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RESUMO 
 

 

 A contribuição dos radicais l ivres na hipertensão está 

relacionada com a produção do ânion radical superóxido e sua 

influência na ativação da enzima conversora da angiotensina (ECA). 

Os estrogênios têm um potencial antioxidante bastante relevante, 

uma vez que esse hormônio esteróide pode interferir no processo de 

iniciação da l ipoperoxidação (LPO), atuando como “scavenger” de 

radicais l ivres. Foram objetivos deste trabalho avaliar a influência 

dos estrogênios na LPO, na capacidade antioxidante total (TRAP), na 

atividade das enzimas antioxidantes e no metabolismo do NO em 

coração e rins de ratas hipertensas. Procurou-se, ainda, avaliar a 

progressão temporal do estresse oxidativo sistêmico. 

 

 Foram uti l izadas 60 ratas Wistar, divididas em 4 grupos: 

normotenso controle (NCO), hipertenso controle (HCO), normotenso 

castrado (NCA) e hipertenso castrado (HCA). Foi induzida a 

hipertensão renovascular (modelo Goldblatt 2) por 21 dias e, 

concomitantemente, realizada a ovariectomia. Num grupo de animais, 

amostras de sangue foram coletadas no 3º, 10º e 20º dia. Em outros 

animais, os corações e rins foram homogeneizados, no 21° dia.  

 

Na avaliação sistêmica, a quimiluminescência (QL) aumentou do 3º 

para o 21º dia nos grupos HCO, NCA e HCA em relação ao grupo 

NCO. A atividade da superóxido dismutase (SOD) seguiu o mesmo 

padrão de oscilação. Os níveis de nitratos também aumentaram no 

21° dia nos grupos HCO, NCA e HCA. No entanto, no 3° dia 

mostraram-se menores que os do grupo NCO. A atividade da 

catalase (CAT) mostrou-se aumentada no 10º dia nos grupos HCO e 

HCA em relação aos grupos NCO e NCA. Já o TRAP apresentou-se 

diminuído no 10° dia nos grupos HCO, NCA e HCA em relação ao 3° 

dia e ao grupo NCO. 
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Nos tecidos, a LPO apresentou-se aumentada no grupo NCA 

em relação ao grupo NCO e o grupo HCA apresentou-se aumentado 

em relação aos grupos HC  e NCA . atividade d  SOD em 

homogeneizado cardíaco presentou-se aumentada n  grupos 

hipertensos. A atividade da glutationa pe xidase (GPx) em tecido 

cardíaco apresentou-se aumentada no grupo HCO em r ação aos 

grupos NCO e HCA. A ativid d  da CAT em homogeneizado cardíaco 

apresentou-se aumentada n

grupo NCO. No rim a CAT

castrados. A atividade da
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1. INTRODUÇÃO   
 

 
1.1 ESPÉCIES ATIVAS DE OXIGÊNIO 
 

 

Os radicais l ivres são definidos como qualquer espécie química 

capaz de existência independente que contenha um ou mais elétrons 

desemparelhados, sendo assim altamente reativos e capazes de 

atacar qualquer biomolécula (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

A formação destes compostos é estabelecida pela perda ou 

ganho de um  elétron, como por exemplo, na f issão homolít ica de 

uma l igação covalente, em que cada um dos átomos fica com um 

elétron desemparelhado. Cabe ressaltar, que o oxigênio molecular é 

um birradical, muito embora sua reatividade seja baixa porque seus 

dois elétrons desemparelhados têm spin paralelos (restrição de spin) 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; YU, 1994).  

 

A geração das EAO ocorre durante os processos de oxidação 

biológica. Dentre os quais, podemos destacar a respiração celular 

acoplada à fosfori lação oxidativa, para formação de ATP na 

mitocôndria. A princípio, o oxigênio (O2) é reduzido até água (H2O) 

recebendo quatro elétrons de uma só vez pela citocromo oxidase. 

Entretanto, em razão de sua configuração eletrônica, o oxigênio tem 

uma forte tendência a receber um elétron de cada vez gerando 

compostos intermediários altamente reativos, como visto na figura 1. 

Destes compostos intermediários, pode-se destacar: o ânion radical 

superóxido (O2
• - ) ,  o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil 

(OH•). Sendo que, a formação destas moléculas, ocorre em 

aproximadamente 5% de todo processo de redução do oxigênio até 

água. Algumas das EAO são fortemente oxidantes e apresentam pelo 
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menos um elétron desemparelhado, geralmente, no orbital mais 

externo, sendo denominados de radicais l ivres. Ainda deve-se relatar 

o estado excitado do oxigênio denominado de oxigênio “singlet”, que 

também pode causar danos à célula (DEL MAESTRO, 1980; 

MENEGHINI, 1987; YU, 1994).  

 

  O  OHOHOHO 222
2-

22  → → →→
+−+−+−− +•++• HeHeHee

 
H2O 

 

Figura 1: Formação das EAO, a part i r  da redução do O2. 
 

Tem-se ainda outras fontes de radicais  no organismo, que 

podem ser enzimáticas ou não. Os principais sistemas enzimáticos 

que catalisam a redução univalente do O2, são as cicloxigenases, 

l ipoxigenases, xantina oxidase, aldeído oxigenase, f lavina 

desidrogenase e peroxidases. A redução univalente do O2 também 

ocorre em reações não enzimáticas e em reações de autoxidação 

como as que ocorrem com catecolaminas, f lavinas e ferridoxinas, 

além de reações catalisadas por ferro, cobre e radiação ionizante 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Há também a formação de EAO 

em processos inf lamatórios, quando ocorre isquemia – reperfusão, 

ativação de neutrófi los, hiperóxia, exposição à radiação, entre outros 

(Mc CORD, 1987; HARRIS, 1992). 

 

Cada EAO tem suas próprias características, mostrando 

diferentes reatividades e tempos de meia-vida (DEL MAESTRO, 

1980; YU, 1994). Na figura 2, podemos observar que a molécula 

diatômica de oxigênio é um radical l ivre, mas possui spins paralelos, 

o que dif iculta a reação química com outras moléculas e torna o 

oxigênio mais estável quimicamente. As formas de oxigênio mais 

reativas são os oxigênios “singlets” ∆  e Σ , que não possuem restrição 

de spin e por isso são muito mais reativas que o oxigênio molecular 

no estado fundamental (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 
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O ânion radical superóxido (O2
• - )  é o primeiro intermediário da 

redução monovalente do oxigênio à água, a partir do mesmo serão 

formadas as demais EAO. A sua dismutação é catalisada pela enzima  

superóxido dismutase (YU, 1994). O peróxido de hidrogênio é o 

segundo intermediário do processo oxidativo, podendo ser produzido 

indiretamente, pela redução univalente do oxigênio, seguida da 

dismutação do ânion radical superóxido e/ou diretamente, pela 

redução bivalente do oxigênio molecular. Apesar de não ser um 

radical l ivre, esta espécie ativa pode originar o radical hidroxil, o que 

seria bastante prejudicial à célula, além de ter a propriedade de 

atravessar facilmente membranas biológicas (DEL MAESTRO, 1980; 

HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). O radical hidroxil (OH•), por sua 

vez, é um dos mais potentes oxidantes dos sistemas biológicos. Este 

radical l ivre possui a capacidade de atravessar as membranas e pode 

reagir com biomoléculas, como l ipídios insaturados e o DNA, apesar 

de seu curto tempo de meia vida, da ordem de 10-9 segundos 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).  
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Oxigênio Singlet 
(1Σg

+O2) 
Superóxido Estado 

Fundamental 

 
σ*2 p 

 π*2 p 

 

 
π 2 p 

 σ 2 p 

 σ*2 s 
 

 σ 2 s 

 σ*1 s 

 

 
σ 1 s 

 

 

 
 

Oxigênio Singlet 
(1∆gO2) 

Íon Peróxido  

 

Figura 2: Distr ibuição eletrônica da molécula de oxigênio e alguns de seus 

derivados (modif icado de Hal l iwel l  & Gutteridge,1999). 

 

A mais reativa destas espécies, o radical hidroxil, é formado 

através de reações que necessitam a presença de íons metais de 

transição como o ferro e o cobre. A reação do peróxido de hidrogênio 

com íons ferroso ou cúprico é chamada de reação de Fenton (1894) 

que leva à produção do radical hidroxil, altamente reativo (Fig 3). 

 

H O Fe Cu Fe Cu OH OH2 2
2 3 2+ → ++ + + + •/ / + −  

 

Figura 3: Reação de Fenton 

 

O radical hidroxil também pode ser formado a partir da reação do 

ânion superóxido com o peróxido de hidrogênio em presença de íons 

divalentes de metais de transição, reação esta descrita por Haber-

Weiss em 1934 (Fig 4). 
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H O O OH OH2 2 2

2

+  → +•− • −+ +Fe Cu/  

Figura 4: Reação de Haber – Weiss 

 

Assim que o radical hidroxil é formado, reage imediatamente 

com qualquer biomolécula em sua vizinhança, que pode, por ser uma 

molécula pequena e não possuir carga, atravessar membranas e 

causar dano ao DNA. Já o ânion superóxido tem um tempo de meia-

vida mais longo que o radical hidroxil, sendo mais estável 

quimicamente, mas podendo também reagir com biomoléculas 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

 Muitas são as evidências de que as EAO provocam ou 

influenciam inúmeros processos orgânicos degenerativos como a 

catarata, o enfisema, a artrite, a doença de Parkinson, a porfir ia 

aguda intermitente, a lesão isquêmica, o diabetes aloxânico e até 

mesmo a mutação, o câncer e o envelhecimento (MENEGHINI, 1987; 

HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Além disso, diversas enzimas 

têm sua atividade modulada por radicais l ivres como a aconitase, 

diversas hidratases e desidratases (GARDNER et al., 1995).  

 

 

1.1.1 REATIVIDADE DAS EAO EM SISTEMAS BIOLÓGICOS 
 

  

 O mecanismo exato pelo qual as células são injuriadas pelas 

EAO ainda não é bem claro. Sabe-se que elas atacam os l ipídios de 

membrana num processo denominado l ipoperoxidação (LPO). A LPO 

é um processo fisiológico contínuo que ocorre nas membranas 

celulares. Por serem formadas em grande parte por l ipídios 

insaturados e proteínas, as membranas são particularmente 

vulneráveis ao ataque oxidativo. Este processo pode modificar 

propriedades da membrana, sobretudo a permeabil idade e a 
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capacidade de transporte, o que pode gerar a l iberação de enzimas 

que degradam os l isossomos e rapidamente destroem as células. 

Além de ser um fator de renovação da membrana, a LPO é um passo 

essencial na biossíntese de prostaglandinas e leucotrienos a partir 

do ácido araquidônico. É também importante para formação de 

vesículas de endocitose e exocitose (MENEGHINI, 1987). A LPO é 

uma reação em cadeia: um radical l ivre reage com um composto não 

radical, formando outro radical l ivre e assim sucessivamente. As EAO 

podem também levar à destruição de proteínas, através da oxidação 

de grupamentos sulf idri l,  além de poderem oxidar o DNA 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999). 

 

 Na primeira fase das reações em cadeia, tem-se a iniciação, ou 

seja, uma EAO, provavelmente o radical hidroxil ou o oxigênio 

“singlet” – espécies com spins antiparalelos – ataca uma molécula 

orgânica, atraindo um átomo de hidrogênio do l ipídio, formando um 

radical centrado no carbono, o qual, tende a se estabil izar por um 

rearranjo molecular, formando um dieno conjugado. Este, ao se 

combinar com o oxigênio, produz um radical peroxil, o qual reage 

com uma nova molécula de l ipídio, gerando o l ipoperóxido e um novo 

radical centrado no carbono (fase de propagação). Essa reação em 

cadeia continua até que a fase de terminação ocorre quando dois 

radicais reagem entre si formando um tetróxido, o qual é instável e 

pode ser decomposto. O l ipoperóxido sofre rearranjo molecular, 

formando malondialdeído e outros aldeídos (Fig 5) (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999; THOMAS,1997). 
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Figura 5: Representação esquemática da reação da LPO(modif icado de 

Hal l iwel l  & Gutteridge,1999). 
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 O tetróxido pode ser decomposto dando origem ao oxigênio 

“singlet” e carbonilas excitadas (RUSSEL, 1957). Estas espécies 

excitadas retornam ao seu estado fundamental emitindo quantas de 

luz visível. Este processo é conhecido como quimiluminescência e 

constitui-se em um importante método de quantif icação da LPO. 

 

 Os efeitos da l ipoperoxidação podem ser observados pela 

mudança não somente  no ambiente l ipídico das membranas 

biológicas (modif icações na fluidez e na seletividade), mas também 

pelas alterações de suas  proteínas  (receptores e canais iônicos) 

(YU, 1994).  

 

As proteínas também sofrem reações oxidativas iniciadas pelas 

EAO, que levam a alterações nas suas estruturas e nos seus estados 

conformacionais. Processos como fragmentação, agregação, além da 

maior susceptibi l idade a proteases, exemplif icam algumas da ações 

dos radicais l ivres sobre as proteínas (YU, 1994). Pode haver, 

também, ataque ao DNA nuclear, sobretudo pelo radical hidroxil, 

sendo identif icado pela presença de bases oxidadas de DNA como a 

8-hidroxideoxiguanosina. O DNA mitocondrial também é bastante 

atingindo, uma vez que a mitocôndria é a grande fonte de EAO (YU, 

1994). 

 

 

1.2 SISTEMAS DE DEFESA CONTRA AS EAO 
 

 

Há substâncias que possuem o potencial de neutralizar as 

ações dos radicais l ivres, prevenindo, desta forma, os danos 

oxidativos. Tal grupo é chamado de antioxidantes. Quando presentes 

em baixa concentração, comparada ao substrato oxidável, os 

antioxidantes retardam ou previnem a oxidação deste substrato, que 

pode ser l ipídio, proteína, DNA ou outras moléculas.  O sistema 
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antioxidante é responsável pela proteção celular contra o estresse 

oxidativo. E seus mecanismos de ação são diversos, e podem incluir 

remoção do oxigênio presente no meio, varredura das EAO ou seus 

precursores, inibição da formação das EAO, quelação de metais que 

catalisam sua formação, indução de aumento da geração de 

antioxidantes endógenos, entre outros mecanismos, envolvendo 

muitas vezes integração funcional de vários destes componentes 

(HALLIWELL, 1997). Os antioxidantes minimizam os distúrbios no 

meio interno e preservam a ótima atividade celular além de estarem 

estrategicamente compartimentalizados nas organelas celulares para 

gerarem proteção máxima (YU, 1994).  

 

Existem antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos que atuam, 

concomitantemente, na proteção celular. Os sistemas enzimáticos 

consistem na primeira l inha de defesa frente à produção de EAO. 

Estas enzimas evitam o acúmulo de ânion superóxido e de peróxido 

de hidrogênio para que não haja produção do radical hidroxil, contra 

o qual não existe sistema enzimático de defesa (YU, 1994). 

 

Quando o antioxidante age neutralizando os radicais l ivres na 

fase de iniciação ou propagação da LPO, havendo a formação de um 

composto menos reativo, é chamado de “scavenger”. A substância 

antioxidante pode, também, ter a propriedade de absorver a energia 

de excitação dos radicais, neutralizando-os, neste caso é chamada 

de “quencher” (SIES & MURPHY, 1991; HALLIWELL,1997).  

 

 

1.2.1 DEFESAS ENZIMÁTICAS 
 

 

 A distribuição das enzimas antioxidantes está intimamente 

relacionada com as fontes de espécies ativas de oxigênio (EAO). A 

regulação das enzimas antioxidantes, necessária para manutenção 
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da homeostase celular em condições adversas ao organismo, 

depende de vários fatores, como especif icidade do órgão, idade, 

estágio de desenvolvimento, perfi l  hormonal e disponibil idade de 

cofatores (HARRIS, 1992). 

 

Dentre as defesas enzimáticas responsáveis pela detoxif icação 

das espécies ativas de oxigênio (EAO) salientam-se três enzimas: a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa 

peroxidase (GPx)(SIES, 1997). 

 

 As superóxido dismutases (SOD1, SOD2 e SOD3) são 

metaloenzimas que catalisam muito eficientemente a dismutação de 

dois íons superóxido para formar peróxido de oxigênio (que é menos 

reativo e pode ser degradado por outras enzimas) e oxigênio (Fig 6). 

Esta reação pode ocorrer espontaneamente em pH fisiológico, 

porém, com presença da SOD, a velocidade desta reação é 104 

vezes maior (FRIDOVICH, 1975; YU, 1994; HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999). 

