombotic eve~iis iii paticiiis with 
esseniial Iiyperterisionx-"' beç ause NO inliibits platclct adl~csioii,~' 
agçregationi2 and recruitmeiit,'bs well as i l i e  formatiori oF leuko- 
cytc-platelet aggregates.'" 

In  sporitaneously Iiyperteiisive rats (SHIL), systoliç blood prcssurc 
(SDP) is  reduced to normal values at t l ie  eiid «f pregnancy,'s~'h cvcn 
thougli cardiac outp~il  and total blood volui~ie are iiicrcascd. Tliis 
phenoinerion lias been associated with decreases in rcspoiisivcness to 
vasoconstrictor agents aiid systernic blood p r c ~ s u r c . ~ ~ - ~ ~  It lias also 
bcen suggestcd , tliar tlicrc is s~ibstantial productioti of NO and 
prostacyclin by tlic cndotl icl iu~n.~~ Coiivcrscly, thc rcspoiisivciicss to 
vasodilators sucli as bradykiiiiii is dccrcascd iii resistaiicc artcrics of 
pregnaiit ~ 1 - 1 ~ s ~ ~  as wcll as iii siiidl subcutancous artcrics and 
inyoiiietrial resistaiicc artcrics froin wvonicn witli p r cc~ la in~s ia .~~~?  
Bccause bixdykinin cndotlicli\irn-dcpendciit rclaxation is mc<liaictl 
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