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RESUMO 
 
PEREIRA, C. E. S. Participação do DNA mitocondrial e do receptor Toll-Like 9 
(TLR9) na reatividade de aortas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) 
machos e fêmeas. 2017. 96 f. Tese (Doutorado em Farmacologia). Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 
É bem estabelecido que a hipertensão arterial é maior em homens do que em 
mulheres em idade fértil. Na hipertensão arterial há inflamação crônica de baixa 
intensidade que pode modificar o seu próprio desenvolvimento e o de outras doenças 
cardiovasculares. A ativação da imunidade é fundamental para o desenvolvimento de 
processo inflamatório, portanto, trabalhos tem sido desenvolvidos para compreender 
a participação da imunidade, via receptores Toll-Like (TLRs), na inflamação presente 
na hipertensão arterial. Foi demonstrado que o TLR9 está envolvido no 
remodelamento cardíaco e na pré-eclâmpsia. Além disso, foi descrito que o DNA 
mitocondrial (DNAmit) é agonista endógeno do TLR9 e que sua principal fonte é a 
necrose celular, situação presente na hipertensão arterial. Portanto, sabendo-se que 
a hipertensão arterial é mais severa em machos do que em fêmeas, que os TLRs 
participam da hipertensão arterial e que a responsividade de alguns TLRs pode variar 
ao longo do ciclo menstrual, o objetivo desse trabalho foi avaliar a participação do 
DNAmit, via TLR9, na reatividade de aortas de ratos espontaneamente hipertensos 
(SHR) machos e fêmeas. Foram utilizados machos e fêmeas SHR e Wistar com 5 e/ou 
15 semanas de idade. Demonstramos que o conteúdo de DNAmit no soro foi maior 
em machos SHR adultos (hipertensos) do que o de machos SHR jovens (pré-
hipertensos) e o de machos Wistar adultos e jovens (normotensos). Os valores 
pressóricos e o conteúdo de DNAmit no soro de machos SHR adultos também foram 
maiores do que os de fêmeas SHR, diferença que não foi observada em ratos Wistar 
adultos. Portanto, os demais experimentos foram realizados apenas em SHR adultos.  
Em anéis de aorta isolados de machos e fêmeas SHR estudamos a incubação do 
DNAmit na reatividade vascular à acetilcolina, nitroprussiato de sódio, noradrenalina 
e fenilefrina, na expressão proteica de TLR9, MyD88, ERK1/2 e eNOS e na 
concentração de IL-6, TNF-α, IL-10 e EROs. Em aortas isoladas de machos SHR o 
DNAmit reduziu a sensibilidade ao nitroprussiato de sódio e aumentou a resposta 
máxima à fenilefrina (corrigido na presença de antagonista do TLR9), aumentou a 
expressão proteica da ERK1/2 e a incubação do DNAmit juntamente com a fenilefrina 
potencializou o aumento da ERK1/2 e aumentou a concentração de IL-6, TNF-α e IL-
10. Em aortas isoladas de fêmeas SHR o DNAmit diminuiu a expressão proteica da 
ERK1/2, a concentração do TNF-α e o aumento de EROs induzido pela fenilefrina. 
Dessa forma, concluímos que o DNAmit modula de forma distinta a resposta vascular 
de machos e fêmeas SHR, o que poderia contribuir para a diferença sexual na 
hipertensão arterial. Podemos sugerir que o tratamento similar da hipertensão arterial 
para homens e mulheres deva ser reavaliado. 
 
Palavras-chave: DNA mitocondrial. Receptores Toll-Like 9. Hipertensão arterial. 
Machos e fêmeas SHR. 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

PEREIRA, C. E. S. Role of mitochondrial DNA and Toll-Like receptor 9 (TLR9) in 
the aorta reactivity of male and female spontaneously hypertensive rats (SHR). 
2017. 96 p. Ph. D. Thesis (Pharmacology). Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 
It is well known that arterial hypertension is higher in men than in women at fertile age. 
There is a chronic low-grade inflammation in arterial hypertension which can modify its 
own development and the others cardiovascular diseases. Immunity activation is 
essential for the development of inflammatory process, therefore, studies have been 
developed to understand the role of immunity, through Toll-Like receptors (TLRs), in 
the inflammation present in arterial hypertension. It has been demonstrated that TLR9 
is involved in cardiac remodeling and preeclampsia. In addition, it has been found that 
mitochondrial DNA (mtDNA) is an endogenous agonist of TLR9 and its main source is 
the cellular necrosis, which is present in arterial hypertension. Therefore, knowing that 
arterial hypertension is more severe in males than in females, and that TLRs play a 
role in arterial hypertension and also that the response of some TLRs may vary 
throughout the menstrual cycle, the aim of this study was to evaluate the role of 
mtDNA, through TLR9, in the aorta reactivity of male and female spontaneously 
hypertensive rats (SHR). Males and females SHR and Wistar rats with 5 and/or 15 
weeks-old has been used. We have demonstrated that the content of serum mtDNA 
was higher in adults male SHR (hypertensive) than in young male SHR (pre-
hypertensive) and in adults and young male Wistar rats (normotensive). Blood 
pressure values and content of serum mtDNA of male adults SHR were also higher 
when compared to the female SHR, a difference that was not observed in adults Wistar 
rats. Therefore, the following experiments were performed only in adults SHR. In aortic 
rings isolated from males and females SHR we studied the mtDNA incubation in 
vascular reactivity to acetylcholine, sodium nitroprusside, noradrenaline and 
phenylephrine, in protein expression of TLR9, MyD88, ERK1/2 and eNOS and in 
concentration of IL-6, TNF-α, IL-10 and ROS. In aortic rings isolated from male SHR 
the mtDNA reduced the sensitivity to sodium nitroprusside and increased the maximum 
response to phenylephrine (corrected in the presence of TLR9 antagonist), increased 
the ERK1/2 protein expression and the incubation of mtDNA plus phenylephrine 
potentiated the increase of ERK1/2 and increased the IL-6, TNF-α and IL-10 
concentration. In aortic rings isolated from females SHR the mtDNA reduced the 
ERK1/2 protein expression, the TNF-α concentration and the increase in ROS induced 
by phenylephrine. Thus, we have conclude that mtDNA differently modulates the 
vascular response of males and females SHR which might contribute to the sexual 
difference in arterial hypertension. We might suggest that similar treatment of arterial 
hypertension for men and women might be reevaluated. 
 
Keywords: Mitochondrial DNA. Toll-Like receptors 9. Arterial hypertension. Male and 
female SHR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Hipertensão Arterial 

 

A hipertensão arterial é uma condição clínica multifatorial de alta prevalência 

caracterizada por valores elevados e sustentados de pressão arterial, com pressão 

diastólica maior ou igual a 90 mmHg e pressão sistólica maior ou igual a 140 mmHg 

(1, 2). Quando crônica, a hipertensão arterial está associada à alterações funcionais 

e/ou estruturais de órgãos-alvo, como coração, encéfalo, rins e vasos sanguíneos, 

sendo considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares (1). 

De fato, a hipertensão arterial está presente em cerca de 69% dos pacientes 

com primeiro episódio de infarto agudo do miocárdio, 77% de acidente vascular 

encefálico, 75% com insuficiência cardíaca e 60% com doença arterial periférica, 

sendo responsável também por 45% das mortes cardíacas e 51% das mortes devido 

à acidente vascular encefálico (1).  

No ano 2000, cerca de um quarto da população adulta, ou seja, 

aproximadamente um bilhão de pessoas no mundo eram hipertensas e estima-se que 

até o ano de 2025 haverá cerca de 1,56 bilhão de adultos com hipertensão arterial (3). 

No Brasil, a hipertensão arterial acomete cerca de 36 milhões de adultos, contribuindo 

de forma direta ou indireta para cerca de 50% das mortes por doenças 

cardiovasculares. No Brasil, em 2013, 339.672 óbitos foram decorrentes de doenças 

cardiovasculares, representando mais de 29% do total de óbitos e a principal causa 

de morte no país. Além disso, a hipertensão arterial está associada com um alto custo 

socioeconômico devido à alta frequência de internações e devido suas complicações 

terem grande impacto na perda da produtividade laboral e renda familiar (1). 

É importante destacar que homens apresentam maior prevalência de 

hipertensão arterial e doenças cardiovasculares em comparação à mulheres em idade 

fértil, entretanto esta diferença iguala-se ou pode aumentar em mulheres na pós-

menopausa em comparação aos homens de mesma idade (4), sugerindo uma ação 

protetora cardiovascular do estrógeno. Diferenças sexuais também são observadas 

em diversos modelos animais de hipertensão arterial, como em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), stroke-prone SHR, DOCA-sal, ratos Dahl-sal 
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sensíveis e animais hipertensos induzidos por infusão de angiotensina II ou 

aldosterona, cujos valores pressóricos são maiores em machos em comparação aos 

das fêmeas (5).  

A ação protetora cardiovascular do estrógeno também foi demonstrada em 

animais SHR em trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, uma vez que a 

remoção cirúrgica dos ovários (ovariectomia) e consequente redução na concentração 

endógena de estrógeno, promoveu aumento nos valores da pressão arterial e o 

tratamento hormonal os normalizou (6). Além disso, com o envelhecimento e redução 

na concentração endógena de estrógeno, fêmeas SHR com 18 meses de idade, 

apresentaram aumento da pressão arterial quando comparadas com a das fêmeas 

SHR jovens, semelhante ao que ocorre em mulheres na pós-menopausa (7). 

A pressão arterial é uma variável física e produto do débito cardíaco e da 

resistência vascular periférica. O débito cardíaco é dependente da frequência cardíaca 

e do volume sistólico, já a resistência vascular periférica é dependente da viscosidade 

do sangue, bem como do diâmetro e da capacidade contrátil das artérias e arteríolas 

(8), portanto, qualquer alteração em uma dessas variáveis pode interferir nos valores 

pressóricos. 

A parede vascular é formada basicamente por três componentes estruturais, a 

túnica adventícia, a túnica média e a túnica íntima, sendo que a proporção entre essas 

camadas e o número de camadas presentes variam de acordo com o leito e a função 

vascular (9). A camada mais externa é a túnica adventícia que é composta 

principalmente por tecido conjuntivo, fibras colágenas e elásticas, possuindo função 

estrutural e nutridora dos vasos sanguíneos. A camada intermediária é a túnica média  

que é composta principalmente por células musculares lisas, fibras colágenas e 

elásticas em quantidade variável, possuindo papel fundamental no controle do tônus 

vascular, uma vez que as células do músculo liso vascular podem responder à agentes 

vasoconstritores e vasodilatadores. Já a camada mais interna é a túnica íntima que é 

composta principalmente por células endoteliais e tecido subendotelial (tecido 

conjuntivo frouxo e lâmina elástica interna) (8, 10). 

As células endoteliais podem regular o tônus vascular, pois devido a sua 

localização, atuam como sensores de alterações hemodinâmicas, liberando diversas 

substâncias vasoativas, como os fatores relaxantes e contráteis derivados do 

endotélio (9). Dentre os fatores relaxantes derivados do endotélio, podemos citar o 
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óxido nítrico, a prostaciclina (PGI2) e os fatores hiperpolarizantes derivados do 

endotélio, que podem ser metabólitos do ácido araquidônico, derivados da enzima do 

citocromo P450 e endocanabinóides, dentre outros. Já dentre os fatores contráteis 

derivados do endotélio, podemos citar alguns prostanóides como o tromboxano A2 

(TXA2) e a prontaglandina H2 (PGH2), endotelinas, angiotensina II e as espécies 

reativas de oxigênio (EROs), como o ânion superóxido (9). 

Em condições fisiológicas há equilíbrio entre a produção e a liberação desses 

fatores, entretanto, em condições patológicas como na hipertensão arterial esse 

equilíbrio é alterado, levando à disfunção endotelial. Na hipertensão arterial, a 

disfunção endotelial está associada principalmente com redução no relaxamento 

dependente do endotélio, que pode ser devido a menor liberação e/ou efeito de fatores 

relaxantes derivados do endotélio, bem como maior liberação de fatores contráteis 

derivados do endotélio (9, 11). Além disso, a constante ativação e lesão endotelial 

podem acarretar em maior produção e liberação de moléculas pró-coagulantes, pró-

trombóticas e pró-inflamatórias, favorecendo o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares como a aterosclerose (11, 12). 

A disfunção endotelial está presente em diversos modelos experimentais de 

hipertensão arterial. Em SHR adultos o relaxamento dependente do endotélio está 

reduzido em artérias e arteríolas, bem como há aumento na produção de EROs e 

prostanóides vasoconstritores derivados da ciclooxigenase (COX), como a PGH2 e 

TXA2, com pouca ou nenhuma alteração na produção do óxido nítrico. Além disso, o 

aumento na produção de EROs como o ânion superóxido, reduz drasticamente a 

biodisponibilidade do óxido nítrico, favorecendo assim, o quadro de disfunção 

endotelial que é observado nesses animais (10, 13).  As EROs podem também facilitar 

a mobilização de cálcio citosólico nas células do músculo liso vascular e aumentar a 

sensibilização dos elementos contráteis ao cálcio (9). 

Por décadas, pesquisas envolvendo doenças cardiovasculares utilizavam 

principalmente machos como modelo experimental e extrapolavam os resultados para 

as fêmeas, entretanto, atualmente sabe-se que diferenças sexuais também são 

observadas em relação a função e disfunção endotelial (14). Foi demonstrado que 

anéis de aorta de fêmeas normotensas Wistar e hipertensas SHR apresentaram maior 

vasodilatação à acetilcolina, um vasodilatador dependente do endotélio, em 

comparação à dos machos (15). Nesses animais também foram observadas 
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diferenças sexuais associadas à agentes vasoconstritores, uma vez que anéis de 

aorta isolados de fêmeas hipertensas SHR apresentaram menor vasoconstrição à 

fenilefrina em comparação à dos machos (16).  

Neste contexto, foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa que a produção 

de EROs em arteríolas mesentéricas isoladas de machos SHR é maior do que a das 

fêmeas (17). Em coronárias de fêmeas normotensas Sprague-Dawley, foi observado 

maior concentração de cálcio intracelular em células endoteliais e maior atividade da 

óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS) em comparação às dos machos (18). 