 

 Esta enzima está amplamente distribuída, com uma variedade 

de formas, as que contém cobre e zinco em seu sít io de ativação são 

encontradas no citoplasma das células eucarióticas (SOD1), as que 

contém manganês que encontram-se na mitocôndria (SOD2), mais  

precisamente  na  matr iz mitocondrial, as encontradas nos fluidos 

extracelulares (EC-SOD ou SOD3) que podem apresentar grande 

variação na sua atividade em diferentes espécies e há ainda uma 

ferro-enzima que foi identif icada em bactérias (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999; CHANCE  et al., 1979). Sua função enzimática 

foi associada em 1969 a proteínas já conhecidas que continham 

cobre, que eram chamadas de cupreínas (MCCORD & FRIDOVICH, 

1969). Porém, posteriormente foram descobertas outras SODs que 

continham outros metais além do cobre, como manganês e ferro 

(KEELE et al., 1970; YOST & FRIDOVICH, 1973). 
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 Tem sido reconhecido que estas enzimas, que estão presentes 

em quase todos os organismos vivos, são um sistema de defesa 

essencial para a sobrevivência em condições aeróbias. O papel 

deletério do superóxido durante a isquemia, que ocorre em 

transplante de órgãos, muitas intervenções cirúrgicas e durante 

acidentes vasculares no cérebro e coração, sugerem que a SOD 

pode ter um uso clínico potencial. Isto levou à pesquisa por SOD 

miméticos, uma vez que a SOD humana tem curto tempo de meia-

vida (<10min), e não penetra nas células (GOLDSTEIN & CZAPSKI, 

1996). Além disso, a modulação da atividade da SOD extracelular 

pode ser uti l izada no tratamento de doenças vasculares, como a 

arteriosclerose (LUOMA et al., 1998). 

  

 O mecanismo de catálise da dismutação do superóxido por 

SOD e SOD miméticos tem sido sugerido como “mecanismo de ping-

pong”, no qual o catalisador oscila entre dois estados de oxidação 

(GOLDSTEIN & CZAPSKI, 1996). 

 

222
SOD

2 OHOO2H2 +→+ •+  

Figura 6: Dismutação do Radical Superóxido pela SOD 

 

 A geração de peróxido de hidrogênio foi demonstrada como um 

evento f isiológico diretamente relacionado ao consumo de oxigênio, 

sendo a catalase e as peroxidases as enzimas que metabolizam este 

peróxido de hidrogênio à água e oxigênio, impedindo assim a 

formação de radical hidroxil e conseqüente dano celular. A catalase 

(CAT) está presente em todos os t ipos de células de mamíferos, 

porém ela é uma enzima altamente específica pois possui atividade 

apenas para peróxidos de hidrogênio, de eti la e de meti la (Fig 7) 

(CHANCE et al., 1979). 
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 A CAT está presente principalmente nos peroxissomas, e por 

não possuírem peroxissomas alguns órgãos estão mais expostos a 

danos, como o coração, pulmões e cérebro. Nestes órgãos, a defesa 

se dá por um mecanismo que pode ser a difusão do peróxido de 

hidrogênio para o sangue, onde reage com a catalase eritrocitária 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

2 2 2 2 2H O O H OCatalase → +  

Figura 7: Decomposição do Peróxido de Hidrogênio pela Catalase 

 

 Entre as peroxidases, a mais importante é a glutationa 

peroxidase. A glutationa peroxidase (GPx), catalisa a redução de 

vários peróxidos, principalmente do peróxido de hidrogênio e de 

hidroperóxidos orgânicos (YU, 1994). Para a redução dos peróxidos, 

esta enzima uti l iza o grupamento sulf idri l  da glutationa reduzida, que 

pode ser reciclada pela interação da forma oxidada com NADPH 

através da enzima glutationa redutase (Fig 8). Os grupamentos 

sulf idri l  doam dois hidrogênios, formando uma l igação dissulfeto, que 

pode transformar a molécula de peróxido em um álcool, ou, no caso 

do peróxido de hidrogênio (H2O2), em água. Há dois t ipos de 

glutationa peroxidase uma que ut i l iza selênio como cofator, que é 

encontrada na matriz mitocondrial e no citosol e uma selênio 

independente, que se encontra apenas no citosol e metaboliza 

exclusivamente hidroperóxidos orgânicos (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE,1999). 

 

R OOH + 2GSH R OH + GSSG + H OGPx
2−  → −  

++→+ 2NADP  2GSH  2NADPH GSSG GR  

 

Figura 8: Redução de hidroperóxidos pela GPx e regeneração da 

glutat iona reduzida pela glutat iona redutase. 
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A glutationa tem alta atividade no fígado e eritrócitos, onde ela 

foi descoberta. Tem moderada atividade no coração e nos pulmões e 

baixa atividade no músculo (MILLS, 1960). 

 

Outra classe de enzimas que também tem um importante papel 

f isiológico na detoxif icação são as enzimas chamadas glutationa S-

transferases (GSTs). Estas enzimas agem na detoxif icação de 

potentes agentes alquilantes, incluindo compostos 

farmacologicamente ativos como herbicidas, pesticidas e 

xenobióticos. Como pode ser visto na f igura 9, as GSTs catalisam a 

reação destes compostos (no exemplo, o cloro dinitro benzeno)  com 

o grupamento SH da glutationa, neutralizando assim seus sít ios 

eletrofí l icos e transformando-os em produtos mais hidrossolúveis, 

que são mais facilmente metabolizáveis (HABIG et al., 1974). 

 

 

GST
+   GSH 

SG

NO2 

NO2 

 

Cl 

NO2 

NO2 

 

 

 
+    HCl 

 

 

 
Figura 9: Exemplo de reação de detoxif icação através da glutat iona S-

transferase (GST). 

 

 

 1.2.2 DEFESAS NÃO-ENZIMÁTICAS   
 

 

As defesas não enzimáticas incluem os antioxidantes lipofí l icos 

como os tocoferóis, carotenóides e bioflavonóides e os antioxidantes 

hidrofí l icos como o ácido ascórbico, o ácido úrico, a glutationa, a 

melatonina, indóis e catecóis (SIES & MURPHY, 1991; SIES, 1997). 
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 Mais recentemente, tem sido identif icada, uma ação 

antioxidante para os estrogênios. Os estrogênios podem ser 

considerados “scavengers” de radicais l ivres, atuando na defesa não 

enzimática. Os estrogênios protegem da arteriosclerose, pois inibem 

a oxidação das l ipoproteínas de baixa densidade (LDL) por l igação 

aos radicais l ivres de oxigênio (KUHL, 1994). Os estrogênios são 

terminadores da reação de oxidação em cadeia dos radicais l ivres, 

além de suprimirem a peroxidação tanto “in vitro” como “in vivo” 

(NIKI & NAKANO, 1990). 

 

 

1.3 ESTROGÊNIOS  
 

 

1.3.1 BIOSSÍNTESE E METABOLISMO  
 

 

Os estrogênios de ocorrência natural são o 17 β-estradiol, a 

estrona e o estriol,  sendo o estradiol o hormônio mais potente e o 

mais produzido e o estriol, o menos potente. A estrutura destes 

hormônios é formada, basicamente, de um núcleo esteroidal de 

dezoito carbonos. Os estrogênios podem ser produzidos, em 

mulheres na pré-menopausa, pelas células da granulosa e da teca 

interna dos folículos ovarianos, corpo amarelo e placenta (GANONG, 

1995). Em mulheres na pós-menopausa e no homem, a principal 

fonte deste hormônio é o tecido adiposo, onde a estrona é 

sintetizada a partir da desidroepiandrosterona, que é secretada no 

córtex da supra renal. Em gestantes, os estrogênios são produzidos 

pela placenta, com a uti l ização da desidroepiandrosterona e de seu 

derivado 16-alfa-hidroxil, para a produção de estrona e estriol,  

respectivamente (WILLIAMS & STANCEL, 1996). 

 



 15

A biossíntese estrogênica pode se dar a partir de androgênios, 

com a aromatização da androstenediona resultando na formação de 

estrona. Essa reação é catalisada pela aromatase, que também 

catalisa a passagem da testosterona para 17β-estradiol (Fig 10) 

(HOUSSAY, 1984; GANONG, 1995). 

  

  A atividade da aromatase é induzida pelas gonadotrofinas (LH), 

que aumentam os níveis de AMPcíc l i co .  Desta forma, ocorre a 

elevação da  atividade da enzima de clivagem da cadeia lateral do 

colesterol (precursor dos hormônios esteróides) nas células da teca 

interna. Com a formação da androstenediona, parte dela é convertida 

em estradiol e vai para circulação sangüínea. Outra parte vai para as 

células da granulosa, que vão produzir estradiol após suprirem as 

necessidades de androgênios (WILLIAMS & STANCEL, 1996). 

 
As células granulosas têm receptores para LH o que facil ita a 

l iberação do estradiol e aumenta a atividade da aromatase. Além 

disso, as células granulosas maduras adquirem receptores para LH o 

que estimula a produção de estradiol (HOUSSAY, 1984; 

GANONG,1995). 
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Figura 10: Biossíntese e Metabol ismo de Estrogênios (Ganong, 

1995) 

 

Os níveis de 17β-estradiol estão sempre em equilíbrio com os 

de estrona na circulação. A estrona é metabolizada a estriol em 

grande parte no fígado (GANONG, 1995). O estradiol é oxidado 

reversivelmente à estrona, mantendo o equilíbrio referido acima  

(WILLIAMS & STANCEL, 1996).  
 
Cerca de 2% do estradiol circulante está l ivre, o restante está 

l igado às proteínas (60% à albumina, 38% globulinas f ixadoras de 

esteróides gonádicos) (GANONG, 1995).  

 

  A metabolização dos estrogênios ocorre principalmente no 

fígado, onde os mesmos são oxidados ou conjugados com o ácido 

glicurônico ou sulfatos, facil i tando a sua eliminação pela bile e, 

principalmente, pela urina (WILLIAMS & STANCEL, 1996). 
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1.3.2 MECANISMO DE AÇÃO E EFEITOS 
 

 

Os estrogênios, bem como os demais hormônios esteroidais, 

têm como mecanismo de ação clássico a regulação da transcrição 

gênica. Através da sua capacidade de atravessar as membranas 

celulares, l igam-se aos receptores do núcleo formando um complexo 

que se l iga ao DNA, estimulando a transcrição de alguns genes 

(WILLIAMS & STANCEL, 1996; GANONG, 1995).  

 

Mais recentemente, tem-se estudado também mecanismos de 

ação não clássicos, ou de efeito rápido, onde os hormônios 

esteróides atuam na membrana plasmática. A ação na membrana 

pode se dar através de efeitos não específicos na sua fluidez ou de 

l igações em receptores de membrana específicos para hormônios 

esteróides. Estudos já identif icaram sít ios de l igação para hormônios 

esteróides, com moderada atividade e alta especif icidade. Outra 

ação na membrana pode ser por l igações com receptores de 

membrana de neurotransmissores, como o do GABA (BRANN et al., 

1995). 

 

Os estrogênios causam efeitos importantes no desenvolvimento 

da genitál ia e da mama feminina, facil i tam o crescimento dos 

folículos ovarianos e aumentam a moti l idade das trompas uterinas. 

Juntamente com essas ações, o seu papel nas alterações cícl icas do 

endométrio, colo uterino e vagina é bastante relevante. Os 

estrogênios não só aumentam a quantidade de proteínas contráteis 

da musculatura uterina, como também o seu fluxo sangüíneo, 

tornando-a mais ativa e mais sensível à ação da ocitocina. Esse 

hormônio sexual também age sobre as demais glândulas, diminuindo 

a l iberação do FSH e, de acordo com a situação, aumentando ou 

diminuindo a secreção de LH (HOUSSAY, 1984). Além disso, podem 

aumentar a l iberação de angiotensinogênio (GANONG, 1995). 
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Outra ação, também muito importante, dos estrogênios é sobre 

o comportamento, estimulando o l ibido em humanos e o estro em 

animais (talvez por estímulos em certos neurônios do hipotálamo) 

(GANONG,1995). Os estrogênios também são responsáveis pelas 

características secundárias femininas e por isso são ditos “hormônios 

feminil izantes” (WILLIAMS & STANCEL, 1996; GANONG, 1995). 

 

 

1.4 ESTROGÊNIOS COMO ANTIOXIDANTES 
  

 

Sabe-se que a estrutura das moléculas estrogênicas influencia 

bastante na sua atividade antioxidante, devido à presença de um 

grupamento hidrofenólico. O 17ß-estradiol, por exemplo, tem um 

potencial antioxidante bastante relevante, uma vez que esse 

hormônio esteróide pode interferir no processo de iniciação da LPO. 

Esta interferência se dá pela modificação na rota reacional da 

peroxidação, evitando assim a sua propagação e subseqüente 

geração das EAO. O dano no DNA também pode ser evitado por ação 

estrogênica, principalmente, pela inibição da produção do O2
• - .  

Assim, os estrogênios possuem uma grande importância como 

antioxidantes, podendo ser usados contra os danos oxidativos 

teciduais, por exemplo nas arritmias que ocorrem na reperfusão (Mc 

HUGH et al., 1998). 

 

Sabe-se também, que as modif icações nas estruturas dos 

estrogênios são extremamente importantes para sua atividade 

antioxidante. Pode-se citar o exemplo dos sulfamatos de estrogênios 

que inibem a formação do radical O2
• -  que pode ser gerado pelo 

sistema xantina-xantina oxidase. 

 

Outra propriedade antioxidante dos estrogênios, além da 

atividade de “scavenger” de radicais l ivres, é a ação sobre a 
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regulação da atividade das enzimas antioxidantes como a glutationa 

peroxidase (GPx). Investigou-se a atividade da GPx eritrocitária ao 

longo do ciclo menstrual, foi verif icado um aumento de sua ação 

enzimática quando houve picos de estrogênios ao longo do ciclo. 

Desta forma, sugere-se que a produção de estrogênios, no estado 

fisiológico, durante o ciclo hormonal regular, é de extrema 

importância na regulação da atividade da GPx eritrocitária 

(MASSAFRA et al., 1998).  

 

Tal propriedade antioxidante, pode ser observada pela 

diminuição da LPO nas l ipoproteínas. Por exemplo, o LDL quando se 

oxida gera o malondialdeído e outros derivados tóxicos para a célula 

que podem ser combatidos por ação dos estrogênios (ROMERO & 

RECKELHOFF, 1999). 

 

Observou-se, entretanto, que o mesmo hormônio pode ser pró-

oxidante, em conseqüência da formação de um metabólito 

denominado catecol-estrógeno  (GENUTH, 1996;  YOSHIE & 

OHSHIMA, 1998). O catecol-estrógeno pode ser oxidado à quinona 

por ação enzimática ou pela presença de um íon metálico, obtendo 

um sistema redox quinona-hidroquinona. A interconversão de um 

estado de oxidação para o outro favorece a formação do radical O2
• - ,  

podendo levar a uma série de danos celulares em virtude da 

reatividade deste radical (YOSHIE & OHSHIMA, 1998). 

 

 

1.5 EFEITOS DOS HORMÔNIOS ESTERÓIDES SOBRE DOENÇAS 
CARDÍACAS E HIPERTENSÃO     
 

 

 Os estrogênios têm signif icativa ação redutora do colesterol 

plasmático, inibindo a aterogênese, por isso eles podem contribuir 

para reduzir a incidência de infarto do miocárdio e outras 
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complicações da doença vascular arteriosclerótica em mulheres na 

pré-menopausa. No entanto, altas doses de estrogênios ativos por 

via oral parecem promover tromboses, por chegarem ao fígado pelo 

sangue, em altas concentrações e alterarem a produção hepática dos 

fatores de coagulação. O aumento de estrogênio na circulação pode 

acarretar também um aumento dos níveis circulantes de 

angiotensinogênio, que pode causar uma estenose arterial renal e 

acarretar uma elevação signif icativa da pressão arterial em algumas 

mulheres. Devido a estes fatos, o tratamento estrogênico oral tem 

pouco valor prático na prevenção das coronariopatias (GANONG, 

1995). 

 

 Em mulheres na pós-menopausa há um aumento na  incidência 

de doenças cardiovasculares, devido à deficiência de estrogênios. 

Nestes casos, doses orais de estrogênios, que se assemelhem às 

quantidades orgânicas do hormônio, podem contribuir para redução 

destas cardiopatias (GENUTH, 1996). O uso de estrogênios reduz, 

signif icativamente, a incidência de doenças cardíacas, especialmente 

em mulheres pós-menopáusicas. Isso ocorre pela diminuição dos 

níveis de l ipoproteínas plasmáticas. Porém, os riscos desta terapia 

devem ser mais estudados (PELZER et al., 1996). 

