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RESUMO 

 

 

Oliveira, P. W. C. Metformina reduz disfunção vascular em ratas 

ovariectomizadas. 2012. Dissertação (Mestrado em Ciências Fisiológicas) 

Departamento de Ciências Fisiológicas – Universidade Federal do Espirito 

Santo, 2012. 

 

Tanto menopausa como a privação de estrogênio por ovariectomia estão 

relacionados à disfunção vascular. A metformina é um fármaco 

hipoglicemiante com efeitos pleiotrópicos ligados a melhoria do sistema 

cardiovascular. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento 

com metformina na função vascular em ratas ovariectomizadas. Ratos 

Wistar fêmeas, com 8 semanas de idade, foram ovariectomizados (OVX) 

ou sofreram cirurgia ficticia (SHAM) e após 21 dias foram divididos em 3 

grupos e tratados durante 14 dias: SHAM (veículo), OVX (veículo) e MET 

(ratas OVX tratados com metformina, 300mg/kg/dia). Nestes animais foi 

estudada a reatividade vascular de relaxamento à acetilcolina (ACh) e ao 

nitroprussiato de sódio (NPS) no leito vascular mesentérico ex vivo. OVX 

teve prejuízo de resposta à ACh e MET reverteu parcialmente esse 

prejuízo (SHAM > MET > OVX). Em presença de L-NAME (100µM) essas 

respostas foram reduzidas e equalizadas, indicando que as diferenças 

iniciais eram devido a via do óxido nítrico (NO). A adição de indometacina (

INDO; 10µM) em conjunto ao L-NAME não alterou a resposta já obtida 

somente com L-NAME, mostrando não haver participação significante de 

prostanóides nessa resposta. Ao mesmo tempo, não houve diferença entre 

os grupos na resposta residual em presença conjunta de L-NAME e INDO, 

que representa a resposta mediada pelo fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF). A inibição dos canais de potássio voltagem-dependentes 

(KV) por 4-aminopiridina (1mM), evocou maior redução de resposta à ACh 

no MET que no SHAM e OVX, enquanto a inibição da NADPH oxidase 

(NOX) por apocinina (APO; 30µM) provocou menor alteração de resposta 

no MET que nos outros grupo, indicando em conjunto um aumento do 

funcionamento dos KV e uma redução do estresse oxidativo via NOX, no 



grupo MET. O grupo OVX respondeu menos ao NPS que o SHAM o 

tratamento crônico com metformina reverteu este prejuízo. A inibição por 

APO não alterou a resposta ao NPS no SHAM, mas aumentou a resposta 

no OVX, igualando ao SHAM, indicando que esse prejuízo era relacionado 

ao estresse oxidativo. No grupo MET, a inibição por APO potencializou a 

resposta ao NPS. A expressão proteica da eNOS estava reduzida no OVX 

em relação ao grupo SHAM e a metformina foi capaz de restaurar a 

expressão da eNOS nos animais ovariectomizados. A expressão proteica 

da NOX2 estava aumentada no OVX em relação ao grupo SHAM e a 

metformina foi capaz de reverter esse aumento. Concluímos que a 

metformina melhora a função vascular em ratas OVX via NO, com aumento 

da ação do NO e da expressão da eNOS, além de maior participação dos 

canais KV na resposta vasodilatadora à ACh, e redução do estresse 

oxidativo derivado da NOX e da expressão da NOX2, sugerindo possuir 

potencial terapêutico para mulheres na pós-menopausa, entretanto mais 

estudos são necessários para confirmar este potencial. 

 

Palavras-Chave: ovariectomia, reatividade vascular, metformina, estresse 

oxidativo, oxido nítrico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Oliveira, P. W. C. Metformin attenuates vascular dysfunction in 

ovariectomized rats. 2012. Master thesis (Physiological sciences). 

Department of Physiological Sciences, Federal University of Espirito Santo, 

2012. 