Além disso, através de imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

transmissão foi possível observar que células endoteliais de veias umbilicais humanas 

provenientes de sexo masculino e feminino, apesar de não apresentarem diferenças 

sexuais em sua morfologia, apresentaram diferentes padrões ultraestruturais. As 

células endoteliais de veias umbilicais humanas provenientes de sexo masculino 

apresentaram vesículas pinocíticas distribuídas uniformemente na membrana celular, 

diversos vacúolos autofágicos e ausência de vacúolos lipídicos. Já as células 

endoteliais de veias umbilicais humanas provenientes de sexo feminino apresentaram 

vesículas pinocíticas distribuídas de forma aleatória na membrana celular, muitos 

lisossomos e vacúolos lipídicos, o que poderia contribuir para a diferença sexual 

encontrada em diversas respostas celulares (19). 

 Dessa forma, diversos estudos demonstraram que as diferenças sexuais 

associadas ao sistema cardiovascular vão além da prevalência das doenças 

cardiovasculares, abrangendo também alterações celulares e moleculares, o que 

torna essencial o desenvolvimento de pesquisas para compreender essas diferenças 

sexuais e assim promover estratégias terapêuticas diferenciadas e efetivas para 

homens e mulheres. 

 

1.2 Hipertensão Arterial e Inflamação 

 

Nos últimos anos vem sendo demonstrado que há forte relação entre doenças 

cardiovasculares e aumento de mediadores inflamatórios. Neste contexto, estudos 

epidemiológicos sugerem que o aumento nos níveis circulantes de algumas moléculas 

pró-inflamatórias como proteína C reativa (PCR), proteína amilóide A, interleucina 6 

(IL-6) e molécula de adesão intercelular (ICAM) podem ser utilizadas como 
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marcadores de futuros eventos cardiovasculares, tais como doença arterial 

coronariana, infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral e aterosclerose (20, 21). 

De fato, as moléculas pró-inflamatórias estão envolvidas em todas as fases da 

aterosclerose, possuindo grande influência na patogênese dessa doença. Na fase 

inicial da aterosclerose há disfunção endotelial e maior expressão de moléculas pró-

inflamatórias que alteram a permeabilidade da célula endotelial, estimulam o 

recrutamento de leucócitos, a migração e a proliferação de células do músculo liso 

vascular, entretanto, o processo inflamatório crônico induz em última instância a 

desestabilização e ruptura da placa aterosclerótica. Algumas citocinas como interferon 

gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina 1 beta (IL-1β) podem 

promover apoptose de macrófagos e células do músculo liso vascular e inibir a síntese 

de componentes de estabilização da placa, o que aumenta sua vulnerabilidade e o 

risco de desenvolvimento de doença vascular trombótica (20, 22).  

O processo inflamatório pode contribuir também para o desenvolvimento e 

progressão de outras doenças cardiovasculares. Histologicamente, o aneurisma de 

aorta abdominal apresenta lesões nas camadas adventícia e média vascular, com 

grande infiltração de células que secretam diversas moléculas inflamatórias como 

citocinas e leucotrienos, bem como EROs, o que induz o remodelamento da matriz 

extracelular e apoptose de células do músculo liso vascular (20, 23).  

Autores observaram também que há correlação positiva entre inflamação e 

insuficiência cardíaca, pois quanto maior os valores de moléculas pró-inflamatórias 

circulantes como PCR e TNF-α, maior o grau de insuficiência cardíaca em humanos 

(24-26). Citocinas pró-inflamatórias e moléculas de adesão como IL-6, interleucina 8 

(IL-8) e molécula de adesão vascular (VCAM-1) também podem estar envolvidas na 

insuficiência valvar observada em varizes, pois essas moléculas podem estimular a 

infiltração de células inflamatórias, hipertrofia e fibrose da parede venosa e a 

degradação de proteínas da matriz extracelular, o que afetaria a integridade estrutural 

da parede venular e acarretaria em insuficiência venosa progressiva (20, 27). 

No que se refere à hipertensão arterial, também tem sido demonstrado que há 

forte relação com a inflamação. De fato, trabalhos envolvendo pacientes e animais 

hipertensos SHR demonstraram que estes possuem concentrações plasmáticas 

aumentadas de algumas moléculas pró-inflamatórias como PCR, TNF-α, IL-6, IL-1β, 

VCAM-1, ICAM-1, proteína quimiotática de monócitos (MCP-1), angiotensina II, 
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proteínas do choque térmico 60 (HSP60) e 70 (HSP70), maior ativação de proteínas 

quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), do fator de transcrição nuclear kappa-B 

(NF-κB) e maior produção de EROs, dentre outras (20, 28-34). Apesar disso, ainda 

não se sabe se a hipertensão arterial por lesionar diversos órgãos-alvo induz à 

inflamação crônica, ou se a inflamação crônica por causar alterações estruturais e 

funcionais na parede vascular acarreta em hipertensão arterial. 

 É bem estabelecido que as citocinas podem influenciar a resposta vascular, 

uma vez que podem induzir a expressão de genes que sintetizam diversos 

mediadores como prostanóides, leucotrienos, bradicinina, óxido nítrico e EROs, bem 

como diversas enzimas como a COX2 e a óxido nítrico-sintase induzível (iNOS). 

Todos esses mediadores podem induzir uma resposta vascular que dependerá do 

equilíbrio entre os fatores vasoativos liberados, do leito vascular e do tempo de 

exposição às citocinas (Figura 1) (35, 36). 

 

Figura 1 – Citocinas e resposta vascular. 
 

 
 

COX: ciclooxigenase; COX-2: ciclooxigenase 2; EC: célula endotelial; eNOS: óxido nítrico-sintase 
endotelial; ET-1: endotelina 1; ETA: receptor de endotelinas tipo A; ETB: receptor de endotelinas tipo B; 
H2O2: peróxido de hidrogênio; iNOS: óxido nítrico-sintase induzível; NAD(P)H: nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato reduzida; NO: óxido nítrico; NOS: óxido nítrico sintase; O2-: ânion superóxido; 
ONOO-: peroxinitrito; PGE2: prostaglandina E2; PGH2: prostaglandina H2; PGI2: prostaciclina; Pre-pro 
ET: pré-pró endotelina; SMC: célula do músculo liso vascular; SOD: superóxido dismutase; TXA2: 
tromboxano A2. Fonte: (35). 
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 Neste contexto, autores demonstraram que ratos Sprague-Dawley injetados 

com PCR por 3 dias apresentaram redução da vasodilatação induzida por acetilcolina 

em arteríolas mesentéricas e redução na expressão e atividade da eNOS, bem como 

aumento na produção de EROs em aorta abdominal (37). Em células endoteliais de 

veias umbilicais humanas incubadas com PCR, resultados semelhantes foram 

observados, com redução na expressão da eNOS e consequente redução na 

produção de óxido nítrico (38). Um dos principais estímulos para a produção de PCR 

é o aumento na concentração de IL-6 uma citocina que em hepatócitos age 

estimulando a produção de proteínas de fase aguda (39). 

 Em cultura de células endoteliais de aorta bovina, a incubação com TNF-α e IL-

1β aumentou a concentração de ET-1, um potente vasoconstritor (40). Autores 

observaram também que a infusão de TNF-α está associada com vasoconstrição 

coronariana e aumento plasmático de ET-1 em ratos Wistar, vasoconstrição brônquica 

em ovelhas via liberação de ET-1 e vasoconstrição renal com redução na filtração 

glomerular por aumento de ânion superóxido e consequente redução de óxido nítrico 

em camundongos C57BL/6 (41-43). 

 Em condições fisiológicas, a resposta inflamatória inicial visa remover células 

mortas e restos de matriz, além de reparar danos teciduais através da fibrogênese ou 

regeneração tecidual, restaurando as estruturas e funções originais dos órgãos e 

tecidos. Apesar disso, a resposta inflamatória crônica pode induzir deposição de 

matriz extracelular, crescimento de tecido granular e conectivo, bem como a síntese 

de diversas substâncias vasoativas, o que pode ser deletério para os órgãos e/ou 

tecidos afetados (44, 45).  

 É importante destacar que a ativação do sistema imunológico gera processo 

inflamatório perante uma lesão, sendo assim, estudos tem sido desenvolvidos com o 

objetivo de investigar a participação do sistema imunológico em diversas doenças 

cardiovasculares, como a hipertensão arterial. 

 

1.3 Hipertensão Arterial e Receptores Toll-Like 

 

 Os receptores Toll-Like (TLRs) são uma família de receptores de 

reconhecimento de padrões expressos em células imunológicas (inata e adquirida) e 

não imunológicas, como células endoteliais e células do músculo liso vascular (46-
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48). Já foram identificados 10 subtipos de TLRs em humanos (TLRs 1-10) e 13 

subtipos em ratos e camundongos (TLRs 1-13) (49).  

Inicialmente os TLRs foram identificados como receptores capazes de 

reconhecer padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs), provenientes de 

vírus, bactérias ou fungos, porém, atualmente sabe-se que esses receptores também 

são capazes de reconhecer padrões moleculares associados à danos (DAMPs), 

podendo ser ativados por moléculas provenientes do próprio hospedeiro mesmo na 

ausência de agentes patogênicos (49). 

 Os TLRs são glicoproteínas transmembrana, compostas por um domínio 

extracitosólico rico em repetições de leucina que permitem a ligação com uma grande 

variedade de ligantes, um único domínio transmembrana que determina a sua 

localização celular e um domínio citosólico chamado TIR (Toll/Interleukin-1 receptor) 

que permite a ligação de moléculas adaptadoras e a ativação da subjacente 

sinalização. Os subtipos TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 encontram-se localizados 

na membrana plasmática, enquanto que os subtipos TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 

encontram-se principalmente na membrana endossomal (Figura 2) (50). 

 

Figura 2 – Ligantes dos receptores Toll-Like. 

 

 
 

CpG: citosina-fosfato-guanina; DNA: ácido desoxirribonucleico; dsRNA: ácido ribonucleico de fita dupla; 
HA: ácido hialurônico; hTL8: receptor Toll-Like 8 em humanos; LPS: lipopolissacarídeo; LTA: ácido 
lipoteicóico; mTLR11: receptor Toll-Like 11 em camundongos; ssRNA: ácido ribonucleico de fita 
simples; tGPI-mucin: glicoproteína de Trypanossoma cruzi ligante de mucina ancorada ao 
glicofosfatidilnositol; TLR1: receptores Toll-Like 1; TLR2: receptores Toll-Like 2; TLR3: receptores Toll-
Like 3; TLR4: receptores Toll-Like 4; TLR5: receptores Toll-Like 5; TLR6: receptores Toll-Like 6; TLR7: 
receptores Toll-Like 7; TLR9: receptores Toll-Like 9. Fonte: (50). 
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 Já foram identificadas cinco moléculas adaptadoras associadas a sinalização 

dos TLRs, a MyD88 (myeloid differentiation factor 88), MAL/TIRAP (MyD88-adaptor-

like/TIR-associated protein), TRIF (Toll-receptor-associated activator of interferon), 

TRAM (Toll-receptor-associated molecule) e SARM (sterile-α and heat/armadillo motif 

protein), sendo que essas proteínas estão envolvidas em duas principais sinalizações, 

uma dependente da ativação de MyD88 e uma dependente da ativação de TRIF 

(Figura 3) (49, 50).  

  

Figura 3 – Sinalização dos receptores Toll-Like. 

 

 
 

AP-1: proteína ativadora-1; IRAK: interleukin 1 receptor-associated kinase; IRF3: fator regulador 3 do 
interferon; MAPK: proteína quinase ativada por mitógenos; MyD88: myeloid differentiation factor 88; 
NF-κB: fator de transcrição nuclear kappa-B; TIRAP: TIR-associated protein; TLR1: receptores Toll-Like 
1; TLR2: receptores Toll-Like 2; TLR3: receptores Toll-Like 3; TLR4: receptores Toll-Like 4; TLR5: 
receptores Toll-Like 5; TLR6: receptores Toll-Like 6; TLR7: receptores Toll-Like 7; TLR8: receptores 
Toll-Like 8; TLR9: receptores Toll-Like 9; TRAF6: tumor necrosis factor-receptor-associated factor 6; 
TRAM: Toll-receptor-associated molecule; TRIF: Toll-receptor-associated activator of interferon. Fonte: 
(50). 
 

 A molécula adaptadora MyD88 pode se ligar diretamente ao domínio citosólico 

dos TLR5, TLR7, TLR8 e TLR9, enquanto que para a sinalização dos TLR2 e TLR4 a 

MyD88 é recrutada para o domínio TIR via ação da MAL/TIRAP. A ativação da 

sinalização via MyD88 induz a ativação do NF-κB, MAPKs e alguns fatores 
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reguladores de interferon (IRF) como IRF-1, IRF-5 e IRF-7, induzindo a síntese de 

diversas moléculas pró-inflamatórias. Já a molécula adaptadora TRIF pode se ligar 

diretamente ao domínio citosólico do TLR3, enquanto que para a sinalização TLR4 a 

TRIF é recrutada para o domínio TIR via ação da TRAM. A sinalização via TRIF 

também induz a ativação do NF-κB e IRF-3, levando a síntese de diversas moléculas 

pró-inflamatórias (Figura 3) (46, 50). 

Como descrito anteriormente, os TLRs também são ativados por alguns 

DAMPs provenientes do próprio hospedeiro, podendo essas moléculas serem 

constitutivas ou induzidas, bem como secretadas por células mortas ou danificadas 

após uma lesão (51). Neste contexto, já foi descrito que na hipertensão arterial há 

aumento de algumas moléculas endógenas como PCR, angiotensina II, HSP60, 

HSP70, IL-1α, proteína amiloide A, fibrinogênio, lipoproteína de baixa densidade (LDL) 

oxidada, ácido hialurônico e ácido úrico, que podem agir como DAMPs e ativar os 

TLRs (52-61), gerando um quadro inflamatório crônico que poderia contribuir para as 

alterações vasculares presentes na hipertensão arterial. Este poderia ser um dos elos 

entre hipertensão arterial, inflamação e ativação do sistema imunológico. 

Sabe-se que a própria hipertensão arterial pode alterar a expressão dos TLRs. 