 

 As doenças cardiovasculares após a menopausa são causadas, 

principalmente, pelo desenvolvimento de arteriosclerose causada por 

deficiência de estrogênios. A principal causa destas doenças é o 

aumento do LDL-colesterol e de tr igl icerídeos como resultado de uma 

menor eliminação do LDL e outros l ipídios pelo fígado e o aumento 

da oxidação do LDL na membrana arterial. Além disso, no sít io da 

lesão endotelial há ocorrência de vasoespasmos e agregação 

plaquetária que foi facil i tada pela deficiência de estrogênios e que 

pode conduzir à isquemia (KUHL, 1994). Os estrogênios podem 

causar vasodilatação, endotélio-dependente, ou por bloqueio no 

influxo de cálcio dentro das células do músculo l iso. Isto é muito 
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importante para as mulheres com lesões endoteliais e esclerose 

coronária (KUHL, 1994).  

 

Os hormônios esteróides sexuais, sobretudo, os estrogênios, 

possuem uma grande relevância no processo de hipertensão. O 17ß-

estradiol, por exemplo, pode aumentar a l iberação de NO, quando 

administrado cronicamente. Ao passo que, o mesmo tem ação sobre 

a musculatura l isa, como vasodilatador, se aplicado agudamente (DI 

et al., 1999). Os estrogênios também podem modular a expressão do 

receptor AT1 de angiotensina II.  Por este motivo, sendo de extrema 

importância na regulação da pressão arterial e nas doenças 

cardiovasculares (KRISHNAMURTHI et al., 1999). 

 

Por outro lado, os estrogênios, como o 17ß-estradiol, podem 

aumentar a resposta de contração vascular dependente do endotélio. 

Esta constatação está baseada na influência destes hormônios na 

ação da norepinefrina sobre o metabolismo do ácido araquidônico 

nas células do endotélio, potencializando a contração da musculatura 

l isa vascular por ação deste agonista adrenérgico (MILLER & 

VANHOUTTE, 1990). 

 

 

1.6 HIPERTENSÃO 
 

 

A hipertensão é a elevação sustentada da pressão arterial 

sistêmica (sistólica e/ou diastólica). Pode ser produzida pelo 

aumento do débito cardíaco ou principalmente pelo aumento da 

resistência periférica, constituindo-se, desta forma, em uma das 

doenças cardiovasculares mais comuns e relevantes (WILLIAMS & 

STANCEL, 1996; GANONG, 1995). 
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Cerca de 90 a 95% das pessoas hipertensas apresentam hipertensão 

essencial, existindo dados que demonstram uma forte tendência 

hereditária l igada a isso (GUYTON & HALL, 1996). Informações 

obtidas no projeto Genoma Humano e em estudos recentes sobre as 

bases genéticas da hipertensão podem revolucionar os tratamentos e 

auxil iar no desenvolvimento de terapias mais efetivas, baseadas no 

genótipo do paciente (CARRETERO & OPARIL, 2000). Observa-se, 

na hipertensão, uma disfunção endotelial,  mas ainda não se pode 

afirmar se ela está relacionada com a causa da hipertensão ou é 

secundária a esta (EVORA et al., 1995). Na maior parte dos 

pacientes hipertensos, as endotelinas, que são peptídeos com 

potente ação vasoconstritora derivados do endotélio, estão em níveis 

normais no plasma, podendo estar elevadas somente em pacientes 

com hipertensão severa (SCHIFFRIN, 1998). 
 

Devido à grande ocorrência de casos de hipertensão na 

população e de todos problemas decorrentes da hipertensão, foram 

desenvolvidos uma série de modelos experimentais para o estudo 

desta em animais. Esses podem envolver a manipulação dos rins, do 

sistema nervoso ou das supra-renais, além da inibição da síntese de 

óxido nítr ico. Também há várias cepas de ratos que desenvolvem 

hipertensão espontaneamente (ratos espontaneamente hipertensos-

SHR), ou quando alimentados com dieta rica em sódio (ratos DAHL) 

(RIBEIRO et al., 1992; JOVER et al., 1993; GANONG, 1995). O 

estudo de animais hipertensos pode elucidar alguns mecanismos 

envolvidos na hipertensão, facil itando o controle clínico desta e 

melhorando a qualidade de vida de pacientes com esta doença. 
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1.6.1 MODELO DE HIPERTENSÃO GOLDBLATT 
  

 

O modelo de hipertensão descrito por Goldblatt e colaboradores 

em 1934 é um modelo de hipertensão renovascular. O fundamento do 

modelo experimental envolve a restrição do suprimento de sangue 

para o rim esquerdo, por clampeamento da artéria renal esquerda 

(Fig 11), sendo que o rim direito pode ser mantido intacto (modelo 2 

rins, 1 cl ipe) ou ser retirado (modelo 1 rim, 1 cl ipe). A artéria renal 

esquerda é a escolhida para colocação do clipe devido às 

dif iculdades de se acessar a artéria renal direita em ratos (RUZICKA 

& LEENEN, 1994). 

 

A constrição de uma das artérias renais, preservando-se o rim 

colateral, em ratos, resulta numa elevação progressiva da pressão 

arterial, cujos níveis pressóricos são dependentes do grau de 

constrição da artéria renal imposta pelo diâmetro do cl ipe e da 

extensão desta constr ição. A aplicação do clipe de prata na artéria 

renal esquerda produz pequena elevação da pressão arterial já no 

primeiro dia após estenose. A elevação gradual da pressão 

independe do grau de estenose imposto pelo cl ipe, mas os valores de 

pressão arterial atingidos variam conforme este grau, podendo 

causar hipertensão de moderada a severa (RUZICKA & LEENEN, 

1994). 
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Figura 11: Demonstração do local de colocação do cl ipe na artéria renal.  

 

O peso inicial dos animais deve ser verif icado, pois o 

estreitamento produzido pelo cl ipe irá variar conforme o peso do 

animal. Em cerca de 10 a 20% dos animais a pressão arterial é 

normalizada após uma resposta pressora inicial,  e os rins destes 

animais normalmente mostram-se atróficos (RUZICKA & LEENEN, 

1994). 

   

No modelo de hipertensão renovascular 2 rins, 1clipe, o 

estabelecimento e a manutenção do aumento da pressão arterial é 

dependente, principalmente, do sistema renina-angiotensina (SRA), 

existindo componentes pressores rápidos (agudos) e lentos 

(crônicos) para o desenvolvimento da hipertensão (Fig 12). O 

componente rápido é o aumento da resistência periférica total 

mediada por angiotensina II circulante. O componente lento é o 

aumento no volume sangüíneo mediado por ações renais da 

angiotensina II e aldosterona, efeitos tróficos da angiotensina II nos 

músculos cardíacos e l isos vasculares (resultando em hipertrofia 

cardiovascular), e efeitos da angiotensina II na atividade simpática, 
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além de ativação do SRA vascular. Nesse modelo, o rim colateral ao 

que recebeu o cl ipe vai excretar com eficiência a sobrecarga de 

sódio imposta pelo rim isquêmico, prevenindo assim o acúmulo deste 

íon no organismo. Assim, este modelo de hipertensão está associado 

com altos níveis de renina plasmática e hipersecreção de 

aldosterona (RUZICKA & LEENEN, 1994).  

 

O rim intacto, também tem um importante papel para o 

desenvolvimento da hipertensão, uma vez que este apresenta um 

aumento na atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

intra-renal e contém altos níveis de angiotensina II, mesmo 

apresentando uma baixa taxa de renina (RUZICKA & LEENEN, 1994). 

Neste modelo, o sistema de endotelinas não é ativado (SCHIFFRIN, 

1998). 
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Figura 12: Mecanismo pressor do modelo de hipertensão 2 r ins 1 cl ipe. 

SRA: sistema renina-angiotensina; AngII : angiotensina II  
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1.7 PAPEL DOS RADICAIS LIVRES NA HIPERTENSÃO  
 

 

O estresse oxidativo é definido como um distúrbio no balanço 

dos pró-oxidantes e antioxidantes, em favor dos pró-oxidantes, 

levando a um potencial dano às células (HALLLIWELL, 1997). Dentre 

as doenças cardiovasculares que estão relacionadas com o 

desenvolvimento de um quadro de estresse oxidativo, pode-se  

destacar a hipertensão, já que o estresse oxidativo causa uma 

redução do vasorrelaxamento dependente do endotélio. A regulação 

do tônus vascular, em condições fisiológicas e patológicas, está 

relacionada com mecanismos de oxi-redução, destacando-se o papel 

do óxido nítr ico, que é um radical l ivre gasoso com atividade 

vasorrelaxante (MONCADA, 1991). As EAO podem reagir com o NO 

endotelial,  sendo importantes mediadores da regulação do tônus 

vascular. Estas podem ainda estar envolvidas em várias etapas da 

hipertensão arterial, como aumento da resistência vascular 

periférica, disfunção do relaxamento dependente do endotélio, 

remodelamento, vascular e complicações tardias, como hipertrofia 

cardíaca (LAURINDO & LUZ, 1995). Estudos realizados em cultura de 

células, demonstram que o peróxido de hidrogênio induz contração 

de células endoteliais, um efeito que parece ser essencialmente 

dependente de proteína quinase C e cálcio, que causam a l iberação 

de outros fatores vasoativos secundários (LOPES-ONGIL et al., 

1999).  

 

Foram encontradas l igações entre a hipertensão por doença 

renal crônica e síntese do óxido nítr ico. Em pacientes com falência 

renal crônica, foi verif icado um aumento nas concentrações de 

arginina dimeti lada, um falso substrato de ocorrência natural da 

enzima NO sintase, em níveis suficientemente altos para inibir a 

síntese de NO (KUO & SCHROEDER, 1995). 
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Um aumento na produção de EAO, como peróxido de 

hidrogênio, superóxido e também um aumento de l ipoperóxidos, além 

de uma diminuição da síntese de NO foi observado em pacientes com 

hipertensão essencial quando comparados a indivíduos normais. Já 

quando tratados com fármacos anti-hipertensivos, os níveis voltaram 

a ser semelhantes aos dos controles. Estes pacientes com 

hipertensão arterial ainda apresentaram diminuídas as concentrações 

de antioxidantes, tais como a vitamina E e a superóxido dismutase 

(KUMAR & DAS, 1993). 

 

 A angiotensina II estimula a produção do radical superóxido, 

que tem grande importância na regulação do tônus vascular, pois 

pode se combinar com o óxido nítr ico, sendo considerado um fator 

constritor derivado do endotélio. O superóxido pode reagir 

diretamente com o NO, inativando-o e formando nitratos com 

atividade biológica reduzida, ou ainda reage com o NO formando o 

radical peroxinitr i to que é um subproduto tóxico fortemente oxidante, 

além de inativar diretamente a guanilato ciclase no endotélio 

(LAURINDO & LUZ,1995).  
 

 O mecanismo de formação do peroxinitr i to pela reação do 

superóxido com o NO é independente de ferro e outros íons de 

metais de transição. O decaimento espontâneo do peroxinitr i to a 

nitrato ocorre após sua protonação, formando radical hidroxil. O 

processo de oxidação de moléculas próximas pelo peroxinitr i to 

(ONOO-) compete com sua transformação em nitrato (NO2), sendo o 

potencial redox do peroxinitr ito próximo ao do radical hidroxil (Fig 

13) (DENICOLA et al., 1995). 
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Figura 13: Reação do óxido nítr ico (NO) com o superóxido (O2
• - )  formando 

peroxini tr i to (ONOO-),  que é rapidamente protonado a ácido 

peroxini troso (ONOOH), e a decomposição do mesmo em nitrato (NO2) 

e radical hidroxi l  (OH •) .  

 

Estudos em ratos mostram, que quando ocorre a inibição da 

síntese do NO por longo período, há um aumento da produção do 

ânion radical superóxido, com a elevação do estresse oxidativo 

intracelular no endotélio das aortas. O mecanismo sugerido, para 

explicar esta situação, baseia-se na propriedade do NO fazer uma 

“down-regulation” da expressão dos genes e na atividade das 

enzimas xantina oxidase e NADPH oxidase dos vasos sangüíneos 

(USUI et al., 1999). 

 

Por outro lado, a contribuição dos radicais l ivres na hipertensão 

está relacionada com a produção do ânion radical superóxido e sua 

influência na ativação da enzima conversora da angiotensina (ECA). 

Usando antioxidantes como a N-aceti l-cisteína (NAC) (“scavenger” de 

radicais l ivres) ocorreu uma diminuição da atividade da ECA. O 

mecanismo proposto para explicar este fato, identif ica o superóxido 

como um segundo mensageiro intracelular. Este últ imo é proveniente 

da resposta celular aos estímulos de fatores de promoção de 

crescimento como, por exemplo, o fator de crescimento de 

fibroblastos e endotelina  (USUI et al., 1999). 
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1.8 HIPÓTESE 
 
 

A contribuição dos radicais l ivres na hipertensão está 

relacionada com a produção do ânion radical superóxido e sua 

influência na ativação da enzima conversora da angiotensina (ECA). 

Os estrogênios têm um potencial antioxidante bastante relevante, 

uma vez que esse hormônio esteróide pode interferir no processo de 

iniciação da LPO, atuando como “scavenger” de radicais l ivres. Os 

estrogênios, também possuem uma grande relevância no processo de 

hipertensão, podendo aumentar a l iberação de NO, potente 

vasodilatador. 

 

Baseado nestes dados, o presente estudo procurou testar a 

hipótese de que a retirada dos estrogênios poderia alterar o perfi l 

oxidativo e, assim, interferir no desenvolvimento da hipertensão em 

ratas. Tanto a hipertensão quanto a castração poderiam levar a um 

aumento do estresse oxidativo e adaptação do sistema antioxidante. 

Os animais castrados e hipertensos teriam o estresse oxidativo 

aumentado e maior depleção das reservas antioxidantes. 
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1.9 OBJETIVO GERAL 
 
 
 Avaliar a influência da retirada dos estrogênios e da 

hipertensão, assim como seu efeito combinado sobre o estresse 

oxidativo cardíaco, renal e sistêmico em ratas. 

 
 
1.9.1  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 •  Induzir a castração e a hipertensão em ratas, verif icando 

seus níveis pressóricos sangüíneos e freqüência cardíaca após 21 

dias.  

 

•  Avaliar o estresse oxidativo após 21 dias no coração e rins de 

ratas normo e hipertensas, castradas ou não, através das medidas de 

LPO, por TBA-RS, capacidade antioxidante total (TRAP), atividade 

das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST) e metabólitos do 

NO. 

 

•  Avaliar a progressão temporal do estresse oxidativo sistêmico 

em ratas normo e hipertensas, na presença ou ausência de níveis 

f isiológicos de estrogênios, através das medidas de LPO, por QL, 

capacidade antioxidante total (TRAP), atividade das enzimas 

antioxidantes (SOD e CAT) e metabólitos do NO. 

. 
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2. METODOLOGIA 
 
 
2.1 ANIMAIS ESTUDADOS 
 

 

Foram util izados, neste trabalho, ratas fêmeas Wistar, pesando 

entre 200–250 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) da UFRGS. Eles 

foram mantidos em caixas plásticas de 27 x 26 x 31 cm, com o 

assoalho recoberto com serragem, sendo cinco animais por caixa. 

Receberam alimentação e água à vontade e foram mantidos sob 

períodos de 12 horas luz/12 horas escuro e com temperatura em 

torno de 25°C. 

 

 

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 

 

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais, sendo eles: 

 

Grupo normotenso controle: animais que sofreram apenas a 

simulação das cirurgias de indução da hipertensão e de ovariectomia 

(n=10). 

 

Grupo normotenso castrado: animais ovariectomizados que sofreram 

a simulação da cirurgia de indução à hipertensão  (n=8). 

 

Grupo hipertenso controle: animais não ovariectomizados que  

sofreram a indução da hipertensão renovascular pelo modelo  

proposto por Goldblatt (n=10). 
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Grupo hipertenso castrado: animais ovariectomizados e que, 

concomitantemente, sofreram a indução da hipertensão renovascular 

(n=12). 

 

Todos os animais foram sacrif icados três semanas após a 

realização das cirurgias de indução à hipertensão renovascular e/ou 

de ovariectomia e de simulação. Um grupo de animais foi uti l izado 

para as análises de tecido, com o n variando de 8 a 12.  Outro grupo 

foi uti l izado para coleta de sangue no 3°, 10° e 20° dia após as 

cirurgias, para os 4 grupos experimentais detalhados anteriormente, 

no entanto, com n=5. 