 

Both menopause and estrogen deprivation by ovariectomy are related with 

vascular dysfunction. Metformin is hypoglycemic drug with pleiotropic 

effects that are linked with improvement of cardiovascular system. The aim 

of this study was to evaluate the effects of metformin treatment on vascular 

function in ovariectomized rats. At 8 weeks of age, female Wistar rats were 

ovariectomized (OVX) or sham (SHAM) operated and after 21 days was 

divided into 3 groups and treated for 14 days: SHAM (vehicle), OVX 

(vehicle) and MET (metformin-treated OVX rats, 300mg/kg/day). Then, was 

studied the vascular reactivity of relaxation to acetylcholine (ACh) and 

sodium nitroprusside (SNP) in ex vivo mesenteric vascular bed. OVX shows 

impairment of response to ACh and MET partially reversed this impairment 

(SHAM > MET > OVX). In presence of L-NAME (100μM) these responses 

were reduced and equalized, indicating that the initial differences were due 

to nitric oxide (NO) pathway. The addition of indomethacin (INDO; 10µM) 

together to the L-NAME did not alter did not alter the response already 

obtained with L-NAME alone, showing no significant participation of 

prostanoids in this response. At the same time, there was no difference 

among groups in the residual response in combined presence of L-NAME 

and INDO, that representing the endothelium-derived hyperpolarizing factor 

(EDHF)-mediated response. Inhibition of Voltage-Gated Potassium 

Channels (KV) by 4-aminopyridine (1mM), evoked larger attenuation in ACh-

induced response in MET than in SHAM and OVX.  The inhibition of 

NADPH oxidase (NOX) by apocynin (APO; 30μM) lead to a smaller change 

in MET response than in the other groups, indicating together an 

enhancement of KV function and a reduction in NOX/oxidative stress, in 

MET group. SNP-induced response of OVX was smaller than SHAM.  

Metformin treatment was able to normalize this response.  APO did not alter 



SNP response in SHAM, but increase in OVX, indicating that the 

impairment was related to NOX/oxidative stress in OVX group. APO 

enhanced SNP response in MET group. eNOS protein expression was 

reduced in OVX compared to SHAM group and metformin was able to 

restore the expression of eNOS in ovariectomized animals. NOX2 protein 

expression was increased in OVX compared to SHAM group and metformin 

was able to reverse this increase. We conclude that metformin improves 

vascular function in OVX rats through NO pathway, with increased action of 

NO and eNOS expression, beyond a larger participation of KV channels, 

and reduction in NOX/oxidative stress and NOX2 expression, suggesting 

have therapeutic potential for postmenopausal women, however, more 

studies are needed to confirm this potential. 

 

Keywords: ovariectomy, vascular reactivity, metformin, oxidative stress, 

nitric oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A expectativa de vida das brasileiras vem crescendo nos últimos anos. 

Assim essas mulheres convivem por mais tempo com as modificações 

orgânicas que acompanham o envelhecimento. Dentre essas modificações 

está o processo de menopausa, onde ocorre progressiva queda dos níveis 

hormonais ovarianos e aumento das gonadotrofinas hipofisárias (Figura 

1B). A menopausa pode ser dividida em: pré-menopausa – fase marcada 

por sintomas que anunciam o inicio das mudanças orgânicas, 

perimenopausa – fase de transição onde ocorre cessação da menstruação, 

e a pós-menopausa – fase que se segue dai em diante e que foi nosso foco 

de estudo por ser a fase onde ocorre aumento do risco cardiovascular 

(NOTELOVITZ, 1986; GRACIA et al., 2005; TADDEI et al., 1996).   