De fato, recentemente demonstramos de forma pioneira que o conteúdo de RNAm 

(ácido ribonucleico mensageiro) do TLR4 em arteríolas mesentéricas, coração e rins 

eram maiores em machos hipertensos SHR com 15 semanas de idade, quando 

comparados aos dos SHR em fase pré-hipertensiva com 5 semanas de idade, 

indicando que o desenvolvimento da hipertensão arterial pode estar associado ao 

aumento na expressão dos TLRs (62).   

Além disso, demonstramos também que a expressão proteica do TLR4 em 

arteríolas mesentéricas e ventrículo esquerdo era maior em machos hipertensos SHR 

em comparação a dos controles normotensos Wistar. Verificamos também que nos 

machos SHR adultos o antagonismo do TLR4 com anticorpo anti-TLR4, está 

associado com redução da resposta máxima à noradrenalina em arteríolas 

mesentéricas de resistência, redução do remodelamento cardíaco em ventrículo 

esquerdo, bem como redução de moléculas inflamatórias e da sinalização do TLR4, 

demonstrando a participação direta do TLR4 na hipertensão arterial e alterações 

associadas (31, 63, 64). 
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É importante destacar que já foi descrito que a ativação dos TLRs pode variar 

ao longo do ciclo menstrual em células do sangue total de mulheres, sugerindo uma 

ativação diferencial desses receptores de acordo com a concentração de estrógeno e 

progesterona (65). Na clínica, já foi descrito que o polimorfismo do TLR4 (Asp299Gly) 

em mulheres hipertensas está associado a menor massa e menor espessura da 

parede ventricular esquerda em comparação às das mulheres que não apresentaram 

o polimorfismo. Entretanto, a presença do polimorfismo em homens hipertensos não 

altera a massa ventricular (66), sugerindo uma possível diferença sexual na ativação 

destes receptores. 

Além dos TLR4, outros TLRs também já foram descritos como sendo capazes 

de afetar o sistema cardiovascular. Como exemplo, autores observaram que 

camundongos knockout para TLR9 apresentaram menor frequência cardíaca basal, 

maior entropia cardíaca total e maior função do baroreflexo quando comparados à 

camundongos wild-type (67). 

O TLR9 reconhece sequências ricas em CpG (citosina-fosfato-guanina) não 

metiladas de DNA (ácido desoxirribonucleico) encontradas principalmente no DNA 

bacteriano, mitocondrial e fetal, entretanto, sabe-se que esses receptores também são 

capazes de reconhecer o DNA do vírus da herpes e a hemozoína, um subproduto 

gerado pelo Plasmodium falciparum, um protozoário que causa malária (50). Os TLR9 

ficam localizados principalmente na membrana do retículo endoplasmático e na 

presença de CpG DNA translocam-se para os endossomos via ação da proteína 

Unc93b1, onde iniciam sua sinalização via MyD88 e induzem a produção de diversas 

moléculas pró-inflamatórias (68). 

Recentemente foi descrito que em células não imunológicas como 

cardiomiócitos e neurônios, mesmo após estímulo, o TLR9 permanece no retículo 

endoplasmático e por transporte retrógrado o CpG DNA é transportado para o retículo 

endoplasmático onde ativará o TLR9 e induzirá uma resposta celular protetora. Essa 

resposta celular está associada com redução na atividade da SERCA2 (cálcio 

adenosinatrifosfatase do retículo sarcoendoplasmático 2), redução do transporte de 

cálcio entre o retículo endoplasmático e a mitocôndria e redução da síntese de 

adenosina trifosfato (ATP), levando à ativação da AMPK (proteína quinase ativada por 

monofosfato de adenosina - AMP), redução do metabolismo energético e maior 

tolerância ao estresse celular (69, 70). 
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Portanto, em células imunológicas a ativação do TLR9 está associada com a 

indução de processo inflamatório via MyD88, enquanto que em células não 

imunológicas a ativação do TLR9 está associada com a indução de maior tolerância 

ao estresse celular, o que ocorre de maneira independente de MyD88 e é denominado 

de via não-canônica do TLR9 (Figura 4) (70). 

 

Figura 4 – Sinalização canônica e não canônica do receptor Toll-Like 9. 

 

 

 

AMPK: proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina; ATP: adenosina trifosfato; Ca2+: cálcio; 
DNA: ácido desoxirribonucleico; ER: retículo endoplasmático; Mito: mitocôndria; MyD88: myeloid 
differentiation factor 88; SERCA2: cálcio adenosinatrifosfatase do retículo sarcoendoplasmático 2; SR: 
retículo sarcoplasmático; TLR9: receptor Toll-Like 9; TRAF6: tumor necrosis factor-receptor-associated 
factor 6. Fonte: (70). 
 

Além do CpG DNA bacteriano e fetal, o DNA mitocondrial (DNAmit) também 

tem sido descrito como DAMP e ligante endógeno do TLR9 devido a sua similaridade 

ao DNA bacteriano, uma vez que, segundo a teoria endossimbiótica as mitocôndrias 

evoluíram de bactérias até se tornarem organelas intracelulares, portanto, as 

mitocôndrias guardam algumas características de seus ancestrais bacterianos, 

contendo por exemplo sequências de CpG não metiladas em seu DNA e podendo 

assim, agir como agonista endógeno do TLR9 (71, 72). 

As mitocôndrias são responsáveis por diversos processos celulares, incluindo 

produção de ATP, produção de calor e morte celular por apoptose e necrose (73, 74). 

Diferentemente da apoptose onde a membrana plasmática permanece intacta e o 
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conteúdo celular é rapidamente eliminado por fagocitose, na necrose ocorre ruptura 

da membrana plasmática e consequente extravasamento de todo o conteúdo celular, 

extravasando inclusive o DNAmit e sendo essa umas das principais fontes de DNAmit 

livre circulante (72, 73, 75). 

A presença de necrose celular já foi descrita em diversas doenças 

cardiovasculares como pré-eclâmpsia, infarto do miocárdio, aterosclerose, acidente 

vascular encefálico e insuficiência cardíaca, bem como em diversas alterações 

cardiovasculares associadas à hipertensão arterial, como a hipertrofia e a fibrose 

cardíacas (76-82).  

O aumento de EROs e citocinas pró-inflamatórias também podem induzir 

necrose celular. Já foi descrito aumento de necrose em cardiomiócitos de ratos 

tratados com isoproterenol, bem como em cultura de células de neuroblastoma 

incubadas com peróxido de hidrogênio (83, 84). Além disso, o aumento exacerbado 

de EROs pode induzir células apoptóticas a tornarem-se necróticas, fato associado a 

inibição de caspases e a depleção rápida nos níveis de ATP (84-86). Houve também 

aumento de necrose e apoptose em cultura de células pancreáticas de ratos Sprague-

Dawley incubadas com TNF-α e IL-1β, sendo que a presença de necrose foi mais 

proeminente em comparação com a apoptose celular (87). 

Tendo em vista que a necrose é umas das principais fontes de DNAmit 

circulante e que na hipertensão arterial e condições associadas há grande quantidade 

de células em necrose, é possível sugerir que nessas condições ocorra também 

aumento na concentração de DNAmit circulante. De fato, foi demonstrado que há 

aumento de DNAmit no soro de mulheres com pré-eclâmpsia em comparação com as 

gestantes que não possuíam pré-eclâmpsia (88). Foi demonstrado também que 

quanto maior a concentração de DNAmit circulante maior o risco de deslocamento da 

placenta e nascimento prematuro (89).  

Em fêmeas prenhes Wistar, a administração de DNAmit e ODN2395 (agonista 

sintético do TLR9) induziu aumento da pressão arterial sistólica, aumento da 

expressão proteica do TLR9 e da MAPK ERK1/2 em arteríolas mesentéricas, bem 

como a prole apresentou baixo peso ao nascer (90). A administração de ODN2395 

também induziu aumento da pressão arterial sistólica, aumento da vasoconstrição 

induzida por U46619 (mimético do TXA2), maior geração de EROs e da expressão 
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proteica da COX2 em arteríolas mesentéricas em fêmeas prenhes Sprague-Dawley 

em comparação com as fêmeas controle (91). 

Em pacientes hipertensos, autores demonstraram que o conteúdo de DNA 

plasmático rico em CpG era maior em comparação ao dos pacientes normotensos, 

entretanto, neste trabalho não foi verificado se esse DNA era mitocondrial. Tendo em 

vista o aumento de CpG DNA em pacientes hipertensos, os autores imunizaram 

animais SHR com 2 dias de vida com injeção subcutânea de CpG-DNA humano, com 

o objetivo de estimular a produção de anticorpos anti-CpG DNA. Foi demonstrado que 

a imunização causou retardo no aumento da pressão arterial dos animais imunizados 

em comparação aos que receberam salina (92). 

Em resumo, sabe-se que na hipertensão arterial há processo inflamatório 

crônico de baixa intensidade que pode modificar diretamente o seu desenvolvimento 

e progressão e o de outras doenças cardiovasculares. Além disso, a ativação do 

sistema imunológico é fundamental para o desenvolvimento de processo inflamatório 

perante uma lesão, sendo assim, a ativação dos TLRs torna-se um elo importante 

entre hipertensão arterial e inflamação.  

Sabe-se também que há diferença sexual associada a hipertensão arterial e 

que a ativação dos TLRs pode ser influenciada por alterações hormonais, uma vez 

que a responsividade desses receptores pode variar ao longo do ciclo menstrual. 

Portanto, embora muitos trabalhos busquem compreender a participação dos TLRs 

na hipertensão arterial e em outras doenças cardiovasculares, ainda é desconhecido 

se a ativação desses receptores pode contribuir para a diferença sexual presente na 

hipertensão arterial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

 
 

2 OBJETIVO 

 

O objetivo do trabalho foi avaliar a participação do DNA mitocondrial, via 

receptores Toll-Like 9, na reatividade de aortas de ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) machos e fêmeas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos 

Wistar machos com 5 e 15 semanas de idade e fêmeas com 15 semanas de idade, 

provenientes do Biotério de Produção de Ratos (Instituto de Ciências Biomédicas, 

Rede Universidade de São Paulo). Os ratos foram mantidos durante todo o período 

experimental no Biotério do Departamento de Farmacologia – Unidade I, em caixas 

de polipropileno (quatro animais por caixa) em ambiente com temperatura controlada 

(24 ± 2 ºC) e ciclo claro-escuro (12 horas / 12 horas), com livre acesso à água e 

alimento. 

Os procedimentos experimentais realizados estão de acordo com os preceitos 

da Lei número 11.794 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle 

e Experimentação Animal (CONCEA) e pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

(ICB/USP), sob o número 145, folha 95, livro 2 aprovado em 06/12/2010 (autorização 

renovada em 31/10/2013) e sob o número 134/2016 aprovado em 22/11/2016. 

 

3.2 Determinação do estro-fisiológico 

 

Foi realizada a coleta de material vaginal de fêmeas SHR e Wistar com 15 

semanas de idade para a determinação do ciclo-estral. As coletas foram realizadas 

sempre no mesmo horário e antes da realização dos protocolos experimentais. 

Para esse procedimento, foi utilizada pipeta e ponteira contendo cerca de 30 μl 

de solução estéril de salina 0,9%. A ponta da ponteira foi introduzida no orifício vaginal 

das ratas e a solução salina injetada, aspirada e colocada em lâmina de vidro para 

observação em microscópio óptico. O exame celular desta secreção permitiu 

diferenciar as fases do ciclo-estral (Figura 5). As ratas foram utilizadas no período de 

estro, fase com predominância de células cornificadas que apresentam aspecto de 

“folhas secas” (93). 
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Figura 5 – Ciclo estral por lavado vaginal 

 

 
 
Fotomicrografia ótica com as diferentes fases do ciclo estral de ratas Wistar (diestro I, diestro II, proestro 
e estro). Fonte: Adaptado de (93). 
 

 

3.3 Quantificação do DNA mitocondrial no soro 

 

 O DNAmit livre foi quantificado no soro de machos e fêmeas SHR e Wistar com 

5 e/ou 15 semanas de idade. Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 

mg/kg/intraperitoneal, Thiopentax®, Cristália, São Paulo, Brasil), cerca de 5 ml do 

sangue total foi coletado pela aorta abdominal, acondicionado em tubo plástico estéril 

e centrifugado a 4000 G à 4 ºC por 15 minutos. 

À partir do soro, o DNA desses animais foi isolado utilizando o QIAamp DNA 

Blood Mini kit (51104, Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as normas descritas 

pelo fabricante. Após o isolamento do DNA, a determinação da concentração das 

amostras foi realizada por espectrofotometria em 260 nm utilizando aparelho 

NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).  

Para os ensaios de RT-PCR (reação em cadeia da polimerase com transcrição 

reversa em tempo real) foram utilizados 5 ng de DNAmit de cada amostra com os 

oligonucleotídeos para NADH desidrogenase e citocromo B (presentes apenas no 

DNAmit), GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase - presente no DNA 
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genômico e utilizado para detectar a pureza da extração do DNAmit) e o RNA 

ribossomal bacteriano 16S (para averiguar contaminação bacteriana) (Tabela1). 

Para a reação de RT-PCR foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega, 

Wisconsin, Estados Unidos) que contém Syber Green (corante com afinidade para 

DNA de fita dupla). A reação foi realizada sob as seguintes condições: 2 minutos à 95 

°C, seguido por 40 ciclos à 95 °C por 15 segundos e à 60 °C por 1 minuto. A 

especificidade da reação foi confirmada pela análise da curva de dissociação 

utilizando como base a temperatura de dissociação (melting point).  

A quantificação foi feita baseada no cálculo do 2ΔCt à partir do Ct (ciclo limiar – 

“threshold cycle”) obtido para NADH desidrogenase e citocromo B. Os resultados 

foram expressos como unidades arbitrárias (UA). 

 

Tabela 1 – Oligonucleotídeos para NADH desidrogenase, citocromo B, GAPDH e 16S 

ribossomal. 
 

SENSE ANTI-SENSE 

NADH 

desidrogenase 
CAATACCCCACCCCCTTATC GAGGCTCATCCCGATCATAG 

citocromo B TCCACTTCATCCTCCCATTC CTGCGTCGGAGTTTAATCCT 

GAPDH GGGCAGCCCAGAACATCAT CCGTTCAGCTCTGGGATGAC 

16S ribossomal AACAGGATTAGATACCCTGGTAG GGTTCTTCGCGTTGCATC 

GAPDH: Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

 

 

3.4 Pressão arterial caudal 

 

Foi aferida a pressão arterial caudal de machos e fêmeas SHR e Wistar com 

15 semanas de idade. É importante ressaltar que antes do protocolo experimental 

todos os animais foram submetidos à adaptação para excluir possíveis interferências 

no procedimento.  