 

 

2.3  PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS  
 

 

2.3.1 CIRURGIA DE CLAMPEAMENTO RENAL 
 

 

A cirurgia para indução da hipertensão arterial sistêmica, nos 

animais, foi feita seguindo o modelo experimental de hipertensão 

renovascular, segundo a técnica de Goldblatt (GOLDBLATT et al., 

1934). Os animais foram posicionados em decúbito dorsal, depilados 

e sofreram uma incisão longitudinal no abdômen, de 

aproximadamente 2 cm de comprimento na pele e no tecido 

subcutâneo. Em seguida, uma segunda incisão atingiu a camada 

muscular, abrindo a cavidade peritoneal. Nos animais hipertensos, foi 

colocado um clipe de prata de 0,3 mm de diâmetro interno por 2 mm 

de extensão na artéria renal esquerda, como pode ser observado na 

figura 14, deixando-se intacto o rim direito. Nos animais controle, foi 

realizada a mesma cirurgia, no entanto não houve a colocação do 

cl ipe. Para a realização da cirurgia os animais foram anestesiados 
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com quetamina (90 mg/Kg de peso corporal) e xilazina (10mg/Kg de 

peso corporal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
     Figura 14: Cirurgia de colocação do cl ipe na artér ia renal.  

 

 

2.3.2 CIRURGIA DE OVARIECTOMIA 
 

 

Juntamente com a indução da hipertensão renovascular, foi 

feito o procedimento cirúrgico denominado de ovariectomia. Nas 

ratas, já anestesiadas e com a cavidade peritoneal exposta, foi 

encontrada uma massa de gordura que delimitava o ovário. Assim 

que o ovário era identif icado, efetuava-se a l igadura abaixo da 

trompa uterina, retirando-o. Nos animais controle, foi realizada a 

mesma cirurgia, no entanto não houve a l igadura nem a retirada dos 

ovários. Após a cirurgia, era feita a sutura da incisão da pele em 

planos separados, primeiro a camada muscular e depois a cutânea. 

 



 34

2.4 REGISTRO DA PRESSÃO ARTERIAL 
 

 

2.4.1 CANULAÇÃO 
 

 

O procedimento cirúrgico bem como o cuidado pós-operatório, 

foram baseados na descrição feita por Waynforth e Flecknell (1992). 

Um dia antes do sacrifício dos animais, estes foram anestesiados 

novamente com quetamina (90 mg/Kg de peso corporal) e xi lazina 

(10mg/Kg de peso corporal) e receberam catéteres na artéria 

carótida, exteriorizados na região dorsal do pecoço. Os catéteres 

foram confeccionados com tubos de Tygon PE-90, conectados a 

tubos de polieti leno PE-50 (Clay Adms, USA). A desobstrução das 

cânulas se deu através da lavagem com heparina sódica (0,01 mL de 

Liquemine - Roche, 5000U) em 0,1 ml de solução fisiológica de NaCl 

0,9%, antes de cada registro de pressão. A implantação das cânulas 

foi feita 24 horas antes da realização do registro de pressão arterial. 

 

 

2.4.2 REGISTRO E PROCESSAMENTO DE SINAL 
 

 

Após o término das três semanas, foram feitos os registros de 

pressão batimento-a-batimento nos animais acordados. Teve-se o 

cuidado de mantê-los em local si lencioso, evitando qualquer fator 

externo que interferisse na medida da pressão. Era feita também uma 

adaptação, colocando-se os ratos na sala onde eram feitos os 

registros uns 15 minutos antes. O tempo de registro da pressão 

arterial (PA) e da freqüência cardíaca (FC) foi de 15 minutos. 

 

Os registros foram adquiridos a partir da conexão da cânula, 

introduzida na carótida, a um transdutor de pressão (P23Db, Gould-

Statham, Oxford, CA, USA) acoplado a um codif icador de sinais 
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Hewlett Packard (HP 8805) que se encontrava ligado à placa 

analógico-digital CODAS (AT/MCA CODAS-DATAQ Instruments, Inc., 

Akron, Ohion, USA) por um seletor de canais, em um computador 486 

(66 MHz e 8Mb RAM). A freqüência de amostragem para realizar os 

registros de PA e FC foi de 2000 Hz. O programa uti l izado (CODAS) 

permite trabalhar diretamente com a onda de pulso, que é vista na 

tela do computador, e os dados podem ser gravados em disco rígido. 

Neste mesmo programa, podem-se executar cálculos a partir dos 

valores obtidos, assim é possível trabalhar com valores de pressão 

arterial média (PAM) e freqüência cardíaca (FC) para cada 

batimento. A FC é obtida a partir do inverso do período, entre um 

pico e outro, mult ipl icado por 60 (segundos). Após gravados os sinais 

em disco rígido, gera-se uma planilha que pode ser analisada em 

programa Excel for Windows, a partir da qual se obtém valores de 

PAM e FC e seus respectivos gráficos, para cada animal 

experimental registrado. 

 

 

2.5 COLETA DE SANGUE 
 

 

O sangue dos animais foi coletado no 3°, 10° e 20° dia após as 

cirurgias, através de punção do plexo venoso retro-orbital com um 

tubo de microhematócrito com uma das extremidades quebrada em 

bisel (HALPERN & PACAUD, 1951). Para isso, os animais foram 

previamente anestesiados com éter etí l ico. Após a coleta, o sangue 

foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm em centrífuga refrigerada 

(Sorvall RC 5B – Rotor SM 24), o plasma foi retirado e congelado em 

freezer a -80ºC para posteriores dosagens de estresse oxidativo. Os 

eritrócitos foram lavados com soro f isiológico (NaCl 0,9%), 

novamente centrifugados e aliquotados. Uma parte foi ressuspensa 

em soro para medida de l ipoperoxidação, ao restante foi adicionado 

uma solução de ácido acético 1mM e sulfato de magnésio 4mM, e as 
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amostras foram congeladas em frezeer a –80°C para posteriores 

dosagens das enzimas antioxidantes. 

 

 

2.6 SACRIFÍCIO DOS ANIMAIS E PREPARO DOS 
HOMOGENEIZADOS 
 

 

Os animais foram sacrif icados após o registro de pressão 

arterial (21º dia) através de anestesia etérea. Os corações e r ins 

foram rapidamente retirados e homogeneizados durante 30 segundos 

em Ultra-Turrax, na presença de KCl 1,15% (5 mL por g de tecido) e 

de  f luoreto de fenil meti l  sulfonila (PMSF), na concentração de 100 

mM em isopropanol (10µL por mL de KCl adicionado). O PMSF é um 

inibidor de proteases e foi uti l izado para que não houvesse 

degradação das enzimas cuja atividade foi medida. Em seguida, os 

homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em 

centrífuga refrigerada (Sorvall RC 5B – Rotor SM 24) e o 

sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -80ºC para as 

dosagens posteriores (LLESUY et al., 1985). 

 

 

2.7 DOSAGEM HORMONAL 
 

 

O método uti l izado para dosar os estrogênios foi de 

quimiluminescência por imunoensaio competit ivo. O aparelho 

uti l izado para esta medida foi o IMMULITE 2000, com os seguintes 

reagentes: substrato quimiluminescente dioxietano (L2SUBM), 

reagente estradiol Wedge (L2E2A2), que é constituído pela 

combinação de estradiol com fosfatase alcalina e esferas recobertas 

com um anticorpo altamente específico para o estradiol (L2E212). O 

método se baseia na competição, pelo anticorpo específico para 
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estradiol, das moléculas de hormônio da amostra analisada com as 

moléculas do estradiol l igadas à fosfatase alcalina (Kit Immulite, 

Diagnostic Products Corporation - DPC, Los Angeles). 

 

Inicialmente, a amostra sangüínea foi incubada com o reagente 

estradiol Wedge. Após o término desta, fez-se a lavagem dos viais 

para remover o restante das moléculas não l igadas ao anticorpo. 

Imediatamente, adicionou-se o substrato quimiluminescente 

dioxietano que reage com a fosfatase alcalina presente no meio, 

emit indo energia quimiluminescente. 

 

A concentração de locais de l igação, ou seja, a quantidade de 

anticorpos, é f ixa e l imitante. Por essa razão, o aumento progressivo 

do número de moléculas de estradiol da amostra vai deslocar do 

anticorpo das moléculas do reagente estradiol Wedge, levando a 

diminuição da quimiluminescência. Esse decaimento de energia se 

deve a menor concentração de fosfatase alcalina no meio.  

 

A quantidade absoluta de hormônio na amostra é calculada 

através de uma curva padrão. Esta curva é obtida pela incubação de 

quantidades variadas de hormônio autêntico com quantidades 

idênticas de anticorpos e de hormônio marcado. 

 

Os níveis plasmáticos dos estrogênios (estradiol) foram 

avaliados no laboratório Weinmann no 20° dia após a cirurgia de 

castração. Os resultados foram expressos em pg por mL de plasma. 

  

 

2.8 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 

 

 As proteínas foram quantif icadas pelo método descrito por 

Lowry e colaboradores, que uti l iza como padrão uma solução de 
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albumina bovina na concentração de 1mg/mL (LOWRY et al., 1951). 

Para a realização das dosagens foram uti l izados os seguintes 

reagentes: 

 

Reativo de Folin Ciocaulteau diluído em água desti lada na 

proporção de 1:3; 

 

2) Reativo C, que é composto por 50mL do reativo A, 0,5mL do 

reativo B1 e 0,5mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2 são 

respectivamente: 

•  NaHCO3 (bicarbonato de sódio) 2% em NaOH (hidróxido de sódio) 

0,1N; 

•CuSO4.5H2O (sulfato de cobre) 1%; 

•KNaC4H4O6.4H2O (tartarato de sódio e potássio) 2%. 

 

Em tubos de ensaio, foram adicionados 20µL de amostra 

(homogeneizado de tecido ou sangue) em 0,78mL de água desti lada 

e 2mL de reativo C preparado a fresco, aguardando-se 10 minutos. 

Depois, adicionava-se 0,2mL do reativo de Folin Ciocaulteau, 

aguardando-se mais 30 minutos. Após, a solução adquiria uma 

coloração azulada que foi medida, em espectrofotômetro marca 

Varian modelo Cary, a 625 nm. 

 

O cálculo foi feito uti l izando-se um fator de correção médio 

calculado a partir da curva de calibração construída uti l izando-se a 

solução padrão de albumina bovina. 

 

 

2.9 DOSAGEM DE HEMOGLOBINA  
 
 

A hemoglobina foi dosada nas amostras de sangue preparadas 

para a medida de l ipoperoxidação, ou seja, eritrócito diluído em soro 
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f isiológico. Esta análise foi feita uti l izando-se uma mistura de 

cianetos para se obter o reativo de Drabkin, que reage com a 

hemoglobina formando cianometahemoglobina, medida, em 

espectrofotômetro marca Varian modelo Cary, a 546 nm. 

  

SOLUÇÃO DE DRABKIN: 

⇒ 0,85mL de KCN 9mM 

⇒ 6,6mL de K3[Fe(CN)6] 0,9mM 

⇒ q.s.p. 10mL água desti lada 

 

Em um tubo de ensaio foi adicionado 5mL de Drabkin e 20µL de 

amostra, deixou-se reagir por 5 minutos e a absorbância foi l ida em 

espectrofotômetro. 

 

 

2.10 QUIMILUMINESCÊNCIA INICIADA POR T-BOOH 
 

 

 Este método consiste em adicionar um hidroperóxido orgânico 

de origem sintética, à amostra sangüínea, avaliando a capacidade de 

resposta produzida pela amostra. A realização deste t ipo de teste 

consiste no fato de que os hidroperóxidos são espécies químicas 

bastante instáveis, reagindo com lipídios por um mecanismo radicalar 

que gera produtos que emitem luz pela amostra em estudo. Este 

método é um dos mais sensíveis para a medida de LPO. 

 

 A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid 

Scinti lation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, 

Sweden) com o circuito de coincidência desconectado e uti l izando o 

canal de trít io. As determinações foram realizadas em sala escura, 

em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a 

fosforescência ativada pela luz f luorescente. O meio de reação no 

qual foi realizado o ensaio consistiu em 4mL de uma solução 
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reguladora de KCl 140mM, fosfatos 20mM, pH 7,4, na qual foi 

adicionado 10µL de eritrócito diluído em soro f isiológico. Após, foi 

realizada uma leitura inicial, considerada a emissão de luz basal. O 

hidroperóxido orgânico uti l izado foi o hidroperóxido de tert-buti la, na 

concentração de 400mM, dos quais foram adicionados 30µL no meio 

de reação, para uma concentração final de 3mM. Foi medida, então, 

a emissão de luz e, desta, foi descontada a emissão basal para f ins 

de cálculos. Os resultados foram expressos em contagens por 

segundo (cps) por  mil igrama de hemoglobina (GONZALEZ-FLECHA 

et al., 1991). 

 

 
2.11 SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBA-
RS)  
 

 

 Esta técnica é bastante uti l izada para medir a LPO, pois o 

ácido t iobarbitúrico reage com os produtos da LPO, entre eles o 

malondialdeído e outros aldeídos. 

 

 A técnica consiste em aquecer o material biológico a ser 

testado na presença de ácido tiobarbitúrico em meio ácido, para 

medir espectrofotometricamente a formação de um composto corado 

(base de Schiff). Para que ocorresse a reação, adicionou-se, à 

0,25mL de homogeneizado, 0,75mL de ácido tr icloroacético (TCA) a 

10%(P/V), que tem a função de desnaturar as proteínas presentes e 

acidif icar o meio de reação. Essa mistura foi então agitada e 

centrifugada durante 3 minutos a 1000 g. Foram retirados 0,5mL do 

sobrenadante e a este foi adicionado 0,5mL de ácido tiobarbitúrico 

(TBA) 0,67% (P/V), que reage com os produtos da lipoperoxidação 

formando um composto de coloração rosada. A mistura foi incubada 

por 15 minutos a 100ºC e em seguida resfriada no gelo. Em seguida, 

foi realizada a leitura da absorbância a 535 nm em 
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espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em nmoles de 

TBA-RS por mg de proteína (BUEGE & AUST, 1978). 

 

 

2.12 SUPERÓXIDO DISMUTASE 
 

 

Como já comentado, a superóxido dismutase (SOD) catalisa a 

dismutação do ânion radical superóxido em peróxido de hidrogênio, 

que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como 

a catalase e a glutationa peroxidase. A velocidade da reação 

catalisada pela SOD é 104 vezes maior que a velocidade de 

dismutação espontânea em pH fisiológico. 

 

A técnica uti l izada neste trabalho para determinação da SOD 

baseou-se na inibição da reação do radical superóxido com o 

pirogalol. O superóxido é gerado pela autooxidação do pirogalol 

quando em meio básico. A SOD presente na amostra compete pelo 

radical superóxido com o sistema de detecção. Portanto, quanto 

maior for a concentração de SOD na amostra, menor seria a 

autooxidação do pirogalol.  

 

Neste ensaio, não se pode determinar a concentração da 

enzima nem sua atividade em termos de substrato consumido por 

unidade de tempo, por isso, se uti l iza a quantif icação em unidades 

relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de 

enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidação do detector. A 

oxidação do pirogalol leva à formação de um produto colorido, 

detectado espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é 

determinada medindo-se a velocidade de formação do pirogalol 

oxidado (MARKLUND, 1985). 
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Util izou-se uma solução tampão (Tris-base na concentração de 

50mM; EDTA na concentração de 1mM em pH 8,2), pirogalol 24mM 

(em ácido clorídrico a 10mM) e catalase a 30µM. Para se ter o 

resultado em unidade de SOD, necessita-se de um fator de 

calibração. Por isso, fez-se necessário a construção de uma curva 

padrão com uma solução de SOD de concentração conhecida. Desta 

forma, calculou-se o fator de calibração necessário para converter a 

percentagem de inibição da autooxidação em unidades de enzima. 

 

No ensaio, adicionou-se à cubeta  988µL de tampão Tris, 4µL 

de catalase. Zerou-se o espectrofotômetro e adicionou-se 8µL de 

pirogalol, observando a oxidação do mesmo. Desta forma, obtivemos 

o máximo (100%) de oxidação desta substância, para calcular a 

percentagem de inibição causada pela SOD da amostra. Com a 

amostra, procedeu-se da mesma forma, apenas com o reajuste do 

volume de tampão de acordo com a quantidade de sangue ou 

homogeneizado de tecido adicionada, para se ter um volume final de 

1mL. Os resultados foram expressos em U SOD/mg proteína. 

 

 

2.13 CATALASE 
 

 

 A atividade da catalase é diretamente proporcional à taxa de 

decomposição do peróxido de hidrogênio, e obedece a uma cinética 

de pseudo primeira ordem. Sendo assim, a atividade da enzima 

catalase pode ser medida através da avaliação do consumo do 

peróxido de hidrogênio. 