  

As doenças cardiovasculares (DCV) são a principal causa de mortalidade 

no mundo (MURRAY & LOPEZ, 1996). Estudos epidemiológicos têm 

demonstrado um menor risco cardiovascular em mulheres na pré-

menopausa do que em homens na mesma faixa etária e mulheres na pós-

menopausa, oque está associado com um efeito protetor cardiovascular 

dos hormônios sexuais ovarianos (JOUSILAHTI et al., 1999; TADDEI et al., 

1996). Entretanto a terapia de reposição hormonal, na qual era esperado 

restauração dessa proteção em mulheres na pós-menopausa, ainda é algo 

controverso (MANSON et al., 2003; WASSERTHEIL-SMOLLER et al., 

2003;  YILDIRIR, 2010). Neste sentido, o nosso grupo vem pesquisando o 

efeito de outras terapias hormonais sobre o sistema cardiovascular e 

imunológico em modelo animal de pós-menopausa.  

 

Os estudos experimentais em modelo animais ajudam a esclarecer os 

dados dos estudos epidemiológicos sobre os efeitos da pós-menopausa 

nas mulheres. Nesse contexto, a ovariectomia em animais experimentais 

serve como modelo de deficiência estrogênica, mimetizando os efeitos da 

menopausa mesmo em animais jovens, apesar de que em mulheres a 

menopausa coexiste, principalmente, com os efeitos do envelhecimento. 

Esse modelo é adequado para o estudo da pós-menopausa, mas não se 
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adequa ao estudo da pré-menopausa e perimenopausa, que são processos 

gradativos de modificação hormonal que acontecem nas mulheres 

enquanto que a ovariectomia promove uma modificação hormonal abrupta 

do arranjo hormonal (Figura 1C) (ACOSTA et al., 2009;  NOTELOVITZ, 

1986; GRACIA et al., 2005). Assim para estudo dessas outras fases o 

modelo adequado é o de falência ovariana acelerada onde através de 

injeções de 4-vinilciclohexeno diepoxido o animal desenvolve um processo 

de menopausa similar ao humano (Figura 1A), porem em velocidade 

acelerada (VAN KEMPEN et al., 2011). 

 

Para nossos estudos de pós-menopausa, que é a fase onde há aumento 

do risco cardiovascular, o modelo de ovariectomia foi o escolhido por ser o 

mais citado na literatura cientifica, permitindo uma maior comparação de 

nossos resultados com outros trabalhos (4841 resultados de busca para o 

termo “ovariectomy” no banco de dados de literatura cientifica PUBMED, 

em 24/08/2012). 

 

 

 

 A) 

 

 

 B) 

 

 

 C) 

 

Figura 1. Ciclicidade estral, níveis de estrogênio, e níveis de FHS: (A) em ratas com 

falência ovariana acelerada por 4-vinilciclohexeno diepoxido (VCD) ao longo dos dias após 

o tratamento químico, (B) em mulheres nas diferentes fases de maturidade sexual, e (C) 

em ratas ovariectomizadas antes e após a cirurgia.  Adaptado de JAX® Notes™ (2005). 
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Nossos resultados mais recentes mostram que em ratas normotensas 