A pressão arterial foi determinada por método indireto de pletismografia de 

cauda, onde um oclusor e um sensor de pulso foram colocados na porção proximal 

da cauda dos ratos e acoplados ao esfigmomanômetro conectado ao sistema de 

transdução de sinal PowerLab/4S (ADInstruments, Nova Gales do Sul, Austrália).  
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Os animais foram aquecidos por 10 minutos à 40 ºC e colocados em cilindro de 

contenção com abertura para cauda e focinho. O valor final da pressão arterial caudal 

de cada animal representa a média de cinco medidas sequenciais e foi expressa em 

milímetros de mercúrio (mmHg). 

 

3.5 Extração do DNA mitocondrial do fígado 

 

As mitocôndrias foram isoladas dos fígados de machos e fêmeas SHR com 15 

semanas de idade. Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 

mg/kg/intraperitoneal, Thiopentax®, Cristália, São Paulo, Brasil) e após laparotomia os 

fígados foram coletados, acondicionados em tubos estéreis do tipo Falcon e mantidos 

congelados à -20 ºC até a data do processamento.  

Para a extração do DNAmit, os fígados foram processados em tampão gelado 

(contendo 250 mM de sacarose, 10 nM de hepes e 1 mM de EGTA diluídos em água 

ultrapura Milli-Q® - pH 7,2) em homogeneizador tipo “Potter” e centrifugados a 600 G 

à 4 ºC por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado 

a 12000 G à 4 ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet lavado no 

mesmo tampão e centrifugado novamente a 12000 G à 4 ºC por 10 minutos. 

O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet ressuspendido em 500 μl 

de tampão gelado (contendo 250 mM de sacarose e 10 nM de hepes diluídos em água 

ultrapura Milli-Q® - pH 7,2). Foi adicionado mesmo volume de tampão de lise (Buffer 

AL – 19075, Qiagen, Hilden, Alemanha) e 10 μl de proteinase K (19131, Qiagen, 

Hilden, Alemanha) e mantidos à 56 ºC por 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 

mesmo volume de fenol (fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 25:24:1, P3803, Sigma-

Aldrich, Missouri, Estados Unidos), incubado por 5 minutos em temperatura ambiente 

e centrifugado a 13000 rpm à 4 ºC por 5 minutos.  

O sobrenadante foi transferido para outro tubo, foi adicionado mesmo volume 

de solução contendo etanol/acetato (concentração 19:1 – álcool etílico 100% e acetato 

de sódio 3 M pH 5,2 – diluídos em água ultrapura Milli-Q®) e centrifugado a 13000 rpm 

à 4 ºC por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, ao pellet foi adicionado álcool 

70% diluído em água ultrapura Milli-Q® e centrifugado novamente a 13000 rpm à 4 ºC 

por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e após secagem do pellet, 
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o mesmo foi ressuspendido em cerca de 1 ml de água DEPC (água tratada com dietil 

pirocarbonato – livre de RNAses, DNAses e resíduos de proteínas). 

Após a extração do DNAmit, a determinação da concentração das amostras foi 

realizada por espectrofotometria em 260 nm utilizando aparelho NanoDrop® (Thermo 

Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Para confirmação da pureza do 

DNAmit extraído, foram realizados ensaios de RT-PCR utilizando 5 ng de DNAmit de 

cada amostra com os oligonucleotídeos para NADH desidrogenase e citocromo B 

(presentes apenas no DNAmit), GAPDH (presente no DNA genômico e utilizado para 

detectar a pureza da extração do DNAmit) e RNA ribossomal bacteriano 16S (para 

averiguar qualquer contaminação bacteriana) (Tabela1).  

 Para a reação de RT-PCR foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega, 

Wisconsin, Estados Unidos) que contém Syber Green (corante com afinidade para 

DNA de fita dupla). A reação foi realizada sob as seguintes condições: 2 minutos à 95 

°C seguido por 40 ciclos à 95 °C por 15 segundos e à 60 °C por 1 minuto. A 

especificidade da reação foi confirmada pela análise da curva de dissociação 

utilizando como base a temperatura de dissociação (melting point). 

 

3.6 Reatividade vascular em aorta torácica 

 

Foi realizada a reatividade vascular em anéis de aorta torácica com endotélio 

isolados de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. Para esse estudo, foi 

utilizada a aorta torácica isolada, conforme técnica inicialmente descrita por Carvalho 

et al. (94). Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 

mg/kg/intraperitoneal, Thiopentax®, Cristália, São Paulo, Brasil) e após toracotomia as 

aortas foram removidas, dissecadas e imersas em solução nutriente de Krebs-

Henseleit modificado (130 mM de NaCl, 4,7 mM de KCl, 1,6 mM de CaCl2-2H2O, 1,17 

mM de MgSO4-7H2O, 1,18 mM de KH2PO4, 14,9 mM de NaHCO3, 26 μM de EDTA-

Na2 e 5,5 mM de glicose, diluídos em água destilada - pH 7.4).  

As aortas foram cortadas em anéis de 4 mm e o endotélio vascular foi mantido 

intacto. Em seguida, um par de ganchos de aço inoxidável em forma de “L” foi 

introduzido no lúmen dos anéis e montados na cuba de vidro para estudo de órgãos 

isolados contendo 10 ml de solução de Krebs-Henseleit modificado saturado com 95% 

de O2 e 5% de CO2 à 37 ºC durante todo o protocolo experimental. 
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Nessa condição, um dos ganchos foi fixado na base da cuba e o outro gancho 

conectado a um transdutor para tensão isométrica (ML T001, PanLab, Barcelona, 

Espanha) conectado ao sistema de aquisição de dados (PowerLab/8S, 

ADInstruments, Nova Gales do Sul, Austrália) que estava acoplado a um computador. 

Essas preparações foram mantidas por 60 minutos sob tensão inicial de 1,5 grama e 

durante o período de estabilização a solução nutriente foi trocada três vezes em 

intervalos de vinte minutos, sendo a tensão ajustada após cada lavagem.  

Para confirmar a presença do endotélio vascular, os anéis foram pré-contraídos 

com noradrenalina (10-6 M, concentração capaz de produzir de 60 à 80% da resposta 

máxima) e então o agente vasodilatador dependente do endotélio acetilcolina (10-6 M) 

foi aplicado. O endotélio foi considerado intacto quando o relaxamento foi superior a 

60%. Após esse procedimento, foram realizadas curvas concentração-resposta 

cumulativas para os agentes vasodilatadores acetilcolina (10-9 a 10-5 M, vasodilatador 

dependente do endotélio) e nitroprussiato de sódio (10-9 a 10-5 M, doador de óxido 

nítrico) em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M).  

Em outra série de experimentos, foram construídas curvas concentração-

resposta cumulativas para os agente vasoconstritores noradrenalina (10-10 a 10-4 M, 

agonista adrenérgico não seletivo) e fenilefrina (10-10 a 10-4 M, agonista adrenérgico 

α-1 seletivo).  Após a estabilização, alguns anéis foram pré-incubados com DNAmit 

(4 μg/ml) extraído dos fígados de machos ou fêmeas SHR, por 1 hora antes do início 

das curvas. Outros anéis foram incubados com antagonista do TLR9 ODN2088 (1,7 

μg/ml, tlrl-2088-1, InvivoGen, Califórnia, Estados Unidos), por 30 minutos antes da 

incubação com DNAmit (as doses utilizadas foram previamente definidas em ensaios 

de cultura de células do músculo liso vascular de arteríolas mesentéricas isoladas de 

machos Wistar e SHR – dados não apresentados) (Figura 6). 

Os resultados foram expressos como porcentagem (%) de relaxamento à pré-

contração induzida pela noradrenalina ou em gramas (g) de tensão. Para comparação 

entre os grupos experimentais, foi avaliada a resposta máxima (Rmáx) e a 

sensibilidade (pD2 = logarítimo da concentração molar que produz 50% da Rmáx – 

EC50) das preparações aos agonistas. 
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Figura 6 – Protocolo experimental da reatividade vascular em aorta torácica 

 

 
 

 
 

DNAmit: DNA mitocondrial; SHR: ratos espontaneamente hipertensos. 

 

 

3.7 Expressão proteica pela técnica de Western Blotting 

 

Foram avaliadas as expressões proteicas do TLR9, da molécula adaptadora 

MyD88, da ERK1/2 (fosforilada e total) e da eNOS (fosforilada e total) em aortas 

torácicas com endotélio isoladas de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 mg/kg/intraperitoneal, 

Thiopentax®, Cristália, São Paulo, Brasil) e após toracotomia as aortas foram 

removidas, dissecadas e incubadas individualmente em solução nutriente de Krebs-

Henseleit modificado (130 mM de NaCl, 4,7 mM de KCl, 1,6 mM de CaCl2-2H2O, 1,17 

mM de MgSO4-7H2O, 1,18 mM de KH2PO4, 14,9 mM de NaHCO3, 26 μM de EDTA-

Na2 e 5,5 mM de glicose, diluídos em água destilada - pH 7.4, saturado com 95% de 

O2 e 5% de CO2) por 1 hora à 37 °C (grupo controle).  

Algumas aortas foram estimulas com DNAmit (4 µg/ml) extraído do fígado de 

machos ou fêmeas SHR, por 1 hora à 37 °C em solução nutriente de Krebs-Henseleit 

modificado (a dose utilizada foi previamente definida em ensaios de cultura de células 
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do músculo liso vascular de arteríolas mesentéricas isoladas de machos Wistar e SHR 

– dados não apresentados). Após o período de 1 hora, algumas aortas receberam 

estímulo adicional de fenilefrina (10-5 M) por 15 minutos (dose e tempo previamente 

definidos em ensaio de Dihidroetidina em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR 

– dados não apresentados). As aortas foram então rapidamente congeladas e 

mantidas à -80 °C até a data do processamento.  

As aortas foram pulverizadas em gral e pistilo de porcelana, homogeneizadas 

e incubadas por 30 minutos em 30 µl de tampão de lise gelado contendo 10% de RIPA 

Lysis Buffer 10 x (20-188, Merk Millipore, Massachusetts, Estados Unidos), 90% de 

água destilada, 1 mM de PMSF, 10 mM de ortovanadato de sódio, 100 mM de fluoreto 

de sódio, 10 mM de pirofosfato de sódio e 0,2% de inibidor de protease (P8340, 

Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos). 

Os extratos teciduais foram centrifugados a 12000 G à 4 °C por 30 minutos para 

a remoção do material insolúvel. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e utilizado para quantificação do conteúdo proteico total, utilizando o 

método de BCA (ácido bicinconínico, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

Estados Unidos). Posteriormente, as amostras foram tratadas com tampão de 

Laemmli (1:1, #1610737, Bio-Rad, São Paulo, Brasil) contendo DTT (ditiotreitol, 350 

mM) e aquecidas à 99 °C em termobloco por 5 minutos. 

Foram utilizados 50 µg de proteína de cada amostra para eletroforese em gel 

de poliacrilamida em aparelho para mini gel (BioRad, Califórnia, Estados Unidos) à 

100 volts. A transferência das proteínas separadas no gel foi feita eletricamente para 

membranas de PVDF (fluoreto polivinidileno) utilizando aparelho para transferência 

(BioRad, Califórnia, Estados Unidos) durante 1 hora e 30 minutos à 100 volts. As 

membranas foram incubadas com solução bloqueadora (albumina bovina 3% diluída 

em solução tampão TBS-T – pH 7,6 contendo 20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl e 0,1% 

Tween 20, diluído em água destilada) em temperatura ambiente por 2 horas para 

reduzir as ligações inespecíficas dos anticorpos nas membranas.  

As membranas foram então incubadas individualmente com os diferentes 

anticorpos primários: anti-TLR9 (1:500, ab12121, Abcam), anti-MyD88 (1:200, 

sc11356, SantaCruz), anti-ERK1/2 fosforilada (1:1000, #9101S, Cell Signaling), anti-

ERK1/2 total (1:1000, #9102S, Cell Signaling), anti-eNOS fosforilada Ser1177 (1000, 

#9571, Cell Signaling), anti-eNOS total (1:1000, #9572, Cell Signaling) e anti-α-actina 
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(1:20000, 032M4822, Sigma-Aldrich) diluídos em solução bloqueadora 3%, por 16 

horas à 4 °C. Após, as membranas foram lavadas três vezes de 10 minutos com 

solução tampão (TBS-T) em temperatura ambiente e incubadas com os anticorpos 

secundários: anti-rabbit (1:2000 e 1:4000, 111-035-144, Jackson ImmunoResearch) 

ou anti-mouse (1:6000 e 1:40000, 115-035-166, Jackson ImmunoResearch) também 

diluídos em solução bloqueadora 3%, por 1 hora e 30 minutos em temperatura 

ambiente.  

O procedimento de lavagem foi repetido novamente e as membranas 

incubadas com solução quimioluminescente (Pierce® ECL Western Blotting Substrate, 

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). A quimioluminescência foi 

detectada em aparelho Carestream Molecular Imaging (Gel Logic 2200 PRO, 

Carestream Health, Nova York, Estados Unidos) e a intensidade das bandas foi 

quantificada por densitometria óptica através da utilização do programa ImageJ 

Launcher (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Estados Unidos). A 

normalização das amostras foi realizada utilizando-se a α-actina e os valores 

expressos em UA. 

 

3.8 Quantificação de citocinas pela técnica de Multiplex 

 

A concentração de citocinas IL-6, TNF-α e IL-10 foi avaliada em aortas torácicas 

com endotélio isoladas de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. Os 

animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 mg/kg/intraperitoneal, 

Thiopentax®, Cristália, São Paulo, Brasil) e após toracotomia as aortas foram 

removidas, dissecadas e incubadas individualmente em solução nutriente de Krebs-

Henseleit modificado (130 mM de NaCl, 4,7 mM de KCl, 1,6 mM de CaCl2-2H2O, 1,17 

mM de MgSO4-7H2O, 1,18 mM de KH2PO4, 14,9 mM de NaHCO3, 26 μM de EDTA-

Na2 e 5,5 mM de glicose, diluídos em água destilada – pH 7.4, saturado com 95% de 

O2 e 5% de CO2) por 1 hora à 37 °C (grupo controle).  