 

 Este teste consiste em avaliar a diminuição da absorbância no 

comprimento de onda de 240 nm, sendo este o comprimento de onda 

onde há a maior absorção pelo peróxido de hidrogênio, uti l izando-se 
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cubetas de quartzo devido à alta energia do comprimento de onda no 

qual foram realizadas as medidas. 

 

 Para realização deste ensaio foram uti l izados os seguintes 

reagentes: solução tampão de fosfato de sódio a 50mM e pH 7,4 e 

peróxido de hidrogênio 0,3M. 

 

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955µL do tampão 

fosfato e 10µL de amostra do tecido ou 30µL de amostra de sangue, 

esta cubeta foi colocada em espectrofotômetro e descontada contra 

um branco de tampão fosfato. Após, foram adicionados 35µL do 

peróxido de hidrogênio para o tecido e 15µL para amostra de sangue 

e foi feito o monitoramento da diminuição da absorbância no 

comprimento de onda selecionado. Os resultados foram expressos 

em pmoles por mg de proteína (BOVERIS & CHANCE, 1973). 

 

 

2.14 GLUTATIONA PEROXIDASE 
 

 

 A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reação de 

hidroperóxidos com a glutationa reduzida (GSH) para formar 

glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redução do hidroperóxido, 

por isso, a sua atividade pode ser determinada medindo-se o 

consumo de NADPH na reação de redução acoplada à reação da 

GPx.  

 

 A amostra foi previamente preparada, adicionando-se uma 

mistura de cianetos (cianeto de potássio KCN 9mM e ferrocianeto de 

potássio K3[Fe(CN)6] 0,9mM), para inibir a atividade pseudo-

peroxidase da hemoglobina. Inicialmente, uti l izou-se a mistura de 

cianetos para se obter o reativo de Drabkin, para medir a quantidade 

de hemoglobina. Depois de conhecida a concentração de 
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hemoglobina, estas mesmas soluções foram uti l izadas, em diferentes 

proporções, para se obter a solução transformante, que vai 

transformar toda a hemoglobina em cianometahemoglobina. 

 

SOLUÇÃO DE DRABKIN: 

0,85mL de KCN 9mM 

6,6mL de K3[Fe(CN)6] 0,9mM 

q.s.p. 10mL água desti lada 

 

SOLUÇÃO TRANSFORMANTE: 

5,0mL de KCN 9mM 

5,0mL de K3[Fe(CN)6] 0,9mM 

 

A atividade da GPx foi medida em um espectrofotômetro da 

marca Varian, modelo Cary. Foi monitorada a diminuição de 

absorbância do NADPH a 340 nm, em um meio de reação contendo 

os seguintes reagentes: Solução tampão de fosfatos 143mM e EDTA 

1mM, com pH 7,5; NADPH 0,24mM; Azida sódica 1mM, uti l izada para 

inibir a atividade da catalase; GSH 5mM; Glutationa redutase (GR) 

0,25U/mL e Hidroperóxido de tert-buti la 0,5mM. 

 

Na cubeta do espectrofotômetro, foram adicionados 330µL de 

tampão, 50µL de homogeneizado de tecido, 500µL de NADPH, 10µL 

de azida sódica, 50µL de GSH e 10µL de GR. A absorbância foi 

registrada por um período de aproximadamente 3 minutos,  até haver 

uma certa  estabil ização da  l inha base. Após, foram adicionados 

50µL de hidroperóxido de tert-buti la, e a diminuição da absorbância, 

devido ao consumo de NADPH, foi monitorada  por aproximadamente 

5 minutos. Os resultados foram expressos em ηmoles por minuto por 

mg de proteína (FLOHÉ & GUNZLER, 1984).  

 

2.15 GLUTATIONA S-TRANSFERASE 
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As glutationas transferases são um grupo de enzimas que 

catalisam reações de conjugação de glutationa com vários 

substratos, tendo um papel importante na detoxif icação de agentes 

alquilantes. Todas as transferases são ativas com o composto cloro-

dinitro-benzeno (CDNB). A glutat iona S-transferase (GST) vai 

catalisar a reação de conjugação da glutationa reduzida (GSH) com 

outras substâncias tóxicas, que possam vir a prejudicar o 

funcionamento celular. Essa combinação  forma os conjugados de 

glutationa que serão exportados para fora da célula. Deste modo, 

esta enzima desempenha um papel importante na detoxif icação 

celular. 

 

Este ensaio está baseado na capacidade da GST de combinar o 

1-cloro-2,4-dinitro-benzeno (CDNB) com a GSH formando 2,4 dinitro-

fenil-glutationa (DNP-SG), que é um composto corado. A formação do 

DNP-SG pode ser observada espectrofotometricamente no 

comprimento de onda de 340 nm, uti l izando os seguintes reagentes: 

Tampão fosfato de sódio 0,2M pH 6,5; GSH 20mM e CDNB 20mM. 

 

Na cubeta de 1mL foram adicionados 850µL de tampão, 50µL 

de amostra, mais 50µL de GSH (de concentração final de 1mM), 

zerou-se o espectrofotômetro a 340nm, e, por f im, adicionou 50µL de 

CDNB e observou-se a formação do DNP-SG. O resultado é dado em 

ηmoles/minuto/mg proteína (MANNERVIK & GLUTHENBERG, 1981). 

 

 

2.16 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP) 
 

 

 A técnica uti l izada para medir a capacidade antioxidante total 

está baseada na formação de um radical que emite luz, e que vai ser 

detectado em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scinti lation 
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Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o 

circuito de coincidência desconectado e uti l izando o canal de trít io, 

como descrito por Lissi e colaboradores em 1992. As determinações 

foram realizadas em sala escura, em frascos de vidro mantidos na 

penumbra para evitar a fosforescência ativada pela luz f luorescente.  

 

Esta técnica é dependente da temperatura. Em baixas 

temperaturas a reação é muito mais lenta. Isto porque esta técnica é 

baseada na decomposição do 2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano) 

diidrocloreto que gera radicais l ivres. Esta substância tem uma 

l igação dupla entre dois nitrogênios, bastante instável e que com o 

aumento da temperatura há rompimento (termólise), gerando dois 

radicais l ivres. 

  

Estes radicais l ivres por sua vez vão reagir com o luminol e 

gerar um outro radical l ivre mais energético e com maior emissão de 

luz e, assim, mais facilmente detectado pelo contador. No entanto se 

t ivermos presente no meio de reação um antioxidante, ele irá 

neutralizar os radicais l ivres e assim diminuir a emissão de luz. 

Como padrão uti l iza-se o antioxidante trolox que forma um radical 

estável. Quando todo o antioxidante t iver reagido, o luminol reage 

novamente com o Azo radical e, novamente, há um aumento na 

emissão de luz.  

 

Para medir a capacidade antioxidante da amostra, coloca-se a 

amostra no vial contendo Azo e luminol e observa-se por quanto 

tempo esta amostra inibe a formação dos radicais do luminol. Esta  

análise foi feita uti l izando-se os seguintes reagentes: Tampão fosfato 

50mM, pH 7,4; 2,2’ Azo-bis (2-amidino-propano) diidrocloreto 0,5% 

em tampão fosfato; Luminol 1mg/mL em NaOH 0,1N e Trolox 8mg% 

em tampão fosfato. 
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O meio de reação no qual foi realizado o ensaio consistiu em 

3,0mL de uma solução de Azo, na qual foi adicionado 10µL de 

luminol, fez-se uma leitura que tem que ser maior que 50000 cps. 

Após, adicionou-se amostra (50µL de plasma ou 5µL de 

homogeneizado de rim ou 10µL de homogeneizado de coração). 

Foram feitas também duas leituras uti l izando-se trolox nas 

quantidades de 5µL e 10µL, para fazer a curva padrão. Os resultados 

foram expressos em mM de trolox (LISSI et al., 1992; EVELSON et 

al., 2001). 

 

 

2.17 DETERMINAÇÃO DE NITRATOS 
 

 

 Os níveis de nitratos no plasma foram medidos pela reação das 

amostras com o reagente de Griess, pelo método descrito por 

Granger e colaboradores. Alíquotas de 50µL foram incubadas com 

cofatores enzimáticos e nitrato redutase por tr inta minutos em 

temperatura ambiente, para conversão de nitrato em nitr i to. O nitrito  

formado foi, então, analisado pela reação deste com o reagente de 

Griess. Forma-se um composto corado que foi medido em  

espectrofotômetro no comprimento de onda de 540 nm. 

 

A quantif icação dos níveis de nitratos foi feita uti l izando-se os 

seguintes reagentes: Reativo de Griess (1g de sulfanilamina, 0,1g de 

nafti leti lendiamina, 2,3mL de ácido ortofosfórico 85%, 97,7mL de 

água); Tris 1 M, pH 7,5; NADPH 0,02 mM; Glicose 6-fosfato (G6P) 5 

mM; Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 10 U/mL e Nitrato 

redutase (NR) 1,0 U/mL. 

 

No meio de reação, foram adicionados 50 µL de amostra, 10 µL 

de NADPH, 7 µL de Tris, 23 µL de uma mistura de G6P/G6PDH e 
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10µL de NR. A mistura foi incubada à temperatura ambiente, sob 

agitação, por 30 minutos. Após, foi adicionado 100 µL do reagente de 

Griess, foi incubado à temperatura ambiente sob agitação por mais 

10 min e a absorbância foi l ida a 540 nm. Os resultados foram 

avaliados comparando-se com uma curva padrão feita uti l izando-se 

nitrato de sódio 1 mM (GRANGER et al., 1999).  

 

 

2.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

 

Após efetuados todos os testes, foram calculadas as médias e 

os erros padrões das médias para cada uma das medidas realizadas 

e para cada um dos grupos estudados. Para a análise estatística dos 

dados, foi realizado o teste de análise de variância complementado 

com o teste de comparações múlt iplas de Student-Newmann-Keuls, 

sendo as diferenças consideradas signif icativas para p<0,05 (nível 

de signif icância de, pelo menos, 5%).  
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3. RESULTADOS 
 

 

 A apresentação dos resultados deste trabalho refere-se à 

média de cada grupo ±  o erro padrão da média. Para cada fenômeno 

estudado há uma figura, para que se obtenha uma melhor 

visualização dos dados. 

 

 

3.1 CIRURGIA DE CLAMPEAMENTO RENAL 
 

 

 Foi observado que cerca de 15% dos animais não 

desenvolveram hipertensão. E cerca de 10% dos animais, após o 

f inal do tratamento estavam com os rins esquerdos atróficos, sendo 

que alguns destes apresentavam hipertensão. 

 

 

A B

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15: Demonstração da atrof ia apresentada por alguns dos r ins 

esquerdos dos animais hipertensos. Em A, vê-se um rim não isquêmico 

(r im direi to),  e em B, vê-se um rim atrófico de um animal hipertenso 

(r im esquerdo). 
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3.2 DOSAGEM HORMONAL 
 

 

 Os hormônios foram medidos para que houvesse uma avaliação 

da variação hormonal após a castração. Para isso, foram medidos os 

níveis de 17β-estradiol. 

 

 Os níveis hormonais foram avaliados (em pg / mL) no plasma 

sangüíneo no 20° dia após a castração. Observou-se signif icativa 

redução dos níveis de 17β-estradiol no grupo castrado em relação ao 

controle (Figura 16). Os níveis de 17β-estradiol foram 96% menores 

no grupo NCA (28 ±  3,4) em relação as grupo NCO (690 ± 52,5). 
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Figura 16: 17 β-estradiol  (em pg por mL) nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,001). 

NCO= normotenso controle e NCA= normotenso castrado. 
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3.3 PRESSÃO ARTERIAL 
 

 

 Foi analisada a pressão arterial média de cada grupo. Os 

resultados, em mmHg, estão apresentados na figura 17. A pressão 

arterial média foi 25% maior no grupo HCO (129,07 ±  8,70) e 31% 

maior no grupo HCA (133,26 ±  7,35), em relação ao grupo NCO 

(103,19 ± 4,23) e NCA (101,89 ± 3,61), respectivamente.  
 
 
 

  16

0

20

40

60

80

100

120

140

0

NCO HCO NCA HCA

PA
M

 (m
m

H
g)

#   * 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17: Pressão arter ial  média (em mmHg) nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,01). 

# representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,01). 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.4 FREQÜÊNCIA CARDÍACA 
 

 

 A freqüência cardíaca (em batimentos por minuto) não mostrou 

diferenças signif icativas entre os grupos estudados. Os valores 

obtidos foram os seguintes: grupo NCO 390 ±  32, grupo HCO 370 ±  

15, grupo NCA 360 ±  13 e grupo HCA 365 ±  12. Os resultados estão 

demonstrados na figura 18.   
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Figura 18: Freqüência cardíaca (em batimentos por minuto) nos grupos 

estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.5 RESULTADOS CORAÇÃO 
 
 
 Primeiramente, serão apresentados os resultados das análises 

bioquímicas realizadas em homogeneizados de corações.  

 
 
3.5.1 TBA-RS 
 

 

 A l ipoperoxidação tecidual foi avaliada pelo teste das 

substâncias reativas ao ácido t iobarbitúrico. O conteúdo de TBA-RS 

(em nmoles / mg de proteína) apresentou-se aumentado no grupo 

NCA (0,615 ±  0,031) em relação ao grupo NCO (0,174 ±  0,017). No 

grupo HCA (0,783 ±  0,042) o TBARS apresentou-se aumentado em 

relação aos grupos HCO (0,190 ±  0,034) e NCA. Já o grupo HCO não 

apresentou diferenças signif icativas em relação ao grupo NCO. Os 

resultados são apresentados na figura 19. 
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Figura 19: Conteúdo de TBA-RS (em nmoles por mg de proteína) em 

homogeneizado cardíaco nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,001). 

# representa di ferença signif icativa em relação ao grupo HCO (p<0,001).  

ψ  representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,01). 
NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 55

3.5.2 SUPERÓXIDO DISMUTASE 
 

 

 Foram também avaliadas, neste trabalho, a atividade de 

algumas enzimas antioxidantes, uma delas foi a superóxido 

dismutase, que detoxif ica ânion superóxido. A atividade desta enzima 

(em U / mg de proteína) apresentou-se aumentada no grupo HCO 

(13,42 ±  1,00) em relação ao grupo NCO (7,96 ±  0,62). O grupo HCA 

(13,55 ±  0,92) apresentou-se aumentado em relação ao grupo NCA 

(9,93 ±  0,70). Já os grupos HCA e NCA não apresentaram diferenças 

signif icativas em relação aos seus respectivos controles não 

castrados, grupos HCO e NCO. Os resultados são apresentados na 

figura 20. 
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Figura 20: At ividade da superó
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3.5.3 CATALASE 
 

 

 Outra enzima antioxidante que teve sua atividade avaliada foi a 

catalase, de atuação específica sobre H2O2. A atividade desta 

enzima (em pmoles / mg de proteína) apresentou-se aumentada nos 

grupos HCO (34,78 ±  2,73) e NCA (48,68 ±  4,34) em relação ao 

grupo NCO (24,84 ±  0,87). O grupo HCA (40,24 ±  2,58) apresentou-

se diminuído em relação ao grupo NCA. Já o grupo HCA não 

apresentou diferença signif icativa em relação ao seu controle não 

castrado, grupo HCO. Os resultados são apresentados na figura 21. 
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Figura 21: Atividade da catalase (em pmoles por mg de proteína) em 

homogeneizado cardíaco nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,05). 

ψ  representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,05). 
NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.5.4 GLUTATIONA PEROXIDASE 
 

 

 A terceira enzima antioxidante que teve sua atividade avaliada 

foi a glutationa peroxidase, detoxif icadora de H2O2 e peróxidos 

orgânicos. A atividade desta enzima (em ηmoles / min / mg proteína) 

apresentou-se aumentada no grupo HCO (46,49 ±  3,96) em relação 

ao grupo NCO (26,57 ± 2,88). O grupo HCA (33,29 ± 2,78) 

apresentou-se diminuído em relação ao grupo HCO. Já o grupo NCA 

(28,71 ±  0,67) não apresentou diferença signif icativa em relação ao 

seu controle não castrado, grupo NCO, nem em relação ao grupo 

também castrado mas hipertenso, grupo HCA. Os resultados são 

apresentados na figura 22. 
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Figura 22: At ividade da glutationa peroxidase (em ηmoles por minuto por 

mg de proteína) em homogeneizado cardíaco nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,001). 

# representa di ferença signif icativa em relação ao grupo HCO (p<0,01).  
NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.5.5 GLUTATIONA S-TRANSFERASE 
 

 

 A últ ima enzima a ser avaliada foi enzima detoxif icante 

glutationa S-transferase. A atividade desta enzima (em ηmoles / min 

/ mg de proteína) apresentou-se aumentada no grupo HCO (0,028 ± 

0,0031) em relação ao grupo NCO (0,020 ±  0,0015). Os demais 

grupos não apresentaram diferenças signif icativas entre si, NCA 

(0,024 ± 0,0024) e HCA (0,024 ±  0,0011). Os resultados são 

apresentados na figura 23. 
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Figura 23: At ividade da glut

por mg de proteína) 

estudados. 
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3.5.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP) 
 

 

 A avaliação de TRAP (em mM trolox) em homogeneizado 

cardíaco apresentou-se diminuída no grupo HCO (44,64 ±  7,38) em 

relação ao grupo NCO (66,85 ±  6,77). O grupo HCA (71,72 ±  4,69) 

apresentou-se aumentado em relação ao grupo HCO. Já o grupo NCA 

(86,48 ±  5,38) não apresentou diferença signif icativa em relação ao 

seu controle não castrado, grupo NCO, nem em relação ao grupo 

também castrado mas hipertenso, HCA. Os resultados são 

apresentados na figura 24. 
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3.5.7 NITRATOS 
 

 

 A avaliação de nitratos (em µM NO3
-) em homogeneizado 

cardíaco apresentou-se diminuída no grupo HCO (4,67 ±  0,27) e 

aumentada no grupo NCA (7,66 ±  0,18) em relação ao grupo NCO 

(6,13 ±  0,61). O grupo HCA (5,06 ±  0,39) apresentou-se diminuído 

em relação ao grupo NCA, mas não apresentou diferença 

signif icativa em relação ao seu controle não castrado, grupo HCO. 

Os resultados são apresentados na figura 25. 
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3.6 RESULTADOS RINS  

 

 

 Em uma segunda etapa do trabalho, serão apresentados os 

resultados das análises realizadas em homogeneizados de rins 

direito e esquerdo. Foi verif icada ainda a diferença entre rim direito e 

esquerdo em animais hipertensos. 
 
 

3.6.1 TBA-RS 
 

 

 O conteúdo de TBA-RS (em nmoles / mg prot) apresentou-se 

aumentado no grupo NCA (0,671 ±  0,078) em relação ao grupo NCO 

(0,185 ± 0,034). O grupo HCA (1,000 ± 0,087) apresentou-se 

aumentado em relação aos grupos HCO (0,284 ±  0,018) e NCA. Já o 

grupo HCO não apresentou diferenças signif icativas em relação ao 

grupo NCO, no rim direito. Os rins esquerdos apresentaram TBA-RS 

aumentada no grupo NCA (0,708 ±  0,056) em relação ao grupo NCO 

(0,152 ± 0,028). O grupo HCA (0,744 ± 0,066) apresentou-se 

aumentado em relação ao grupo HCO (0,117 ± 0,008). Já os grupos 

HCO e HCA não apresentaram diferenças signif icativas em relação 

aos seus controles não hipertensos, grupos NCO e NCA, 

respectivamente. Quando comparamos os grupos hipertensos 

observamos que no grupo HCA o rim esquerdo apresentou-se 

signif icativamente menor que o rim direito. Já o grupo HCO não 

apresentou diferença signif icativa entre os rins direito e esquerdo. 

Os resultados são apresentados na figura 27. 
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Figura 27: Conteúdo de TBA-RS (em nmoles por mg de proteína) em 

homogeneizado de rim direi to e esquerdo nos grupos estud dos. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,001). 

# representa di ferença signif icativa em relação

ψ  representa di ferença signif icativa em relação

¥ representa di ferença signif icativa em relaç

HCA (p<0,01). 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.6.2 SUPERÓXIDO DISMUTASE 
 

 

 A atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase (em U 

/ mg prot) não apresentou diferenças signif icativas entre nenhum dos 

grupos. Os resultados foram os seguintes, para rim direito e 

esquerdo respectivamente: NCO 7,95 ±  0,84 e 10,44 ±  1,25; HCO 

11,59 ± 1,30 e 9,92 ±  0,75; NCA 13,40 ± 2,38 e 13,50 ±  2,12 e HCA 

11,47 ±  1,13 e 12,25 ±  1,63. Estes resultados estão apresentados na 

figura 28. 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

NCO HCO NCA HCA

SO
D

(U
/m

g 
pr

ot
)

 
 
Figura 28: At ividade da superóxido dismutase (em U por mg 

em homogeneizado de rim direi to e esquerdo nos grupos e

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA=

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.6.3 CATALASE 
 

 

 A atividade desta enzima (em pmoles / mg prot), no rim direito, 

apresentou-se aumentada no grupo NCA (128,60 ±  16,94) em relação 

ao grupo NCO (68,85 ±  2,64). O grupo HCA (135,58 ±  12,26) 

apresentou-se aumentado em relação ao grupo HCO (91,86 ± 3,76). 

Já os grupos HCO e HCA não apresentaram diferenças signif icativas 

em relação aos seus controles não hipertensos, grupos NCO e NCA, 

respectivamente. Os rins esquerdos apresentaram a atividade da 

catalase aumentada no grupo NCA (124,29 ± 11,85) em relação ao 

grupo NCO (69,16 ±  2,67). O grupo HCA (113,18 ±  9,54) apresentou-

se aumentado em relação ao grupo HCO (59,73 ±  5,47). Já os grupos 

HCO e HCA não apresentaram diferenças signif icativas em relação 

aos seus controles não hipertensos, grupos NCO e NCA, 

respectivamente. Quando comparamos os grupos hipertensos, HCO e 

HCA, observamos que não há diferença signif icativa entre rins direito 

e esquerdo em nenhum dos grupos. Os resultados são apresentados 

na f igura 29. 
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3.6.4 GLUTATIONA PEROXIDASE 
 

 

 A atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase 

(ηmoles / min / mg prot) não apresentou diferenças signif icativas 

entre nenhum dos grupos, quando comparamos rim direito (NCO 

23,13 ±  1,70; HCO 22,10 ±  3,55; NCA 20,06 ±  3,94 e HCA 31,43 ± 

4,62) e rim esquerdo (NCO 22,82 ±  2,49; HCO 17,55 ±  2,10; NCA 

24,86 ±  3,77 e HCA 14,44 ±  1,70) separadamente. No entanto, 

quando comparamos os grupos hipertensos observamos que no 

grupo HCA o rim esquerdo apresentou-se signif icativamente menor 

que o rim direito. Já o grupo HCO não apresentou diferença 

signif icativa entre os rins direito e esquerdo. Os resultados são 

apresentados na figura 30.  
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Figura 30: At iv idade da glutationa peroxidase em ηmoles por minuto por 

mg de proteína em homogeneizado de rim direi to e esquerdo nos 

grupos estudados. 

¥ representa di ferença signif icativa em relação ao rim direi to do grupo 

HCA (p<0,01). 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.6.5 GLUTATIONA S-TRANSFERASE 
 

 

 A atividade da enzima glutationa S-transferase (ηmoles / min / 

mg prot) apresentou-se aumentada nos grupos HCO em rim direito 

(0,060 ±  0,0066) e rim esquerdo (0,59 ±  0,0075) em relação aos seus 

respectivos grupos NCO 

demais grupos não aprese

NCA (0,042 ±  0,0060 e 0

0,0045 ± 0,0052), r ins d

resultados são apresentado
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(0,023 ±  0,0015 e 0,027 ± 0,0028). Os 
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,039 ±  0,0024) e HCA (0,053 ±  0,0031 e 
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s na figura 31. 
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3.6.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP) 
 

 

 A avaliação de TRAP (em mM trolox) em homogeneizado de 

rim, pode ser observada na figura 32. O TRAP no homogeneizado de 

rim direito apresentou-se maior no grupo NCA (534,85 ±  57,32) em 

relação ao grupo NCO (223,57 ±  22,53) e ao grupo HCA (358,54 ±  

37,56). O grupo HCO (244,76 ±  13,45) não apresentou diferença 

signif icativa em relação ao seu controle não hipertenso, grupo NCO, 

nem em relação ao grupo também hipertenso mas castrado, HCA. No 

homogeneizado de rim esquerdo, foi observado um aumento no grupo 

NCA (394,69 ±  50,88) em relação ao grupo NCO (214,72 ±  22,07). Os 

grupos HCO (304,28 ± 27,33) e HCA (330,96 ±  34,49) não 

apresentaram diferenças signif icativas entre si, nem em relação aos 

seus controles não hipertensos, NCO e NCA, respectivamente.  
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Figura 32: Aval iação da capacidade ant ioxidante total  em mM de trolox em 

homogeneizado de rim direi to e esquerdo nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

* representa diferença signif icat iva em relação ao grupo NCO (p<0,001). 

ψ  representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,01). 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.6.7 NITRATOS 
 

 

 A avaliação de nitratos (em µM NO3
-) em homogeneizado de 

rim não apresentou diferenças signif icativas entre nenhum dos 

grupos. Os resultados foram os seguintes, para rim direito e 

esquerdo, respectivamente: NCO 6,52 ±  0,86 e 10,89 ±  0,59; HCO 

9,22 ±  1,50 e 7,62 ±  0,51; NCA 8,65 ±  0,66 e 10,22 ±  0,26 e HCA 

9,02 ±  0,65 e 10,20 ± 1,23. Estes resultados são apresentados na 

figura 33. 
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3.7 AVALIAÇÃO SISTÊMICA 

 

 

 Na últ ima etapa deste trabalho, serão apresentados os 

resultados das análises realizadas em sangue, comparando o 3º, 10º 

e 20º dias de tratamento. 

 
 
3.7.1 QUIMILUMINESCÊNCIA 
 
 
 A quimiluminescência em sangue (em cps / mg hemoglobina) 

seguiu o mesmo padrão de variação para os três tempos estudados. 

A QL apresentou-se aumentada nos grupos HCO (3° dia: 584 ±  14; 

10° dia: 585 ±  25 e 20° dia: 687 ± 33)  e NCA (3° dia: 458 ± 20; 10° 

dia: 403 ±  22 e 20° dia: 581 ±  25) em relação ao grupo NCO (3° dia: 

173 ±  4; 10° dia: 313 ±  16 e 20° dia: 379 ±  19). Houve aumento 

também do grupo HCA (3° dia: 567 ±  49; 10° dia: 574 ±  68 e 20° dia: 

676 ±  14) em relação ao grupo NCA. No entanto, não observou-se 

diferença signif icativa entre o grupo HCA e o seu controle não 

castrado, grupo HCO. Foi observado também um aumento 

progressivo do 3° para o 20° dia de trata ento em todos os grupos 

estudados. Os resultados são apresentado

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

m 

s na figura 34. 



 73

 

 

 

 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

3 dias 10 dias

Q
L 

(c
ps

/[h
em

og
lo

bi
na

])

ψ

#

#

 # 

ψ 

 # 

* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34: Quimiluminescência (em contagens po

hemoglobina) em sangue no 3°, 10° e 20° dia do 

estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  er

# representa di ferença signif icativa em relação ao gr

ψ  representa di ferença signif icativa em relação ao g

* representa diferença signif icativa em relação ao

grupos (p<0,05). 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso contr

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.7.2 SUPERÓXIDO DISMUTASE 
 

 

 A atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase nos 

eritrócitos (em U / mg prot) apresentou-se aumentada no grupo HCO 

(37,73 ±  1,74) e NCA (42,44 ±  0,82) em relação ao grupo NCO (30,61 

±  1,14). O grupo HCA (43,19 ±  1,25) apresentou-se maior que o 

grupo HCO, mas não apresentou diferença signif icativa quando 

comparado ao seu controle não hipertenso, grupo NCA. Estes 

resultados se referem ao 3° dia de tratamento. No 10° dia de 

tratamento, os grupos HCO (45,03 ±  3,54) e HCA (47,01 ± 4,25) 

apresentaram-se maiores que os seus controles não hipertensos, 

grupos NCO (31,92 ±  0,44) e NCA (34,26 ±  0,77), respectivamente. 

No entanto, não foram observadas diferenças signif icativ s entre os 

grupos NCA e HCA e seus controles não castrados, gru

HCO, respectivamente. No 20° dia, os grupos HCO (52,9

NCA (41,73 ±  0,90) apresentaram-se aumentados em 

grupo NCO (30,89 ±  1,20). O grupo HCA (50,46 ±  2,95) 

se maior que o seu controle não hipertenso, grupo NC

apresentou diferença em relação ao seu controle não cas

HCO. Em relação à avaliação temporal, observamos que

HCO e HCA apresentaram um aumento na atividade da 

dia quando comparado com o 3° dia de tratamento. Essa

não foi observada nos grupos NCO e NCA. Estes res

apresentados na figura 35. 
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f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

i ferença signif icativa em relação ao grupo NCO (p<0,05).  

i ferença signif icativa em relação ao grupo HCO (p<0,05). 

i ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,05). 

di ferença signif icativa em relação ao 3° dia nos grupos 

 HCO (p<0,01) e HCA (p<0,05). 

nso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

A= hipertenso castrado. 
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3.7.3 CATALASE 
 

 

 A atividade desta enzima antioxidante em eritrócitos (em 

pmoles / mg prot), não apresentou diferenças signif icativas no 3° dia 

de tratamento em nenhum dos grupos estudados. Os resultados 

foram: NCO 17,15 ± 0,66; HCO 25,04 ±  2,98; NCA 19,63 ± 1,35 e 

HCA 26,00 ±  4,01. No 10° dia de tratamento, os grupos HCO (39,45 ± 

1,92) e HCA (38,58 ±  5,96) apresentaram-se maiores que os seus 

controles não hipertensos, grupos NCO (19,09 ±  1,55) e NCA (19,50 

±  1,04), respectivamente. No entanto, não foram observadas 

diferenças signif icativas entre os grupos NCA e HCA e seus 

controles não castrados, grupos NCO e HCO, respectivamente. No 

20° dia de tratamento, a atividade da catalase apresentou-se 

aumentada no grupo HCO (36,19 ±  1,90) em relação ao grupo NCO 

(25,30 ±  3,07). O grupo HCA (39,11 ±  4,02) não apresentou diferença 

signif icativa em relação aos seus controles, grupo NCA (29,41 ± 

4,02) e HCO. O grupo NCA também não apresentou diferença 

signif icativa em relação ao seu controle não castrado, grupos NCO. 

Em relação à avaliação temporal, observamos que os grupos HCO e 

HCA apresentaram um aumento na at ividade da catalase no 10° dia 

quando comparado com o 3° dia de tratamento e este aumento é 

mantido no 20° dia. Já nos grupos NCO e NCA, observamos um 

aumento na atividade desta enzima quando comparamos o 20° dia 

com o 3° dia de tratamento. Estes resultados são apresentados na 

figura 36. 
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Figura 36: Atividade da catalase (em pmoles por mg de proteína) em 

sangue, no 3°, 10°, e 20° dia do tratamento, nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

¥ representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCO (p<0,05).  

ψ  representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,05). 

* representa di ferença signif icativa em relação ao 3° dia nos grupos 

hipertensos HCO (p<0,01) e HCA (p<0,05). 

# representa di ferença signif icativa em rela ão ao 3° dia nos grupos 

normotensos NCO (p<0,05) e NCA (p<0,01). 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso ca rado. 
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3.7.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP) 
 

 

 A avaliação do TRAP plasmático (em mM trolox) no 3° dia do 

tratamento mostrou os grupos HCO (28,68 ± 1,71) e NCA (20,95 ± 

3,97) aumentados em relação ao grupo NCO (7,05 ±  0,97) e 

diminuídos em relação ao grupo HCA (46,28 ±  6,98). No 10° dia de 

tratamento, os grupos HCO (22,45 ±  3,25) e HCA (26,11 ± 2,20) 

apresentaram-se maiores que os seus controles não hipertensos, 

grupos NCO (6,30 ±  0,91) e NCA (9,30 ±  1,67), respectivamente. No 

entanto, não foram observadas diferenças signif icativas entre os 

grupos NCA e HCA e seus controles não castrados, grupos NCO e 

HCO, respectivamente. No 20° dia de tratamento, o TRAP mostrou-se 

aumentado nos grupos HCO (23,04 ± 2,64) e NCA (28,59 ±  3,39) em 

relação ao grupo NCO (8,66 ±  1,26). O grupo HCA (35,50 ±  2,64) 

apresentou-se maior do que o seu controle não castrado, grupo HCO, 

e não apresentou diferença signif icativa em relação ao seu controle 

não hipertenso, grupo NCA. Em relação à avaliação temporal, 

observamos que os grupos NCA, HCO e HCA apresentaram uma 

menor taxa de TRAP no 10° dia quando comparado com o 3° dia de 

tratamento, essa diminuição foi revertida no 20º dia nos grupos NCA 

e HCA. Esse resultado não foi observado no grupo NCO. Estes 

resultados são apresentados na figura 37. 
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Figura 37: Capacidade antioxidante total  (em mM trolox) em plama, no 3°, 

10° e 20° dia do tratamento, nos grupos estudados. 