Algumas aortas foram estimulas com DNAmit (4 µg/ml) extraído do fígado de 

machos ou fêmeas SHR, por 1 hora à 37 °C em solução nutriente de Krebs-Henseleit 

modificado (a dose utilizada foi previamente definida em ensaios de cultura de células 

do músculo liso vascular de arteríolas mesentéricas isoladas de machos Wistar e SHR 

– dados não apresentados). Após o período de 1 hora, algumas aortas receberam 
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estímulo adicional de fenilefrina (10-5 M) por 15 minutos (dose e tempo previamente 

definidos em ensaio de Dihidroetidina em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR 

– dados não apresentados). As aortas foram então rapidamente congeladas e 

mantidas à -80 °C até a data do processamento. 

As aortas foram pulverizadas em gral e pistilo de porcelana, homogeneizadas 

e incubadas por 30 minutos em 50 µl de tampão de lise gelado contendo 10% de RIPA 

Lysis Buffer 10 x (20-188, Merk Millipore, Massachusetts, Estados Unidos), 90% de 

água destilada, 1 mM de PMSF, 10 mM de ortovanadato de sódio, 100 mM de fluoreto 

de sódio, 10 mM de pirofosfato de sódio e 0,2% de inibidor de protease (P8340, 

Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos). Os extratos teciduais foram centrifugados 

a 12000 g à 4 °C por 30 minutos para a remoção do material insolúvel.  

Posteriormente, o sobrenadante foi removido e utilizado para quantificação do 

conteúdo proteico total por espectrofotometria em 560 nm, utilizando o método de 

BCA (ácido bicinconínico, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). 

À partir do conteúdo proteico total, foi avaliada a concentração de citocinas utilizando 

kit específico e de acordo com as normas descritas pelo fabricante (MILLIPLEX MAP 

Rat Cytokines/Chemokine - Merk Millipore, Massachusetts, Estados Unidos). Os 

valores obtidos foram normalizados pelo conteúdo proteico total de cada amostra e 

expressos como picograma por micrograma (pg/μg). 

 

3.9 Detecção de espécies reativas de oxigênio pela técnica de Dihidroetidina 

 

A produção de superóxido foi detectada em aortas torácicas isoladas de 

machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. Os animais foram anestesiados 

com tiopental sódico (50 mg/kg/intraperitoneal, Thiopentax®, Cristália, São Paulo, 

Brasil) e após toracotomia as aortas torácicas foram removidas, dissecadas e 

incubadas individualmente em solução nutriente de Krebs-Henseleit modificado (130 

mM de NaCl, 4,7 mM de KCl, 1,6 mM de CaCl2-2H2O, 1,17 mM de MgSO4-7H2O, 1,18 

mM de KH2PO4, 14,9 mM de NaHCO3, 26 μM de EDTA-Na2 e 5,5 mM de glicose, 

diluídos em água destilada – pH 7.4, saturado com 95% de O2 e 5% de CO2) por 1 

hora à 37 °C (grupo controle). 

Algumas aortas foram estimulas com DNAmit (4 µg/ml) extraído do fígado de 

machos ou fêmeas SHR, por 1 hora à 37 °C em solução nutriente de Krebs-Henseleit 
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modificado (a dose utilizada foi previamente definida em ensaios de cultura de células 

do músculo liso vascular de arteríolas mesentéricas isoladas de machos Wistar e SHR 

– dados não apresentados). Após o período de 1 hora, algumas aortas receberam 

estímulo adicional de fenilefrina (10-5 M) por 15 minutos (dose e tempo previamente 

definidos em ensaio de Dihidroetidina em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR 

– dados não apresentados). As aortas foram embebidas em meio para congelamento 

(Tissue-Tek® O.C.T., Saku-4583, Sakura Finetek, Califórnia, Estados Unidos), 

congeladas e mantidas à temperatura de -80 °C até a data do processamento.  

Em criostato à -25 °C (Leica CM 1850, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) 

foram realizados cortes transversais (10 µm) e os mesmos foram acomodados em 

lâminas contendo poli-L-lisina. Os cortes foram circundados com caneta hidrofóbica e 

incubados à 37 °C em câmara úmida por 10 minutos com tampão fosfato (PB 0,1 M – 

pH 7,4). O tampão fosfato foi removido e os cortes incubados à 37 °C em estufa 

protegida da luz por 60 minutos com 100 µl de solução de dihidroetidina (DHE 5 µM) 

contendo DTPA (ácido dietilenotriaminopentacético 100 µM). 

Posteriormente, as lâminas foram analisadas em microscópio óptico (Nikon 

Instruments, Nova York, Estados Unidos) equipado com filtro para rodoamina e 

câmera fotográfica digital, utilizando lente objetiva e filtro para fluorescência. Foi 

observada a geração de EROs em quatro áreas diferentes de três cortes, observando 

a integridade das camadas de músculo liso vascular e a marcação nuclear das células. 

A intensidade de fluorescência das imagens foi quantificada utilizando o programa 

ImageJ Launcher (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Estados Unidos) e 

normalizadas pelo tamanho da área analisada. Os valores de densidade óptica foram 

expressos em UA. 

 

3.10 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média  erro padrão da média (epm). As 

análises foram realizadas no Programa Prisma versão 6 utilizando o teste “t-Student” 

não pareado ou a análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias seguido de teste 

de múltiplas comparações Tukey. O nível de significância adotado em nosso estudo 

foi de p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1  Conteúdo de DNA mitocondrial no soro de machos SHR e Wistar com 5 e 15 
semanas de idade. 

 

O conteúdo de DNAmit (UA) no soro de machos SHR com 15 semanas de idade 

(hipertensos) foi maior que o de SHR com 5 semanas de idade (pré-hipertensos) e 

que os de seus controles machos Wistar com 5 e 15 semanas de idade (normotensos) 

(Figura 7). 

 

Figura 7 – Expressão de NADH desidrogenase e citocromo B no soro de machos 
SHR e Wistar com 5 e 15 semanas de idade. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os histogramas de barra representam a expressão em unidades arbitrárias (UA) de NADH 
desidrogenase e citocromo B (genes presentes apenas no DNA mitocondrial) no soro de machos SHR 
e Wistar com 5 e 15 semanas de idade. Valores expressos como média ± epm. Foi utilizado o teste 
ANOVA de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número de animais utilizados em cada grupo 
encontra-se dentro das barras. *p<0,05 vs. Wistar 5 semanas; #p<0,05 vs. Wistar 15 semanas; +p<0,05 
vs. SHR 5 semanas. 
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4.2 Conteúdo de DNA mitocondrial no soro de machos e fêmeas SHR e Wistar 
com 15 semanas de idade. 

 

O conteúdo de DNAmit (UA) no soro de fêmeas SHR foi menor que o de 

machos SHR (Figura 8A). Entretanto, não houve diferença no conteúdo de DNAmit no 

soro de fêmeas normotensas Wistar quando comparadas com o dos machos Wistar 

(Figura 8B). 

 

 

Figura 8 – Expressão de NADH desidrogenase e citocromo B no soro de machos e 
fêmeas SHR e Wistar com 15 semanas de idade. 

 

 

A) 

     

 

B) 

     

 

Os histogramas de barra representam a expressão em unidades arbitrárias (UA) de NADH 
desidrogenase e citocromo B (genes presentes apenas no DNA mitocondrial) no soro de machos e 
fêmeas SHR (A) e Wistar (B) com 15 semanas de idade. Valores expressos como média ± epm. Foi 
utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-se 
dentro das barras. *p<0,05 vs. SHR Macho. 
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4.3 Pressão arterial caudal de machos e fêmeas SHR e Wistar com 15 semanas 
de idade. 

 

A pressão arterial caudal (mmHg) de machos e fêmeas SHR foi maior que a de 

machos e fêmeas Wistar. Além disso, a pressão arterial caudal de fêmeas SHR foi 

menor que a de machos SHR (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2 – Valores de pressão arterial caudal de machos e fêmeas SHR e Wistar com 
15 semanas de idade. 

 
Pressão arterial caudal (mmHg) 

Wistar Machos (12) 119,3 ± 0,86 

Wistar Fêmeas (10) 119,0 ± 0,83 

SHR Machos (33) 168,2 ± 1,22 * 

SHR Fêmeas (38) 158,1 ± 0,91 * # 

(mmHg) Milímetros de mercúrio. Valores expressos como média ± epm. Foi utilizado o teste ANOVA 
de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-se 
entre parêntesis. *p<0,05 vs. Wistar Machos e Fêmeas; #p<0,05 vs. SHR Machos. 
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4.4 Resposta vasodilatadora à acetilcolina em anéis de aorta com endotélio 
isolados de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

A acetilcolina promoveu resposta vasodilatadora dependente de concentração 

nos anéis de aorta com endotélio isolados de todos os grupos experimentais. A pré-

incubação com DNAmit não alterou a resposta vasodilatadora à acetilcolina em anéis 

de aorta isolados de machos (Figura 9, Tabela 3) e fêmeas (Figura 10, Tabela 4) SHR. 

 

 

Figura 9 – Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasodilatadora à acetilcolina 
em anéis de aorta com endotélio isolados de machos SHR com 15 
semanas de idade. 

 
 
 Machos  
 

 
 
 

Curvas concentração-resposta cumulativas à acetilcolina em anéis de aorta com endotélio isolados de 
machos SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha contínua) 
de DNA mitocondrial (4 μg/ml). Valores expressos como porcentagem (%) de relaxamento em anéis de 
aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Cada ponto representa a média±epm. 
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Tabela 3 – Resposta máxima e sensibilidade à acetilcolina em anéis de aorta com 
endotélio isolados de machos SHR com 15 semanas de idade após 
estímulo com DNA mitocondrial. 

 
Rmáx (%) pD2 

Controle (5) 65,33 ± 5,59 7,16 ± 0,31 

DNAmit (6) 76,38 ± 6,61 6,84 ± 0,38 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (%) porcentagem de relaxamento obtida 
em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Valores expressos como média ± epm. 
Foi utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-
se entre parêntesis. 
 
 

 

Figura 10 – Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasodilatadora à acetilcolina 
em anéis de aorta com endotélio isolados de fêmeas SHR com 15 
semanas de idade. 

 
 
 Fêmeas 
 

 
 
 

Curvas concentração-resposta cumulativas à acetilcolina em anéis de aorta com endotélio isolados de 
fêmeas SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha contínua) 
de DNA mitocondrial (4 μg/ml). Valores expressos como porcentagem (%) de relaxamento em anéis de 
aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Cada ponto representa a média ± epm. 
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Tabela 4 – Resposta máxima e sensibilidade à acetilcolina em anéis de aorta com 
endotélio isolados de fêmeas SHR com 15 semanas de idade após 
estímulo com DNA mitocondrial. 

 
Rmáx (%) pD2 

Controle (8) 75,55 ± 5,59 7,19 ± 0,20 

DNAmit (9) 66,29 ± 4,61 7,13 ± 0,15 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (%) porcentagem de relaxamento obtida 
em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Valores expressos como média ± epm. 
Foi utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-
se entre parêntesis. 
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4.5 Resposta vasodilatadora ao nitroprussiato de sódio em anéis de aorta com 
endotélio isolados de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

O nitroprussiato de sódio promoveu resposta vasodilatadora dependente de 

concentração nos anéis de aorta com endotélio isolados de todos os grupos 

experimentais. Nos anéis de aorta isolados de machos SHR (Figura 11, Tabela 5) a 

pré-incubação com DNAmit diminuiu a sensibilidade, mas não alterou a Rmáx ao 

nitroprussiato de sódio. Por outro lado, em anéis de aorta isolados de fêmeas SHR 

(Figura 12, Tabela 6) a pré-incubação com DNAmit não alterou a resposta 

vasodilatadora ao nitroprussiato de sódio. 

 

 

Figura 11 – Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasodilatadora ao 
nitroprussiato de sódio em anéis de aorta com endotélio isolados de 
machos SHR com 15 semanas de idade. 

 
 

Machos   
 

 
    
 
Curvas concentração-resposta cumulativas ao nitroprussiato de sódio em anéis de aorta com endotélio 
isolados de machos SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha 
contínua) de DNA mitocondrial (4 μg/ml). Valores expressos como porcentagem (%) de relaxamento 
em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Cada ponto representa a média ± epm. 
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Tabela 5 – Resposta máxima e sensibilidade ao nitroprussiato de sódio em anéis de 
aorta com endotélio isolados de machos SHR com 15 semanas de idade 
após estímulo com DNA mitocondrial. 

 
Rmáx (%) pD2 

Controle (6) 99,66 ± 4,24 7,29 ± 0,20 

DNAmit (5) 98,06 ± 3,52 6,58 ± 0,15 * 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (%) porcentagem de relaxamento obtida 
em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Valores expressos como média ± epm. 
Foi utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-
se entre parêntesis. *p<0,05 vs. Controle 
 

 

Figura 12 –  Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasodilatadora ao 
nitroprussiato de sódio em anéis de aorta com endotélio isolados de 
fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 
 

Fêmeas 
 

 
 

 
Curvas concentração-resposta cumulativas ao nitroprussiato de sódio em anéis de aorta com endotélio 
isolados de fêmeas SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha 
contínua) de DNA mitocondrial (4 μg/ml). Valores expressos como porcentagem (%) de relaxamento 
em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Cada ponto representa a média ± epm. 
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Tabela 6 – Resposta máxima e sensibilidade ao nitroprussiato de sódio em anéis de 
aorta com endotélio isolados de fêmeas SHR com 15 semanas de idade 
após estímulo com DNA mitocondrial. 

 
Rmáx (%) pD2 

Controle (7) 99,12 ± 7,28 7,41 ± 0,18 

DNAmit (6) 97,21 ± 2,54 7,11 ± 0,21 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (%) porcentagem de relaxamento obtida 
em anéis de aorta pré-contraídos com noradrenalina (10-6 M). Valores expressos como média ± epm. 
Foi utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-
se entre parêntesis. 
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4.6 Resposta vasoconstritora à noradrenalina em anéis de aorta com endotélio 
isolados de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

A noradrenalina promoveu resposta vasoconstritora dependente de 

concentração nos anéis de aorta com endotélio isolados de todos os grupos 

experimentais. A pré-incubação com DNAmit não alterou a resposta vasoconstritora à 

noradrenalina em anéis de aorta isolados de machos (Figura 13, Tabela 7) e fêmeas 

(Figura 14, Tabela 8) SHR. 