Os valores da f igura são expressos como média ±  erro padrão da média. 

# representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCO (p<0,05).  

ψ  representa di ferença signif icativa em relação ao grupo HCO (p<0,01). 

¥ representa di ferença signif icativa em relação ao grupo NCA (p<0,01). 

* representa diferença signif icativa em relação ao 3° dia nos grupos NCA, 

HCO e HCA (p<0,05). 

NCO= normotenso controle; HCO= hipertenso controle; NCA= normotenso 

castrado e HCA= hipertenso castrado. 
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3.7.5 NITRATOS 
 

 

 A avaliação sistêmica de nitratos (em µM NO3
-) no 3° dia do 

tratamento mostrou-se menor nos grupos HCO (3,41 ±  0,34) e NCA 

(2,84 ±  0,34) em relação ao grupo NCO (5,93 ±  0,34). Já o grupo 

HCA (3,72 ±  0,42) não apresentou diferenças signif icativas em 

relação aos seus controles não castrado (HCO) e não hipertenso 

(NCA). No 10° e no 20º dias de tratamento, os grupos não 

apresentaram diferenças signif icativas nos níveis plasmáticos de 

nitratos. Os resultados foram: NCO (10º dia 4,62 ±  0,34 e 20º dia 

4,77 ±  0,19); HCO (10º dia 4,63 ±  0,26 e 20º dia 5,00 ±  0,37); NCA 

(10º dia 4,33 ±  0,48 e 20º dia 5,95 ±  0,39) e HCA (10º dia 3,89 ±  0,14 

e 20º dia 4,97 ±  0,24). Em relação à avaliação temporal, observamos 

que os grupos HCO, NCA e HCA apresentam um maior nível 

plasmático de nitratos no 20° dia quando comparado com o 3° dia de 

tratamento. Já o grupo NCO apresentou-se signif icativamente menor 

no 10º dia, quando comparado com o 3º dia de tratamento. Estes 

resultados são apresentados na figura 38. 
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3.8 RESUMO DOS RESULTADOS 
 

 

 Foram analisadas a pressão arterial média e a freqüência 

cardíaca  de cada grupo. A pressão arterial média foi 25% maior no 

grupo HCO e 31% maior no grupo HCA, em relação ao grupo NCO e 

NCA, respectivamente. A freqüência cardíaca não apresentou 

diferenças signif icativas entre os grupo estudados.  

 

A dosagem hormonal apresentou níveis de 17β-estradiol 96% 

menores no grupo castrado do que no grupo controle.  

 

Os demais resultados são apresentados nas tabelas 1, 2 e 3, a 

seguir. 
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Tabela 1: Resumo dos resultados em tecido cardíaco. 
 

 HCO NCA HCA 

TBARS =NCO 

 

253%>NCO 

 

312%>HCO 

28%>NCA 

SOD 68%>NCO = NCO = HCO  

36%>NCA 

CAT 39%>NCO 95%>NCO = HCO 

18%<NCA 

GPx 75%>NCO = NCO 29%<HCO 

= NCA 

GST 40%>NCO = NCO = HCO 

= NCA 

TRAP 34%<NCO = NCO 60%>HCO 

= NCA 

Nitrato 24%<NCO 25%>NCO = HCO 

34%<NCA 
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Tabela 2: Resumo dos resultados em tecido renal. 
 

HCO NCA HCA  

RD RE RD RE RD RE 

TBARS = NCO = NCO 

=RD(HCO)

263%> 

NCO 

365%> 

NCO 

252%> 

HCO 

49%>NCA 

535%> 

HCO 

26%<RD 

(HCA) 

SOD Não apresentou diferenças signif icativas entre nenhum dos grupos 

CAT = NCO = NCO 

=RD(HCO)

86%>NCO 80%>NCO 48%>HCO 

= NCA 

89%>HCO 

= NCA 

=RD(HCA)

GPx = NCO = NCO 

=RD(HCO)

= NCO = NCO = HCO 

= NCA 

= HCO 

= NCA 

54%<RD 

GST 160%> 

NCO 

 

156%> 

NCO 

=RD(HCO)

= NCO = NCO = HCO 

= NCA 

= HCO 

= NCA 

=RD(HCA)

TRAP = NCO = NCO 

=RD(HCO)

140%>NC

O 

84%>NCO = HCO 

50%<NCA 

= HCO 

= NCA 

=RD(HCA)

Nitrato Não apresentou diferenças signif icativas entre nenhum dos grupos 
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Tabela 3: Resumo dos resultados da avaliação sistêmica. 

HCO NCA HCA  

3º 10º 20º 3º 10º 20º 3º 10º 20º 

237%>  

NCO 

 

87%> 

NCO 

 

81%> 

NCO 

 

164%>

NCO  

29%> 

NCO  

53%> 

NCO 

24%> 

NCA 

=HCO 

42%> 

NCA 

=HCO 

17%> 

NCA 

=HCO 

QL 

 

↑ 3º p/ 20º dia em todos os grupos estudados 

24%> 

NCO 

41%> 

NCO 

71%> 

NCO 

39%> 

NCO 

=NCO 35%> 

NCO 

15%> 

HCO 

=NCA 

37%> 

NCA 

=HCO 

21%> 

NCA 

=HCO 

SOD 

 

↑ 3º p/ 20º dia 

NCO e NCA não ↑ 3º p/ 

20º dia  

 

↑ 3º p/ 20º dia 

=NCO 106%> 

NCO 

43%> 

NCO 

=NCO =NCO =NCO =HCO 

=NCA 

98%> 

NCA 

=HCO 

=HCO 

=NCA 

CAT 

 

↑ 3º p/ 10º dia 

NCO e NCA ↑ 3º p/ 

20º dia 

 

↑ 3º p/ 10º dia 

306%> 

NCO 

256%> 

NCO 

166%>

NCO 

197%> 

NCO  

=NCO 230%> 

NCO 

40%>  

HCO 

55%> 

NCA 

180%> 

NCA 

=HCO 

54%> 

HCO 

=NCA 

↓ 3º p/ 10º dia ↓ 3º p/ 10º dia ↓ 3º p/ 10º dia 

TRAP 

NCO não ↑ com o tempo de tratamento 

43%< 

NCO 

=NCO =NCO 52%< 

NCO 

=NCO =NCO =HCO 

=NCA 

=HCO 

=NCA 

=HCO 

=NCA 

↑ 3º p/ 20º dia ↑ 3º p/ 20º dia ↑ 3º p/ 20º dia 

Nitrato 

NCO ↓ 3º p/ 10º dia 
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4. DISCUSSÃO 
 

 

Vários estudos epidemiológicos têm relatado que a incidência 

de doenças cardiovasculares é maior em homens do que em 

mulheres com atividade menstrual, no entanto, esta situação se 

equil ibra em mulheres na pós-menopausa. Isto se dá devido ao papel 

protetor dos estrogênios sobre as doenças cardiovasculares 

(DANTAS & CARVALHO, 2000). O mecanismo exato pelo qual este 

hormônio pode interferir no sistema cardiovascular ainda é pouco 

esclarecido. Acredita-se que os estrogênios podem aumentar o 

angiotensinogênio e diminuir os níveis da enzima conversora da 

angiotensina (ECA). Ainda supõe-se que os estrogênios modulam a 

regulação do receptor da angiotensina tipo 1 (AT1) em células do 

músculo l iso vascular, pois têm sido identif icados receptores 

estrogênicos nestas células e nas do endotélio (NICKENIG et al., 

1998). Estudos anteriores, têm se concentrado nos efeitos 

vasculares do estrogênio. Mas a cardioproteção não é 

necessariamente restrita à vasculatura. Numa revisão recente, 

Babiker e colaboradores constataram que os benefícios do 

estrogênio têm gradualmente mudado do sistema vascular para o 

miocárdio (BABIKER et al., 2002). Esta hipótese é confirmada pelo 

fato de que têm sido encontrados receptores funcionais de 

estrogênio no miocárdio. Estes receptores regulam a expressão de 

muitos genes tal como a conexina 43 e α-miosina de cadeia pesada 

(principal proteína contráti l no coração) (GROHÉ et al., 1997). Tem-

se, também, mostrado que o estrogênio age como bloqueador de 

canal de cálcio, o que pode promover uma proteção cardiovascular 

adicional (COLLINS et al., 1996).  

 

Apesar dos efeitos dos estrogênios não serem completamente 

conhecidos, sabe-se que ele diminui as l ipoproteínas plasmáticas, 

influencia o sistema renina-angiotensina (SRA), e tem propriedades 
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antioxidantes. Os estrogênios ainda exercem efeito direto na parede 

do vaso, aumentando a produção de NO vascular e modulando a 

expressão de NO sintase endotelial (WASSMANN et al., 2001). Sabe-

se, também, que a administração de estrogênios exógenos, podem 

levar a uma melhora na expressão das isoformas de NO sintase 

(endotelial - eNOS e induzível - iNOS)(FARHAT et al., 1996; 

NUEDLING et al., 1999). 

 

Sabendo-se que os estrogênios podem modular o receptor AT1 

e que sua ativação tem origem predominantemente na produção de 

radicais l ivres nos vasos, conclui-se que a deficiência de estrogênios 

pode induzir um aumento de estresse oxidativo via um aumento na 

expressão de receptor AT1 (WASSMANN et al., 2001). 

 

Neste estudo, procurou-se avaliar possíveis alterações no perfi l 

oxidativo do coração, dos rins e sistêmico na ausência de 

estrogênios e no desenvolvimento da hipertensão renovascular 

Goldblatt 2. A aplicação do clipe para a indução da hipertensão já 

resulta em um aumento da pressão arterial após um dia da cirurgia, 

porém o alcance do platô se dá cerca de uma semana após o 

procedimento cirúrgico (RUZICKA & LEENEN, 1994). Foi verif icado 

também que os níveis hormonais já estão abaixo dos níveis 

f isiológicos uma semana após o procedimento de ovariectomia 

(BARP et al., 2002). Em razão disto, foi coletado sangue em distintos 

tempos a f im de se realizar uma avaliação temporal do estresse 

oxidativo sistêmico durante a progressão da castração e do 

desenvolvimento da hipertensão. O  primeiro tempo escolhido para a 

avaliação temporal foi três dias após a cirurgia, ou seja, durante o 

desenvolvimento da hipertensão, antes de atingir o platô. A 

amostragem aos 20 dias seria para se ter um período onde a 

hipertensão já estaria plenamente estabelecida. O 10° dia seria o 

intermediário para que pudéssemos acompanhar o desenvolvimento 

da hipertensão. O tecido cardíaco foi uti l izado como primeiro objetivo 



 88

de nosso estudo, uma vez que os estrogênios estão intimamente 

relacionados ao sistema cardiovascular, como já foi visto 

anteriormente. Já o tecido renal foi analisado por ser este um órgão 

envolvido no controle da pressão arterial (mecanismos a longo 

prazo), e principalmente no modelo uti l izado neste trabalho. 

 

Os animais que sofreram cirurgia de colocação do clipe na 

artéria renal esquerda mostraram aumento da pressão arterial média 

em relação aos animais controle para hipertensão. Além disso, neste 

trabalho, foi observado que cerca de 15% dos animais não 

desenvolveram hipertensão, resultado que está de acordo com a 

l i teratura (RUZICKA & LEENEN, 1994). Cerca de 10% dos animais 

estavam, após o f inal do tratamento, com os rins esquerdos atróficos. 

Destes, cerca de 80% apresentavam hipertensão, demonstrando que 

o f luxo sangüíneo para o rim não foi impedido, somente diminuído. 

Os outros 20% não desenvolveram hipertensão, e apresentavam o 

rim direito maior que o normal, mostrando que o f luxo foi impedido e 

o rim direito compensou a atividade do rim esquerdo e os animais 

não ficaram hipertensos. Os demais animais que não desenvolveram 

hipertensão estavam com os rins esquerdos com aparência normal. 

Estes que não desenvolveram a patologia provavelmente devido à 

pequena estenose da artéria renal, foram descartados do estudo. 

 

Neste modelo de hipertensão, há um aumento da angiotensina 

II, à qual tradicionalmente atribui-se um efeito vasoconstritor 

predominante por interações com o receptor AT1 no músculo l iso 

vascular. No entanto, recentemente, foi visto que a angiotensina II 

induz ativação da fosfolipase C, que resulta num aumento da 

concentração de cálcio l ivre intracelular e numa rápida 

vasoconstrição (TOUYS & SCHIFFRIN, 1999). Outro mecanismo 

sugerido para a hipertensão induzida por angiotensina II, demonstra 

um aumento na produção vascular de ânion superóxido via 

NADH/NADPH oxidase. O superóxido que é gerado pela 
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NADH/NADPH oxidase é convertido pela superóxido dismutase a 

peróxido de hidrogênio que é neutralizado pela catalase e por 

peroxidases. O ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio podem 

estimular a hipertrofia e a hiperplasia das células do músculo l iso 

vascular (ZAFARI et al.,  1998). Este aumento na produção do ânion 

superóxido pode contribuir para as alterações no relaxamento 

vascular dependente do endotélio, por promover inativação do óxido 

nítr ico. A reação entre superóxido e óxido nítr ico, que produz 

peroxinitr i to, é extremamente rápida, excedendo inclusive a 

velocidade de reação entre o ânion superóxido e a enzima 

superóxido dismutase. Dessa forma, o equilíbr io entre ânion 

superóxido, óxido nítr ico e superóxido dismutase é tênue e pequenas 

mudanças nos níveis de qualquer um destes pode alterar 

substancialmente a regulação do tônus vascular, elevando a pressão 

arterial (RAJAGOPALAN et al., 1996). 

 

A hipertensão induzida por angiotensina II, aumenta o 

superóxido aórtico, isso sugere que os efeitos induzidos por 

angiotensina II na hipertensão são em parte mediados pelo estresse 

oxidativo (RAJAGOPALAN et al., 1996).  

 

Sendo assim, o sistema renina-angiotensina (SRA) não 

somente influencia a pressão arterial, mas pode afetar uma 

variedade de outros importantes fenômenos fisiológicos, por 

aumentar a produção de radicais l ivres como superóxido e 

peroxinitr i to (OSKARSSON & HEISTAD, 1997). Além da hipertensão, 

este sistema também participa na produção de superóxido via NADH 

e NADPH oxidases em processos ateroscleróticos (WARNHOLTZ et 

al., 1999)            

 

O tratamento com anti-hipertensivos que bloqueiam a atividade 

da enzima conversora da angiotensina (ECA) ou antagonizam o 

efeito da angiotensina II sobre o receptor AT1, diminuem os níveis 



 90

plasmáticos de peróxido de hidrogênio, indicando uma menor 

produção de superóxido. Estas observações indicam que a produção 

de radicais l ivres na hipertensão pode ser mediada pelo aumento da 

atividade do SRA (LACY et al., 1998). Além disso, os inibidores da 

ECA inibem a degradação de bradicinina e outras cininas, que 

l iberam óxido nítr ico; assim, além de aumentarem a l iberação de 

óxido nítr ico, diminuem a produção de superóxido (OSKARSSON & 

HEISTAD, 1997). 

 

Na fase crônica da hipertensão, causada pelo modelo uti l izado 

neste trabalho, ocorre uma facil i tação da l iberação de noradrenalina 

mediada por angiotensina II (RUZICKA & LEENEN, 1994). Pacientes 

com hipertensão essencial têm hiperresponsividade à noradrenalina, 

que pode envolver um mecanismo dependente de inativação de óxido 

nítr ico por EAO, pois esta vasoconstrição é diminuída pelo 

tratamento com ascorbato (LEMBO et al., 2000). 

 

Alguns trabalhos mostram que ocorre um aumento da 

l ipoperoxidação na hipertensão, em plasma de pacientes (RUSSO et 

al., 1998) ou em órgãos de animais hipertensos (BOCK et al., 1998). 

O aumento da l ipoperoxidação nesta enfermidade pode ser devido ao 

aumento do consumo de oxigênio, pelo aumento da carga de trabalho 

ao coração, que levaria a um aumento na formação de EAO. Em 

estudos prévios realizados em nosso laboratório, foi observado que a 

castração também causa um aumento da l ipoperoxidação, 

provavelmente devido à ausência de estrogênios (BARP et al., 2002). 