 

 

Figura 13 –  Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasoconstritora à 
noradrenalina em anéis de aorta com endotélio isolados de machos 
SHR com 15 semanas de idade. 

 

 

Machos 

 

 
 

 

Curvas concentração-resposta cumulativas à noradrenalina em anéis de aorta com endotélio isolados 
de machos SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha contínua) 
de DNA mitocondrial (4 μg/ml). Valores expressos em gramas (g) de tensão. Cada ponto representa a 
média ± epm. 
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Tabela 7 – Resposta máxima e sensibilidade à noradrenalina em anéis de aorta com 
endotélio isolados de machos SHR com 15 semanas de idade após 
estímulo com DNAmit. 

 
Rmáx (g) pD2 

Controle (9) 2,15 ± 0,06 7,47 ± 0,08 

DNAmit (9) 2,11 ± 0,06 7,34 ± 0,10 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (g) gramas de tensão. Valores expressos 
como média ± epm. Foi utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em 
cada grupo encontra-se entre parêntesis. 
 
 
 
 
Figura 14 – Efeito do DNA mitocondrial sobre a resposta vasoconstritora à 

noradrenalina em anéis de aorta com endotélio isolados de fêmeas 
SHR com 15 semanas de idade. 

 

 

Fêmeas 

 

 
 

 

Curvas concentração-resposta cumulativas à noradrenalina em anéis de aorta com endotélio isolados 
de fêmeas SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha contínua) 
de DNA mitocondrial (4 μg/ml). Valores expressos em gramas (g) de tensão. Cada ponto representa a 
média ± epm. 
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Tabela 8 – Resposta máxima e sensibilidade à noradrenalina em anéis de aorta com 
endotélio isolados de fêmeas SHR com 15 semanas de idade após 
estímulo com DNA mitocondrial. 

 
Rmáx (g) pD2 

Controle (7) 1,79 ± 0,05 7,50 ± 0,07 

DNAmit (8) 1,95 ± 0,10 7,55 ± 0,07 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (g) gramas de tensão. Valores expressos 
como média ± epm. Foi utilizado o teste “t-Student” não pareado. O número de animais utilizados em 
cada grupo encontra-se entre parêntesis. 
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4.7 Resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis de aorta com endotélio 
isolados de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

A fenilefrina promoveu resposta vasoconstritora dependente de concentração 

nos anéis de aorta com endotélio isolados de todos os grupos experimentais. Nos 

anéis de aorta isolados de machos SHR (Figura 15, Tabela 9) a pré-incubação com 

DNAmit aumentou a Rmáx à fenilefrina e esse aumento foi corrigido na presença de 

ODN2088 (antagonista sintético do TLR9). Por outro lado, em anéis de aorta isolados 

de fêmeas SHR (Figura 16, Tabela 10) a pré-incubação com DNAmit não alterou a 

resposta vasoconstritora à fenilefrina. 

 

 

Figura 15 – Efeito do DNA mitocondrial e ODN2088 sobre a resposta vasoconstritora 
à fenilefrina em anéis de aorta com endotélio isolados de machos SHR 
com 15 semanas de idade. 

 
 

Machos  
 

 
 
 
Curvas concentração-resposta cumulativas à fenilefrina em anéis de aorta com endotélio isolados de 
machos SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha contínua) 
de DNA mitocondrial (4 μg/ml) e ODN2088 (antagonista do TLR9 – 1,7 μg/ml; linha pontilhada preta). 
Valores expressos em gramas (g) de tensão. Cada ponto representa a média ± epm. 
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Tabela 9 – Resposta máxima à fenilefrina em anéis de aorta com endotélio isolados 
de machos SHR com 15 semanas de idade após estímulo com DNA 
mitocondrial e ODN2088 (antagonista do TLR9). 

 
Rmáx (g) 

Controle (18) 2,00 ± 0,12 

DNAmit (17) 2,54 ± 0,11 * 

ODN2088 (4) 1,91 ± 0,11 # 

(Rmáx) resposta máxima e (g) gramas de tensão. Valores expressos como média ± epm. Foi utilizado 
o teste ANOVA de uma via seguido do pós-teste Tukey. O número de animais utilizados em cada grupo 
encontra-se entre parêntesis. *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. DNAmit. 
 
 
 
Figura 16 – Efeito do DNA mitocondrial e ODN2088 sobre a resposta vasoconstritora 

à fenilefrina em anéis de aorta com endotélio isolados de fêmeas SHR 
com 15 semanas de idade. 

 
 

Fêmeas 
 

 
 

 
Curvas concentração-resposta cumulativas à fenilefrina em anéis de aorta com endotélio isolados de 
fêmeas SHR com 15 semanas de idade, na presença (linha pontilhada) ou ausência (linha contínua) 
de DNA mitocondrial (4 μg/ml) e ODN2088 (antagonista do TLR9 – 1,7 μg/ml; linha pontilhada preta). 
Valores expressos em gramas (g) de tensão. Cada ponto representa a média ± epm. 
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Tabela 10 – Resposta máxima e sensibilidade à fenilefrina em anéis de aorta com 
endotélio isolados de fêmeas SHR com 15 semanas de idade após 
estímulo com DNA mitocondrial e ODN2088 (antagonista do TLR9). 

 
Rmáx (g) pD2 

Controle (15) 2,21 ± 0,11 6,98 ± 0,14 

DNAmit (16) 2,24 ± 0,12 7,14 ± 0,10 

ODN2088 (4) 2,09 ± 0,15 6,71 ± 0,07 

(Rmáx) resposta máxima, (pD2) sensibilidade ao agonista e (g) gramas de tensão. Valores expressos 
como média ± epm. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via seguido do pós-teste Tukey. O número de 
animais utilizados em cada grupo encontra-se entre parêntesis. 
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4.8 Expressão proteica do TLR9 e da molécula adaptadora MyD88 em aortas 
isoladas de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

O estímulo com DNAmit na presença ou ausência de fenilefrina não alterou a 

expressão proteica (UA) do TLR9 e da molécula adaptadora MyD88 em aortas 

isoladas de machos (Figura 17A) e de fêmeas SHR (Figura 17B). 

 

 

Figura 17 – Expressão proteica do TLR9 e da molécula adaptadora MyD88 em 
aortas isoladas de machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 
 

A) Machos 
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B) Fêmeas 

 

 

 

 

 

 

 

Os histogramas de barras representam a expressão proteica em unidades arbitrárias (UA) do TLR9 e 
da molécula adaptadora MyD88 em aortas isoladas de machos (A) e fêmeas (B) SHR com 15 semanas 
de idade incubadas com DNA mitocondrial (4 μg/ml) e/ou fenilefrina (10-5 M). As figuras representativas 
do Western Blotting encontram-se acima dos histogramas de barras (C: Controle sem fenilefrina; CF: 
Controle com fenilefrina; D: DNAmit sem fenilefrina; DF: DNAmit com fenilefrina).  Valores expressos 
como média ± epm. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número 
de animais utilizados em cada grupo encontra-se dentro das barras. 
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4.9 Expressão proteica da ERK1/2 fosforilada e total em aortas isoladas de 
machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

Em aortas isoladas de machos SHR (Figura 18A), tanto o estímulo com 

fenilefrina quanto o estímulo com DNAmit aumentaram a expressão proteica (UA) da 

ERK1/2 fosforilada e total, sendo que o aumento da fosforilação da ERK1/2 foi 

potencializado na presença do DNAmit juntamente com a fenilefrina. Já em aortas 

isoladas de fêmeas SHR (Figura 18B) o estímulo com DNAmit reduziu a expressão 

proteica da ERK1/2 fosforilada e o estímulo com DNAmit juntamente com a fenilefrina 

reduziu a expressão proteica da ERK1/2 fosforilada e total. 

 

Figura 18 – Expressão proteica da ERK1/2 fosforilada e total em aortas isoladas de 
machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

A) Machos 
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B) Fêmeas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os histogramas de barras representam a expressão proteica em unidades arbitrárias (UA) da ERK1/2 
fosforilada e total em aortas isoladas de machos (A) e fêmeas (B) SHR com 15 semanas de idade 
incubadas com DNA mitocondrial (4 μg/ml) e/ou fenilefrina (10-5 M). As figuras representativas do 
Western Blotting encontram-se acima dos histogramas de barras (C: Controle sem fenilefrina; CF: 
Controle com fenilefrina; D: DNAmit sem fenilefrina; DF: DNAmit com fenilefrina). Valores expressos 
como média ± epm. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número 
de animais utilizados em cada grupo encontra-se dentro das barras. *p<0,05 vs. Controle sem 
fenilefrina; #p<0,05 vs. Controle com fenilefrina; +p<0,05 vs. DNAmit sem fenilefrina. 
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4.10 Expressão proteica da eNOS fosforilada e total em aortas isoladas de 
machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 
 

O estímulo com DNAmit na presença ou ausência de fenilefrina não alterou a 

expressão proteica (UA) da eNOS fosforilada e total em aortas isoladas de machos 

(Figura 19A) e de fêmeas SHR (Figura 19B). 

 

 

Figura 19 – Expressão proteica da eNOS fosforilada e total em aortas isoladas de 
machos e fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

 

A) Machos 
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B) Fêmeas 

 

 

 

 

 

 

 

Os histogramas de barras representam a expressão proteica em unidades arbitrárias (UA) da eNOS 
fosforilada e total em aortas isoladas de machos (A) e fêmeas (B) SHR com 15 semanas de idade 
incubadas com DNA mitocondrial (4 μg/ml) e/ou fenilefrina (10-5 M). As figuras representativas do 
Western Blotting encontram-se acima dos histogramas de barras (C: Controle sem fenilefrina; CF: 
Controle com fenilefrina; D: DNAmit sem fenilefrina; DF: DNAmit com fenilefrina). Valores expressos 
como média ± epm. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número 
de animais utilizados em cada grupo encontra-se dentro das barras. 
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4.11  Concentração de IL-6, TNF-α e IL-10 em aortas isoladas de machos e 
fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 

Em aortas isoladas de machos SHR (Figura 20A) o estímulo com fenilefrina 

aumentou a concentração (pg/μg) de IL-6, sendo que esse aumento foi potencializado 

na presença de DNAmit. Além disso, o estímulo com DNAmit juntamente com a 

fenilefrina também aumentou a concentração de TNF-α e IL-10. Em aortas isoladas 

de fêmeas SHR (Figura 20B) o estímulo com fenilefrina também aumentou a 

concentração (pg/μg) de IL-6, porém esse aumento não foi potencializado na presença 

de DNAmit. Além disso, nessas aortas isoladas de fêmeas SHR o estímulo com 

DNAmit reduziu a concentração de TNF-α e não alterou a concentração de IL-10. 

  

 

Figura 20 – Concentração de IL-6, TNF-α e IL-10 em aortas isoladas de machos e 
fêmeas SHR com 15 semanas de idade. 

 
 
 

A) Machos 
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B) Fêmeas 
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Os histogramas de barras representam a concentração em pg/μg de IL-6, TNF-α e IL-10 em aortas 
isoladas de machos (A) e fêmeas (B) SHR com 15 semanas de idade incubadas com DNA mitocondrial 
(4 μg/ml) e/ou fenilefrina (10-5 M). Valores expressos como média ± epm. Foi utilizado o teste ANOVA 
de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número de animais utilizados em cada grupo encontra-se 
dentro das barras. *p<0,05 vs. Controle sem fenilefrina; #p<0,05 vs. Controle com fenilefrina; +p<0,05 
vs. DNAmit sem fenilefrina. 
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4.12  Detecção de EROs em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR com 15 
semanas de idade. 

 

Em aortas isoladas de machos SHR (Figura 21A) o estímulo com DNAmit na 

presença ou ausência de fenilefrina não alterou o conteúdo de EROs (UA). Por outro 

lado, em aortas isoladas de fêmeas SHR (Figura 21B) o estímulo com fenilefrina 

aumentou o conteúdo de EROs e a pré-incubação com DNAmit impediu esse aumento 

causado pela fenilefrina. 

 

 

Figura 21 –  Detecção de EROs em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR com 
15 semanas de idade. 
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B) Fêmeas 
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Fêmeas 

 
 

 
 
 
 

 
Os histogramas de barras representam o conteúdo de EROs em unidades arbitrárias (UA) em aortas 
isoladas de machos (A) e fêmeas (B) SHR com 15 semanas de idade incubadas com DNA mitocondrial 
(4 μg/ml) e/ou fenilefrina (10-5 M). As figuras representativas do ensaio de Dihidroetidina (DHE) 
encontram-se abaixo dos histogramas de barras. Valores expressos como média ± epm. Foi utilizado 
o teste ANOVA de duas vias seguido do pós-teste Tukey. O número de animais utilizados em cada 
grupo encontra-se dentro das barras. *p<0,05 vs. Controle sem fenilefrina; #p<0,05 vs. Controle com 
fenilefrina. 
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5 DISCUSSÃO 

  

O presente trabalho foi o primeiro a demonstrar que há diferença sexual 

associada à liberação do DNAmit na hipertensão arterial, uma vez que fêmeas SHR 

apresentaram menor conteúdo de DNAmit circulante em comparação ao dos machos 

SHR. Além disso, demonstramos também que em anéis de aorta isolados de SHR 

adultos a incubação com DNAmit, agonista endógeno do TLR9, induziu respostas 

vasculares e moleculares diferentes em machos e fêmeas, sugerindo uma possível 

diferença sexual na ação do DNAmit ou na ativação do TLR9. 

Na década de 1990, Polly Matzinger (51) introduziu uma nova teoria na área da 

imunologia, denominada de “Danger Model”. Esta teoria afirma que as células do 

sistema imunológico são ativadas não apenas por PAMPs (padrões moleculares 

associados à patógenos), mas também por substâncias provenientes de células 

lesadas e/ou por estresse metabólico do próprio hospedeiro, os DAMPs (padrões 

moleculares associados à danos), os quais são reconhecidos por receptores de 

reconhecimento de padrões como os TLRs, ativando a resposta imunológica mesmo 

na ausência de patógenos. 

Neste contexto, diversos trabalhos já demonstraram que na hipertensão arterial 

há aumento de algumas moléculas endógenas como PCR, angiotensina II, HSP60, 

HSP70, IL-1α, proteína amiloide A, fibrinogênio, LDL oxidada, ácido hialurônico e 

ácido úrico, que podem agir como DAMPs e ativar os TLRs, contribuindo para o 

processo inflamatório presente na hipertensão arterial e sendo um dos possíveis elos 

entre hipertensão arterial, inflamação e ativação do sistema imunológico (52-61). 

De fato, nesse trabalho demonstramos que o conteúdo de DNAmit, um DAMP 

agonista do TLR9, aumenta com o desenvolvimento da hipertensão arterial, uma vez 

que SHR adultos (hipertensos) apresentaram maior conteúdo de DNAmit no soro em 

comparação ao dos SHR jovens (pré-hipertensos) e ao dos ratos Wistar adultos e 

jovens (normotensos). Semelhante aos nossos achados, autores observaram também 

que há aumento no conteúdo de DNAmit no plasma de machos SHR adultos em 

comparação ao dos ratos Wistar Kyoto (95). 

A principal fonte de liberação de DNAmit é a necrose celular, situação que está 

presente em diversas doenças e alterações cardiovasculares associadas à 

hipertensão arterial (75-82). Demonstramos em nosso trabalho que machos SHR além 
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de apresentarem maiores valores pressóricos em comparação aos das fêmeas SHR, 

apresentaram também maior conteúdo de DNAmit circulante, diferenças essas que 

não foram observadas entre os animais normotensos Wistar machos e fêmeas. 

Portanto, é possível supor que a sobrecarga pressórica induza maior dano celular e 

consequentemente maior liberação de DNAmit. 

De fato, já foi demonstrado que machos SHR adultos tratados com 

hidroclorotiazida e reserpina, apresentaram redução do conteúdo plasmático de 

DNAmit à valores semelhantes aos observados em ratos Wistar Kyoto (95), dados 

esses que corroboram com a nossa hipótese de possível associação entre valores 

pressóricos e liberação diferencial de DNAmit circulante. 

É importante destacar que, em virtude de não termos encontrado diferenças 

nos valores pressóricos e conteúdo de DNAmit circulante entre os ratos normotensos 

Wistar machos e fêmeas, os demais experimentos foram realizados apenas em 

animais hipertensos SHR machos e fêmeas. 

Após ativado, o TLR9 pode ativar duas vias de sinalização diferentes, uma 

dependente e uma independente da molécula adaptadora MyD88. A ativação da via 

dependente de MyD88 está associada à ativação de MAPKs e NF-κB, induzindo a 

produção de diversas moléculas pró-inflamatórias (46, 50, 68-70). Dessa forma, uma 

maior ativação do TLR9 devido ao aumento no conteúdo de DNAmit poderia contribuir 

para o processo inflamatório crônico de baixa intensidade presente na hipertensão 

arterial e assim exacerbar a disfunção vascular presente nesta condição, uma vez que 

as citocinas podem influenciar a resposta vascular por induzirem a síntese de diversas 

substâncias vasoativas (35). 

Em virtude disso, no presente trabalho avaliamos em anéis de aortas com 

endotélio isolados de animais SHR adultos se a pré-incubação com DNAmit extraído 

do fígado dos machos e fêmeas SHR, poderia alterar a resposta vascular à 

substâncias vasodilatadoras (acetilcolina ou nitroprussiato de sódio) e 

vasoconstritoras (noradrenalina ou fenilefrina) e se essa resposta vascular poderia ser 

diferente entre machos e fêmeas. 

É importante destacar que a pureza do DNAmit extraído do fígado desses 

animais foi confirmada pela técnica de RT-PCR, apresentando altas concentrações 

de NADH desidrogenase e citocromo B e baixas concentrações de GAPDH e 16S 

ribossomal bacteriano, confirmando que esse DNA obtido era predominantemente 
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mitocondrial e excluindo possível contaminação com DNA genômico ou DNA 

bacteriano (dados não apresentados). 

Para avaliar se o DNAmit poderia exacerbar a disfunção endotelial presente 

nesses animais SHR, realizamos curvas concentração-resposta cumulativas à 

acetilcolina, um vasodilatador dependente do endotélio. A acetilcolina ao agir em 

receptores muscarínicos acoplados a proteína Gq presentes na célula endotelial induz 

a ativação da fosfolipase C (PLC) o que leva à formação dos segundos mensageiros 

trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Esses segundos mensageiros 

estimulam a abertura de canais de Ca2+ presentes no retículo sarcoplasmático e de 

canais de Ca2+ sensíveis a voltagem, aumentando assim, a concentração intracelular 

de Ca2+ (10, 96, 97). 

O Ca2+ se liga então a proteína citoplasmática calmodulina, formando o 

complexo Ca2+-calmodulina, que na célula endotelial é capaz de ativar a eNOS e levar 

a produção de óxido nítrico. O óxido nítrico por sua vez, difunde-se para as células do 

músculo liso vascular e estimula diretamente a enzima guanilato ciclase solúvel, o que 

produz GMPc (monofosfato cíclico de guanosina). Como consequência, ocorre 

redução da concentração citoplasmática de Ca2+ e redução da afinidade das proteínas 

contráteis ao Ca2+, resultando em relaxamento do músculo liso vascular (10, 96, 97). 

Em nosso trabalho, observamos que a pré-incubação com DNAmit em anéis 

de aorta com endotélio isolados de machos e fêmeas SHR não alterou a resposta 

vasodilatadora à acetilcolina, indicando que provavelmente o estímulo vascular com 

esse DAMP não afeta a produção de óxido nítrico endotelial. Esse resultado é 

reforçado pelo fato de que a pré-incubação com DNAmit também não alterou a 

expressão proteica da eNOS na aorta desses animais, a principal enzima responsável 

pela produção de óxido nítrico no endotélio vascular. 

Apesar disso, em machos Sprague-Dawley tratados por três dias com 

ODN2395, agonista sintético do TLR9, os autores observaram que há redução na 

vasodilatação à acetilcolina em anéis de aorta (95). Entretanto, é importante destacar 

que após o tratamento com ODN2395 esses animais apresentaram aumento da 

pressão arterial sistólica, portanto, é possível que as alterações observadas pelos 

autores na reatividade vascular sejam decorrentes dos maiores valores pressóricos 

desses animais e não necessariamente da ação direta desse agonista do TLR9 no 

endotélio vascular. 
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Em outro grupo experimental, realizamos a reatividade de anéis de aorta com 

endotélio isolados de machos e fêmeas SHR ao nitroprussiato de sódio, um nitrato 

inorgânico doador de óxido nítrico cuja ação vasodilatadora ocorre principalmente via 

ação direta em células do músculo liso vascular, apesar do endotélio vascular 

potencializar o seu efeito vasodilatador (98). 

O nitroprussiato de sódio é composto por um íon de ferro complexado a cinco 

íons de cianeto e uma molécula de óxido nítrico. O mecanismo pelo qual o 

nitroprussiato de sódio libera o óxido nítrico pode ocorrer por duas formas distintas, 

uma enzimática via ação de enzimas como NADPH oxidade (nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase) e citocromo P450 que catalisam a reação de liberação 

do óxido nítrico ou de forma não enzimática via ação de ânions tiolatos que 

decompõem o complexo e assim liberam o óxido nítrico (99). Além disso, sabe-se 

também que o nitroprussiato de sódio pode aumentar a concentração de Ca2+ no 

endotélio vascular e reduzir a concentração de Ca2+ no músculo liso vascular, fatos 

que também auxiliam no efeito vasodilatador induzido por esse agonista (98).  

Após a pré-incubação com DNAmit, pudemos observar que há diferença entre 

machos e fêmeas na vasodilatação induzida por esse doador de óxido nítrico, uma 

vez que houve redução na sensibilidade ao nitroprussiato de sódio apenas em anéis 

de aorta isolados de machos SHR e não em aortas isoladas de fêmeas. É importante 

destacar que já foi descrito que em aortas de camundongos machos Balb/c a presença 

de estresse oxidativo com aumento de EROs e a presença de processo inflamatório 

com aumento de NF-κB, COX, TNF-α e IL-6 estão associados ao desenvolvimento de 

tolerância ao nitroprussiato de sódio e consequente redução na potência de 

relaxamento a esse vasodilatador (100). 

Embora em nosso trabalho não tenhamos observado aumento na concentração 

de EROs ou de TNF-α e IL-6 em aortas isoladas de machos SHR após incubação com 

DNAmit, observamos que houve aumento da fosforilação da ERK1/2 e da expressão 

proteica da COX-1 (dados não mostrados). Portanto, sabendo que a cascata de 

sinalização clássica do TLR9 está associada com ativação de MAPKs e NF-κB e 

consequente desenvolvimento de processo inflamatório, é possível sugerir que em 

nosso trabalho o estímulo com DNAmit aumentou o estado inflamatório local, o que 

poderia contribuir para o desenvolvimento de tolerância ao nitroprussiato de sódio e 

redução na sensibilidade a esse vasodilatador em aortas isoladas de machos SHR. 
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Sabe-se que o processo inflamatório pode também alterar a resposta vascular 

à agentes vasoconstritores. De fato, autores demonstraram que a resposta 

vasoconstritora induzida pela fenilefrina foi potencializada após a incubação com as 

citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α em anéis de aorta isolados de fêmeas 

Sprague-Dawley (101, 102). Sendo assim, avaliamos em nosso estudo se a pré-

incubação com DNAmit além de reduzir a sensibilidade vascular ao agente 

vasodilatador nitroprussiato de sódio, poderia também alterar a resposta vascular aos 

agentes vasoconstritores noradrenalina e fenilefrina.  

A noradrenalina é um agonista não seletivo de receptores α e β-adrenérgicos 

cujo efeito vasoconstritor ocorre principalmente via ativação de receptores α1-

adrenérgicos presentes em células do músculo liso vascular. A ativação desses 

receptores leva a ativação da PLC e formação de IP3 e DAG, induzindo aumento na 

concentração intracelular de Ca2+. No músculo liso vascular, a formação do complexo 

Ca2+-calmodulina é capaz de ativar a quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) e 

induzir assim, a contração da célula muscular lisa (10, 96). 

No nosso trabalho, observamos que a pré-incubação com DNAmit não alterou 

a resposta vasoconstritora à noradrenalina em anéis de aorta com endotélio isolados 

de machos e fêmeas SHR. Apesar disso, é importante salientar que a noradrenalina 

é um agonista não seletivo de receptores α e β-adrenégicos e que a ativação de 

receptores α2 na célula endotelial induz a produção de óxido nítrico devido ao 

aumento da concentração intracelular de Ca2+. Já a ativação de receptores β leva a 

ativação da proteína quinase A (PKA) que na célula endotelial também induz a 

produção de óxido nítrico e na célula muscular lisa diminui a concentração intracelular 

de Ca2+, fatores esses que poderiam reduzir a resposta contrátil da noradrenalina em 

receptores α1 presentes no músculo liso vascular (10). 

De fato, autores demonstraram que a remoção mecânica do endotélio vascular 

aumentou a resposta máxima induzida pela noradrenalina em aortas de machos 

Wistar (103), mostrando que a presença do endotélio vascular atenua a resposta 

vasoconstritora induzida por esse agonista, o que poderia justificar em parte a 

ausência de efeito do DNAmit sobre a resposta à noradrenalina observada em nosso 

trabalho. 

Em vista do descrito acima, avaliamos também o efeito da pré-incubação com 

DNAmit sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina, um agonista seletivo α1-
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adrenérgico cujo mecanismo de indução de contração vascular é semelhante ao da 

noradrenalina (10). Em nosso trabalho, demonstramos que a pré-incubação com 

DNAmit aumentou a resposta máxima à fenilefrina apenas em anéis de aorta isolados 

de machos SHR, sendo que essa hiperresponsividade foi corrigida pelo ODN2088, 

antagonista do TLR9, confirmando que essa hiperresponsividade à fenilefrina após 

incubação com DNAmit ocorre via ativação desse receptor. 

Além disso, é importante destacar que os dados obtidos com a reatividade 

vascular ao nitroprussiato de sódio e à fenilefrina, em conjunto com os resultados da 

acetilcolina e noradrenalina, nos sugerem que o estímulo com DNAmit provavelmente 

induz alterações no músculo liso vascular com pouca ou nenhuma ação sobre as 

células endoteliais em aortas isoladas de machos SHR. 

Além disso, podemos sugerir também que o DNAmit via ativação do TLR9 induz 

respostas vasculares distintas em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR, podendo 

esse ser um dos fatores responsáveis pela diferença sexual presente na hipertensão 

arterial, uma vez que machos SHR apresentaram maior conteúdo de DNAmit 

circulante disponível para ativar o TLR9 em comparação as fêmeas SHR.  

Após a constatação que o estímulo do TLR9 via incubação com DNAmit induziu 

respostas vasculares distintas em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR, nossa 

próxima etapa foi investigar as possíveis vias de sinalização responsáveis por esse 

efeito. Em trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, demonstramos que o 

bloqueio do TLR4 via administração intraperitoneal de anticorpo anti-TLR4 em machos 

SHR, reduziu a expressão proteica do TLR4 em arteríolas mesentéricas de resistência 

e no ventrículo esquerdo desses animais (31, 63, 64). 

Além disso, outros autores demonstraram também que o estímulo do TLR4 com 

lipopolissacarídeo (LPS) está associado ao aumento de sua própria expressão em 

cardiomiócitos e células endoteliais coronarianas de machos Sprague-Dawley (104), 

portanto, é possível sugerir que a expressão dos TLRs seja autorregulável.  

Neste contexto, investigamos em nosso trabalho se a pré-incubação com 

DNAmit poderia aumentar a expressão proteica do TLR9, indicando uma maior 

ativação desse receptor, o que poderia justificar os achados obtidos nos ensaios de 

reatividade vascular. Entretanto, nenhuma diferença foi observada no conteúdo 

proteico do TLR9 e da molécula adaptadora MyD88 em aorta de machos e fêmeas 

SHR após o estímulo com DNAmit. 