No entanto, outro estudo feito em mulheres na pós-menopausa que 

fazem terapia de reposição hormonal foi verif icado que houve um 

aumento da l ipoperoxidação com o aumento dos níveis de 

estrogênios (ACKAY et al., 2000). 

 

Neste trabalho, foram uti l izados dois métodos para medir a 

l ipoperoxidação (LPO): TBA-RS (para tecidos) e quimiluminescência 
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(para sangue). Para a avaliação sistêmica foi uti l izada a técnica da 

quimiluminescência por ser mais sensível e de execução mais 

prática, uma vez que para o TBA-RS no sangue há necessidade de 

pré incubação por 2 horas e há muita dispersão dos resultados. 

 

Na l i teratura verif icamos que Ackay e colaboradores 

observaram um aumento de LPO com o aumento de estrogênios, já 

Wasmann e colaboradores relataram um aumento das EAO com a 

diminuição de estrogênios. Por isso, acreditamos que, mecanismos 

distintos estão envolvidos em diferentes métodos de avaliação de 

LPO. 

 

A l ipoperoxidação sistêmica medida por quimiluminescência, 

apresentou-se aumentada tanto com a castração, como com a 

hipertensão. Estes dados estão de acordo com outros estudos 

realizados em nosso laboratório. Um estudo mostra que ratos 

machos hipertensos por inibição da síntese do óxido nítr ico, 

apresentaram aumento da LPO cardíaca (BOCK et al., 1998). Outro 

estudo mostra que ratas ovariectomizadas apresentaram um aumento 

na LPO cardíaca, quando comparadas com ratas controle (BARP et 

al., 2002). Neste estudo, a LPO não se mostrou alterada com a 

hipertensão tanto no tecido cardíaco quanto no renal nos grupos 

controle (não castrados). Isto poderia ser devido à grande indução do 

sistema enzimático antioxidante observada no tecido cardíaco. Todas 

as enzimas avaliadas mostraram aumentadas suas atividades e o 

TRAP foi reduzido, indicando um consumo de antioxidantes não 

enzimáticos. O tecido renal mostrou um aumento extremamente 

signif icativo na atividade da GST. Estas alterações podem ter 

contribuído para manter o LPO sob controle neste tecidos. Ainda 

pode se associar à este fator o estrogênio, uma vez que as ratas 

hipertensas com menores níveis de estrogênios sofrem aumento de 

LPO. Ou seja, fêmeas sem estrogênios apresentam maiores níveis de 
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LPO na hipertensão, resultados semelhantes aos encontrados em 

experimentos com ratos machos. 

 

Foi realizada também uma avaliação temporal da LPO e foi 

observado que houve um aumento da l ipoperoxidação com o 

desenvolvimento da hipertensão e com a diminuição dos estrogênios. 

É possível que esse aumento seja devido ao estabelecimento da 

hipertensão que só vai acontecer após o 7º dia (RUZICKA & 

LEENEN, 1994). E também pelo estresse por que passam os animais, 

como a manipulação e cirurgia, uma vez que o aumento se observou 

também no grupo controle.  

 

Como citado anteriormente, foi observado um aumento na 

atividade da superóxido dismutase (SOD) no tecido cardíaco em 

animais hipertensos. Isto pode ocorrer devido a um aumento na 

produção de ânion superóxido, o que já foi verif icado em outros 

estudos no desenvolvimento da hipertensão (TOUYS & SCHIFFRIN, 

1999 e USUI et al., 1999). Não foi observado, neste estudo, um 

aumento da SOD no tecido cardíaco nos animais castrados. Arnal e 

colaboradores mostraram que os estrogênios podem diminuir a 

produção do ânion superóxido em cultura de células endoteliais. 

Naquele estudo, foi também observado que concentrações 

progressivas de estradiol foram efetivas em bloquear a produção do 

ânion superóxido, mas não do radical hidroxil (ARNAL et al., 1996). 

Em outro estudo, Oberley e colaboradores mostraram que o estradiol 

de origem exógena aumenta os níveis de superóxido dismutase 

(OBERLEY et al., 1994). No entanto, neste trabalho não foi 

administrado estrogênio aos animais, apenas diminuímos os níveis 

de estrogênio de origem endógena. Assim, é possível que o aumento 

do ânion superóxido dos animais castrados não tenha sido suficiente 

para aumentar a atividade da enzima superóxido dismutase no tecido 

cardíaco. Estes resultados também podem estar relacionados com os 

achados no sangue onde foi observado um aumento da SOD nos 
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grupos hipertensos e este aumento progride com o passar do tempo, 

levando-nos a concluir que o ânion superóxido permanece 

aumentado com o estabelecimento da hipertensão. A SOD estaria 

aumentada para minimizar os efeitos deste radical l ivre. 

Observamos, também, que os animais castrados apresentam SOD 

aumentada apenas no 3º dia, nos levando a concluir que o aumento 

do superóxido com a castração é menor, e que a SOD é ativada 

rapidamente para diminuir o superóxido, mantendo seus níveis 

inalterados com a evolução do tratamento. A SOD medida em tecido 

renal não apresentou diferença com a hipertensão. 

 

Foi observado também um aumento da catalase com a 

hipertensão em tecido cardíaco e em todos os tempos avaliados. 

Este resultado corrobora os dados já encontrados na l i teratura, onde 

estudos realizados em humanos demonstraram que os níveis de 

peróxido de hidrogênio são maiores em pacientes hipertensos do que 

em normotensos (TOUYS & SCHIFFRIN, 1999). Da mesma forma, em 

pacientes normotensos com risco genético de hipertensão, os níveis 

desta EAO também são maiores em relação aos normotensos sem 

este fator genético (LACY et al., 1998). Swei e colaboradores 

também verif icaram um aumento na concentração plasmática de 

peróxido de hidrogênio em ratos hipertensos Dahl sal-sensíveis 

(SWEI et al., 1997). Touys e colaboradores citam que uma das 

principais fontes de peróxido de hidrogênio seria a NADH/NADPH 

oxidase que vai gerar ânion superóxido que é convertido pela SOD a 

peróxido de hidrogênio (TOUYS & SCHIFFRIN, 1999). Como a 

catalase é uma enzima específica para peróxido de hidrogênio, 

supõe-se que ela está aumentada para diminuir os danos causados 

por esta EAO. Observamos que houve também um aumento da 

atividade da catalase com a castração nos tecidos cardíacos e renal. 

Sendo, esta enzima a única aumentada nos tecidos de animais 

castrados, o dano oxidativo (grande aumento da LPO) pode estar 

relacionada ao peróxido de hidrogênio. Já no sangue os grupos 
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castrados não apresentaram a atividade da catalase aumentada, mas 

como no sangue encontramos outras defesas antioxidantes não 

enzimáticas como as vitaminas e o ácido úrico, é possível que não 

seja necessário um aumento da atividade da catalase para 

compensar o dano oxidativo. 

 

Segundo Massafra e colaboradores e Dantas e colaboradores, 

a glutationa peroxidase apresenta um aumento quando se tem níveis 

de estrogênios aumentados (MASSAFRA et al., 1998 e DANTAS & 

CARVALHO, 2000). No entanto, nestes trabalhos tem-se a 

administração de 17β-estradiol de origem exógena. Nesta 

dissertação, foi observado que houve um aumento da glutationa 

peroxidase em tecido cardíaco com a hipertensão. Como já foi visto, 

tem-se um maior dano oxidativo na hipertensão com aumento de 

superóxido e peróxido de hidrogênio. Sendo esta enzima uma 

peroxidase, vai reduzir hidroperóxidos orgânicos ou peróxido de 

hidrogênio, concluindo-se que esta enzima está aumentada na 

hipertensão para compensar a produção das EAO. No entanto, 

observou-se também um aumento no grupo controle hipertenso em 

relação ao grupo castrado hipertenso. Isso mostra que nos animais 

hipertensos que já apresentam um dano maior, o fato de não terem 

níveis f isiológicos de estrogênios piora a resposta antioxidante, 

diminuindo a glutationa peroxidase. Estes resultados comprovam, 

como foi visto nos trabalhos citados, que os estrogênios favorecem a 

atividade da glutationa peroxidase. Os tecidos renais não 

apresentaram diferenças signif icativas na atividade da glutationa 

peroxidases nos grupos hipertensos.  

 

Este estudo apresentou outro resultado interessante, quando 

comparamos os rins direito e esquerdo dos animais hipertensos, 

observamos que o rim esquerdo dos animais castrados apresentaram 

menores níveis de l ipoperoxidação e menor atividade das enzimas 

antioxidantes catalase e glutationa peroxidase do que o direito. Isso 
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nos mostra que estes animais castrados, provavelmente, têm uma 

diminuição no seu metabolismo, uma vez que estes apresentaram 

uma área atrófica no rim esquerdo maior que os animais hipertensos 

não castrados. Estudos relatam que uma dieta com isoflavonas, que 

são fitoestrógenos que apresentam estrutura similar ao estrogênio 

endógeno, apresentam um papel protetor na doença renal crônica 

(RANICH et al., 2001). É visto que o consumo de isoflavonas retarda 

o desenvolvimento e a progressão da doença renal crônica. Em 

modelos animais de doença renal, a isoflavona têm apresentado 

redução da proteinúria e diminuição da lesão patológica renal 

associada ao progresso da insuficiência renal (VELASQUEZ & 

BHATHENA, 2001). Visto que uma das ações biológicas da 

isoflavona é a sua ação antioxidante (RANICH et al., 2001), sugere-

se que o grupo hipertenso controle, apesar de não apresentar 

diferença na l ipoperoxidação, tem o seu rim esquerdo protegido pelo 

efeito antioxidante dos estrogênios, uma vez que apresenta menos 

danos renais e maior atividade das enzimas antioxidantes. 

 

Neste estudo, foi também avaliada a capacidade antioxidante 

total (TRAP) e observou-se que no tecido cardíaco o TRAP 

apresentou-se aumentado com a castração e diminuído com a 

hipertensão. Os resultados da hipertensão, para as outras análises, 

mostram um aumento da formação de EAO, aumentando o dano 

oxidativo e assim espera-se que o tecido apresente uma menor 

capacidade antioxidante, pois estes devem estar sendo consumidos 

para reverter o dano oxidativo. Já na castração viu-se que o dano 

oxidativo é revertido mais rapidamente. É possível que pela retirada 

de um antioxidante não enzimático, se tenha a estimulação de outros 

antioxidantes, como glutationa e/ou vitaminas que são antioxidantes 

não enzimáticos e que vão aumentar a capacidade antioxidante da 

amostra. No tecido renal, os animais hipertensos não apresentaram 

diferenças signif icativas, no entanto, também neste tecido, a 

castração aumentou a capacidade antioxidante da amostra. 
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No sangue, pode haver ação de diferentes antioxidantes em 

relação aos tecidos, como por exemplo o ácido úrico. Visto isso, 

observamos um aumento de TRAP tanto com a castração quanto com 

a hipertensão. A castração, assim como no tecido, aumenta a 

capacidade antioxidante e mantém esta elevada até o f inal do 

tratamento. No entanto, nos animais hipertensos a capacidade 

antioxidante sistêmica está elevada no 3° dia após a cirurgia, quando 

a hipertensão ainda não atingiu o seu platô, e diminui com o 

desenvolvimento da hipertensão. Mostrando que o dano oxidativo 

causado pela hipertensão não é revertido neste tempo de tratamento. 

 

Os estrogênios estimulam a síntese de NO em diversos tecidos 

em animais normotensos e em humanos. Já em ratas hipertensas, os 

estrogênios afetam a l iberação e a ação do NO derivado do 

endotélio. Estudos demonstraram recentemente que os estrogênios 

aumentam a atividade da NO sintase em microvasos mesentéricos 

em ratas SHR ovariectomizadas (DANTAS et al., 1999). Outro estudo 

mostra que o aumento da expressão da NO sintase está 

correlacionado com um aumento na produção de NO (MILLER, 1999). 

O NO derivado do endotélio é inativado por superóxido, que por sua 

vez está aumentado na hipertensão (DANTAS et al., 1999). Vê-se 

ainda que o estrogênio em doses próximas às f isiológicas atua 

l iberando NO, através de receptores na membrana celular (STEFANO 

et al., 2000).  

 

No nosso estudo, encontramos que a avaliação sistêmica de 

nitratos no 3° dia apresentou uma diminuição com a hipertensão e 

com a castração. O que condiz com a l iteratura, uma vez que tanto 

com a retirada dos estrogênios quanto com a hipertensão os níveis 

de NO tendem a estarem menores que o controle. No entanto, os 

níveis de nitrato nos grupos tratados aumentam na avaliação feita no 

10° e no 20° dia após a cirurgia. Por isso, acreditamos que esta 
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resposta à deficiência de estrogênio é bastante rápida, por 

adaptação e/ou pelo fato dos estrogênios atuarem liberando NO via 

receptor de membrana, que costumam apresentar respostas mais 

rápidas. É possível que a hipertensão reverta os níveis de nitratos 

sistêmicos por algum mecanismo de adaptação, uma vez que o 

modelo de hipertensão uti l izado não inibe a síntese do óxido nítr ico. 

Já o grupo controle apresentou níveis de nitratos altos no 3° dia o 

que era esperado, pois estes animais apresentavam maiores níveis 

endógenos de estrogênios, que os grupos castrados. No entanto, 

com o passar do tempo estes níveis baixaram e se aproximaram dos 

valores dos demais grupos. Isso, provavelmente ocorreu devido ao 

estresse que os animais sofreram, como manipulação e cirurgia. 

Como seus níveis estavam bastante elevados, em relação aos 

demais, eles apresentaram uma pequena queda nos níveis de nitrato, 

enquanto os animais hipertensos e castrados tinham níveis ainda 

inferiores aos obtidos pelo estresse do tratamento. Já o tecido 

cardíaco apresentou níveis diminuídos na hipertensão, mas como foi  

visto anteriormente, a hipertensão pode diminuir NO pelo aumento de 

superóxido que vai levar à formação do peroxinitr i to. Os animais 

castrados apresentam um pequeno aumento nos níveis de nitrato, 

mas como também já foi discutido, o mecanismo pelo qual o NO 

responde ao estrogênio é rápido, então após a queda dos níveis de 

nitratos outros mecanismos antioxidantes podem estar fazendo com 

que os níveis de NO aumentem, uma vez que vimos que as ratas 

castradas têm maior capacidade antioxidante total no tecido 

cardíaco. Os níveis de nitratos em tecido renal não apresentaram 

diferenças signif icativas. Pelos resultados encontrados para rim, 

vimos que este tecido também não apresentou variações na atividade 

da SOD. Já vimos que a hipertensão pode diminuir NO pelo aumento 

de superóxido, é possível que no tecido renal tenha aumento de 

outras EAO que não o superóxido, por isso não altera os níveis de 

NO.      
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Com este estudo, procuramos averiguar alguns dos 

mecanismos oxidativos envolvidos na hipertensão e relacioná-los 

com os estrogênios de origem endógena. Procuramos, ainda, 

analisar o perfi l  oxidativo no desenvolvimento temporal da 

hipertensão. Para dar continuidade a este estudo, seria de extrema 

relevância avaliar a expressão das enzimas antioxidantes e medir a 

produção de ânion superóxido no leito vascular, além de avaliar o 

desenvolvimento da hipertensão por um tempo mais prolongado.  
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5. CONCLUSÕES 
 

 

 Neste estudo, foi verif icado que o estresse oxidativo tecidual 

não aumentou em função da elevação da pressão arterial nas fêmeas 

com níveis estrogênicos f isiológicos, ao contrário do que havia sido 

previamente constatado em machos. Este resultado, poderia ser 

devido à adaptação do sistema enzimático antioxidante observada, 

assim como, à proteção antioxidante não enzimática oferecida pelo 

estrogênio. 

 

 Esta possibil idade é reforçada, ao observarmos que a LPO foi 

muito signif icativamente aumentada nos tecidos cardíaco e renal 

após a castração. A elevação da LPO nas fêmeas castradas, 

tornadas hipertensas, também reforça o potencial antioxidante do 

estrogênio. 

 

 Em termos de estresse oxidativo sistêmico, constatou-se que 

tanto a hipertensão quanto a castração, isoladamente, aumentaram a 

LPO progressivamente com o passar do tempo, produzindo 

adaptações seletivas das enzimas antioxidantes e levando ao 

consumo dos antioxidantes não enzimáticos. Da mesma forma que 

nos tecidos, o efeito somatório da castração e da hipertensão levou a 

um aumento mais pronunciado do estresse oxidativo. 
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