80 
 

 
 

Os TLR9 ficam principalmente localizados na membrana do retículo 

endoplasmático e na presença do DNAmit podem migrar para vesículas endossomais 

(68). É importante destacar que já foi descrito que a migração do TLR9 para 

endossomos e sua posterior clivagem proteolítica são pré-requisitos para a ativação 

da via clássica (inflamatória) desses receptores. Embora a isoforma completa 

(150kDa) e a isoforma clivada (80kDa) do TLR9 sejam capazes de ligarem-se ao 

DNAmit, somente a isoforma clivada recruta a molécula adaptadora MyD88 e induz a 

ativação de moléculas pró-infamatórias (69, 105, 106). 

Neste sentido, é importante destacar que em nosso trabalho avaliamos a 

isoforma completa do TLR9 (150kDa), o que não necessariamente indicaria ativação 

da via inflamatória desse receptor, fato que poderia justificar não termos encontrado 

aumento no conteúdo proteico do TLR9 em aortas de machos e fêmeas SHR após 

estímulo com DNAmit. Além disso, com exceção do TLR3, todos os outros subtipos 

dos TLRs também podem ativar MyD88 (50), mostrando que esta molécula 

adaptadora não é exclusiva da sinalização do TLR9 e fazendo-se necessário portanto, 

a aplicação de técnicas mais específicas, como quantificação proteica após ensaio de 

imunoprecipitação, para assim obtermos a real fração do TLR9 ativa e ligada a MyD88 

após o estímulo com DNAmit. 

A ativação da sinalização dependente da molécula adaptadora MyD88 envolve 

a ativação de MAPKs e NF-κB, induzindo assim, a síntese de diversas moléculas pró-

inflamatórias (46, 50). Outro aspecto relevante, é que já foi demonstrado que a 

ativação de receptores α2-adrenérgicos pode levar a maior atividade da ERK1/2 (107). 

De fato, em nosso trabalho observamos que apenas em aortas isoladas de 

machos SHR a incubação com fenilefrina aumentou a expressão proteica da ERK1/2, 

o que também foi observado após incubação com DNAmit. É importante ressaltar que 

esse aumento na fosforilação da ERK1/2 foi potencializado quando essas aortas 

provenientes de machos SHR foram pré-incubadas com DNAmit juntamente com a 

fenilefrina. Além disso, diferente do ocorrido em aortas de machos, a pré-incubação 

com DNAmit em aortas isoladas de fêmeas reduziu a fosforilação da ERK1/2, o que 

corrobora com a nossa hipótese de ação diferencial do DNAmit em aortas de machos 

e fêmeas SHR. 

Dentre as MAPKs, a ERK1/2 é a mais estudada na hipertensão arterial uma 

vez que trabalhos já demonstraram que a sua ativação pode modificar a contração do 
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músculo liso vascular (108). Os mecanismos pelos quais a ERK1/2 favorece a 

contração vascular não são completamente compreendidos, entretanto até o 

momento há duas possíveis hipóteses. Uma delas é que a ativação da ERK1/2 leva a 

fosforilação e inativação da caldesmona, uma proteína que quando ativada bloqueia 

o sítio de ligação da actina com a miosina, portanto a fosforilação e inativação da 

caldesmona pela ERK1/2 acarreta em maior ligação entre os filamentos de actina e 

miosina e facilita o processo de contração das células musculares lisas (109). Outra 

hipótese é que a ERK1/2 ativa a MLCK, o que consequentemente aumenta a 

fosforilação das cadeias leves de miosina e a sua interação com os filamentos de 

actina, favorecendo o processo de contração vascular (110). 

Portanto, tendo em vista a influência da ERK1/2 no processo de contração 

vascular, é possível sugerir que em nosso trabalho uma maior ativação da ERK1/2 

após estímulo com DNAmit induza maior fosforilação da caldesmona e da MLCK, 

facilitando o processo de contração das células musculares lisas, o que poderia 

justificar em parte os nossos resultados de reatividade vascular em anéis de aorta 

isolados de machos SHR. 

A ativação da ERK1/2 também é capaz de regular a síntese de diversas 

moléculas pró-inflamatórias como interleucinas, TNF-α, COX2 e a ativação de NF-κB, 

contribuindo para o desenvolvimento de processo inflamatório (111). Já é bem 

estabelecido que as citocinas podem afetar a resposta vascular, uma vez que podem 

induzir genes que sintetizam diversos mediadores como prostanóides, leucotrienos, 

bradicinina, óxido nítrico, EROs e enzimas como COX2 e iNOS, sendo que todos 

esses mediadores podem alterar a resposta vascular (35). 

Sabe-se que a IL-6 é uma importante citocina pró-inflamatória que induz efeitos 

locais e sistêmicos, incluindo a indução de diversos outros mediadores inflamatórios. 

Essa citocina pode ser sintetizada por diversos tipos celulares incluindo células 

endoteliais, células do músculo liso vascular, macrófagos e monócitos em resposta a 

diversos estímulos como aumento nas concentrações de TNF-α e ET-1 (112, 113). 

Além disso, já foi descrito também que a incubação com noradrenalina em cultura de 

células de hepatócitos de machos Wistar, induziu aumento na concentração de IL-6 

(114), sugerindo que o estímulo de receptores α-adrenérgicos possa ser um dos 

mecanismos que altere as concentrações dessa citocina. 
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De fato, em nosso trabalho observamos que a incubação com fenilefrina 

aumentou a concentração de IL-6 em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR. 

Entretanto, apenas em aortas isoladas de machos SHR a pré-incubação de DNAmit 

juntamente com a fenilefrina potencializou esse aumento na concentração de IL-6, o 

que corrobora com a nossa hipótese de ação diferencial do DNAmit em machos e 

fêmeas SHR. 

Trabalhos já associaram aumento nas concentrações de IL-6 com alterações 

vasculares. Como exemplo, a pré-incubação com IL-6 aumenta a vasoconstrição 

induzida pela fenilefrina em aortas de machos Wistar (115) e do músculo liso do corpo 

cavernoso de ratos Sprague-Dawley, sendo esse último associado ao aumento nas 

concentrações de TXA2, um potente vasoconstritor (116). 

Portanto, tendo em vista que a IL-6 pode induzir a produção de diversos outros 

mediadores como o TXA2, é possível sugerir que em nosso trabalho o aumento nas 

concentrações de IL-6 após estimulo com DNAmit na presença da fenilefrina seja um 

dos fatores que justificariam as aortas isoladas de machos SHR apresentarem uma 

resposta contrátil exacerbada à fenilefrina após estimulo com DNAmit.  

 Outra citocina importante para a resposta inflamatória é o TNF-α, uma vez que 

também é capaz de induzir efeitos locais e sistêmicos incluindo a produção de outras 

moléculas pró-inflamatórias via ativação do NF-κB (112). Esta citocina também pode 

ser produzida por diversos tipos celulares incluindo células endoteliais, células do 

músculo liso vascular, macrófagos e células dendríticas (112, 117, 118).  

Em nosso trabalho, observamos que apenas em aortas isoladas de machos 

SHR, a pré-incubação com DNAmit juntamente com a fenilefrina aumentou a 

concentração de TNF-α. Diferente do ocorrido em aortas de machos, a pré-incubação 

com DNAmit em aortas isoladas de fêmeas reduziu a concentração de TNF-α à 

valores menores do que os observados nas fêmeas controles, o que reitera a nossa 

hipótese de que o DNAmit age de forma distinta em aortas de machos e fêmeas SHR, 

induzindo provavelmente um cenário mais pró-inflamatório nos machos e mais anti-

inflamatório nas fêmeas.  

Semelhante a IL-6, trabalhos já associaram aumento nas concentrações de 

TNF-α com alterações vasculares. Como exemplo, a infusão de TNF-α induziu 

vasoconstrição coronariana em ratos Wistar (41) e vasoconstrição brônquica em 
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ovelhas (42), fatos que podem estar associados ao aumento na concentração 

plasmática de ET-1, um potente vasoconstritor. 

Portanto, tendo em vista que o TNF-α também pode induzir a produção de 

diversos outros mediadores como a ET-1, é possível sugerir que em nosso trabalho o 

aumento nas concentrações de TNF-α após estimulo com DNAmit na presença da 

fenilefrina também seja um dos fatores que contribuiriam para as aortas isoladas de 

machos SHR apresentarem uma resposta contrátil exacerbada à fenilefrina após 

estimulo com DNAmit.  

 É importante ressaltar que observamos também que apenas em aortas isoladas 

de machos SHR a pré-incubação com DNAmit juntamente com a fenilefrina, além de 

aumentar as concentrações de IL-6 e TNF-α aumentou também as concentrações de 

IL-10, uma citocina anti-inflamatória capaz de inibir a função de macrófagos ativados 

e células dendríticas, agindo como feedback negativo frente ao desenvolvimento de 

processo inflamatório (112).  

De fato, já foi observado que a infusão de baixas concentrações de IL-6 em 

homens saudáveis é capaz de aumentar as concentrações plasmáticas de IL-10 (119). 

Portanto, é possível que a maior concentração de IL-6 observada em aorta de machos 

SHR após estímulo com DNAmit juntamente com a fenilefrina, induza também uma 

maior produção de IL-10 com o objetivo de contrabalancear o aumento na demanda 

pró-inflamatória após esses estímulos. 

 O processo inflamatório pode também promover estresse oxidativo, produzindo 

EROs com a finalidade de eliminar os agentes patogênicos que foram fagocitados, 

uma vez que essas substâncias são altamente reativas e por oxidação lipídica levam 

a degradação da membrana plasmática desses microrganismos (112, 120). 

Estudos relatam que a ativação do NF-κB pode induzir a produção de EROs 

por diversos mecanismos, como aumento na expressão das enzimas NADPH oxidase, 

xantina oxidase e COX-2 (121). Nesse contexto, o NF-κB é uma das moléculas 

ativadas na sinalização dos TLRs, portanto, a ativação desses receptores pode 

também levar a uma maior produção de EROs, fato que é atribuído à sinalização da 

molécula adaptadora MyD88, ativação da enzima NADPH oxidase e ao estresse 

mitocondrial (122, 123). 

Apesar disso, em nosso trabalho observamos que a pré-incubação com 

DNAmit não alterou o conteúdo de EROs em aortas isoladas de machos e fêmeas 
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SHR. Entretanto, observamos que apenas em aortas isoladas de fêmeas SHR, a 

incubação com fenilefrina aumentou a produção de EROs, sendo que a pré-incubação 

dessas aortas com o DNAmit impediu esse aumento induzido pela fenilefrina. 

É importante destacar que além do processo inflamatório, outros estímulos 

como o estresse de cisalhamento ou ação de alguns agonistas endoteliais como a 

bradicinina, também podem induzir a produção de EROs (9). Além disso, já foi descrito 

em cultura de células endoteliais de aortas isoladas de fêmeas SHR e Wistar que a 

incubação com fenilefrina aumentou a produção de EROs, indicando que em fêmeas 

o estímulo de receptores α1-adrenérgicos também induza uma maior produção de 

EROs (124), o que corrobora com os nossos achados em aortas isoladas de fêmeas 

SHR após incubação com fenilefrina. 

Dentre as EROs uma das principais é o ânion superóxido, uma molécula 

formada a partir da redução de um elétron do oxigênio molecular pela ação de 

algumas enzimas como a NADPH oxidase. O ânion superóxido participa de reações 

de oxidação e redução, podendo reagir rapidamente com o óxido nítrico e levar a 

formação de peroxinitrito, o que diminui a biodisponibilidade do óxido nítrico e 

consequentemente seus efeitos vasodilatadores na parede vascular. Dessa forma, as 

EROs desempenham papel fundamental na função endotelial e nas doenças 

cardiovasculares como a hipertensão arterial (9). 

Portanto, tendo em vista que em aortas isoladas de fêmeas SHR a pré-

incubação com DNAmit impediu o aumento do conteúdo de EROs induzido pela 

fenilefrina, é possível sugerir que em aortas de fêmeas SHR o DNAmit além de 

provavelmente induzir um cenário mais anti-inflamatório possa agir também como 

antioxidante, o que corroboraria com os nossos achados na reatividade vascular e 

com a nossa hipótese de que o DNAmit age de forma distinta em aortas de machos e 

fêmeas SHR.   

 Por fim, é importante ressaltar que a sinalização do TLR9 pode ativar duas vias 

intracelulares distintas dependendo do tipo de célula onde esse receptor é ativado. 

Em células imunológicas a ativação do TLR9 está associada com a ativação da via 

dependente da molécula adaptadora MyD88, envolvendo a ativação de MAPKs e NF-

κB e a síntese de diversas moléculas pró-inflamatórias. Por outro lado, em células não 

imunológicas a ativação do TLR9 está associada com redução na atividade da 

SERCA2, redução da síntese ATP, ativação da AMPK e maior tolerância ao estresse 
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celular, o que ocorre de forma independente da ativação de MyD88 (69, 70). Neste 

contexto, já foi descrito que machos SHR adultos apresentaram maior infiltração de 

macrófagos no córtex renal em comparação a das fêmeas (125). 

 Portanto, analisando em conjunto os resultados obtidos em nosso trabalho, é 

possível sugerir que devido aos maiores valores pressóricos apresentados pelos 

machos SHR, esses animais apresentem também uma maior infiltração de células 

imunológicas na parede vascular da aorta em comparação a das fêmeas. Este fato 

poderia levar a maior ativação de vias intracelulares diferentes do TLR9 após estímulo 

com DNAmit, ativando principalmente a via clássica (pró-inflamatória) do TLR9 em 

machos e a via não clássica (maior tolerância ao estresse celular) em fêmeas, o que 

induziria respostas vasculares diferentes em aortas de machos e fêmeas SHR e 

corroboraria com os resultados obtidos em nosso trabalho. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que há diferença 

sexual em relação a liberação do DNA mitocondrial na hipertensão arterial, uma vez 

que fêmeas SHR apresentaram menor conteúdo de DNA mitocondrial circulante em 

comparação com o dos machos. Além disso, esse agonista endógeno do TLR9 

induziu respostas vasculares diferentes em aortas isoladas de machos e fêmeas SHR, 

podendo ser este um dos fatores que contribuiria para a diferença sexual na 

hipertensão arterial. Dessa forma, podemos sugerir que o tratamento similar da 

hipertensão arterial para homens e mulheres deva ser reavaliado. 
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