ovariectomizadas a tibolona, o raloxifeno e tamoxifeno normalizaram a 

reatividade vascular coronariana, do leito mesentérico e da aorta, após 21 

dias de tratamento, associado à redução de citocinas pro-inflamatórias 

(TNF-alfa e IL-6) e aumento na concentração de ANP plasmático e 

cardíaco (LAMAS et al., 2011, CALIMAN et al., 2011; MEDEIROS et al., 

2011). Em ratas com hipertensão renal dois rins um clipe, o raloxifeno foi 

capaz de reduzir a pressão arterial média e esta redução foi correlacionada 

a aumento na produção de óxido nítrico (NO) plasmático (MORAES et al., 

2011). O tamoxifeno, em ratas espontaneamente hipertensas (SHR), 

normalizou a reatividade coronariana após 90 dias de tratamento, assim 

como, reduziu a pressão arterial média (BORGO et al., 2011). Tanto o 

raloxifeno, o tamoxifeno e a Tibolona apresentam suas ações fisiológicas 

via os receptores de estrogênios (KUSHNER et al., 2000; ARPINO et AL., 

2008), e apesar dos resultados promissores mostrados em estudos clínicos 

e experimentais (OSBORNE et al., 1998; SATO et al., 1996; TAKAHASHI 

et al., 2007; MEDEIROS et al., 2011; MORAES et al., 2011; BORGO et al., 

2011), estas terapias também vem apresentando problemas, como 

surgimento de câncer com a tibolona (BERAL et al., 2005;  CUMMINGS et 

al., 2008) e doenças tromboemboliticas com raloxifeno (BARRETT-

CONNOR et al., 2006) e tamoxifeno (ONITILO et al., 2009). Por este 

motivo, outras terapias que atuam por mecanismos independentes dos 

receptores de estrogênio devem ser investigadas para que as mulheres na 

fase perimenopausa ou pós-menopausa possam utilizar para reduzir os 

riscos cardiovasculares. Neste sentido, no presente trabalho, escolhemos 

estudar a metformina (N,N-dimetilbiguanida), que é um fármaco 

recomendado para pacientes com diabetes mellitus tipo 2 não Insulino-

dependente (RODBARD et al., 2007), e que além de sua ação 

hipoglicemiante têm mostrado, em estudos, efeitos pleiotrópicos 

relacionados a melhora do sistema cardiovascular (LOBATO et al., 2012; 

BURLÁ et al., 2011). 
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1.1 Disfunção Vascular na Pós-menopausa humana e experimental 

 

As células endoteliais vasculares participam na homeostase do sistema 

cardiovascular regulando o tônus vascular basal e a resposta vasomotora a 

diferentes estímulos (Figura 2), controlando a camada muscular subjacente 

por liberação de fatores vasoconstrictores como 20-HETE, PGH2, 

endotelina e angiotensina II, e também por liberação de fatores 

vasorelaxantes como NO produzido pela NOS, PGI2 produzida pela COX e 

o EDHF que é um conjunto de vários fatores produzidos por diferentes 

fontes (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1989; LEUNG et al., 2006; 

STANKEVICIUS et al., 2003). Em vasos de condutância, como a aorta, há 

uma maior participação do NO no relaxamento vascular, enquanto que em 

vasos de resistência, como no LVM, cresce a participação do EDHF 

(WOODMAN et al., 2000). Nesse contexto, o estresse oxidativo parece 

relacionar-se com prejuízo em vias de vasorelaxamento, com redução da 

biodisponibilidade do NO que reage com o O2
- formando peroxinitrito 

(ONOO–) (GRYGLEWSKI et al., 1986), e também com inativação do BH4, 

que é um cofator essencial para o funcionamento da NOS e consequente 

produção de NO. Ao mesmo tempo o H2O2 pode agir como EDHF 

promovendo vasorelaxamento, enquanto que em outras situações e 

dependendo da concentração pode ter ação vasoconstrictora (LUCCHESI 

et al., 2005). 
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Figura 2. Mecanismos básicos de relaxamento vascular mediado por células endoteliais. 

Adaptado de OZKOR & QUYYUMI (2011). Um agonista ou a tensão de cisalhamento 

aumenta a atividade da oxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e da ciclooxigenase (COX), 

gerando óxido nítrico (NO) e prostaciclina (PGI2) que levam à vasorelaxamento. Existem 

vários caminhos potenciais para formação de fator hiperpolarizante derivado de endotelio 

(EDHF). O aumento na concentração de cálcio intracelular ativa a fosfolipase A2 (PLC) 

para produzir ácido araquidônico que é metabolizado pela citocromo P450 2C (CYP4502c) 

gerando ácidos eicosatrienóicos (EETs) que podem estimular os canais de potássio 

ativados por cálcio (KCa) em células endoteliais e do musculo liso. Os EETs também 

podem ativar diretamente junções tipo Gap e também podem atuar autócrinamente nas 

células endoteliais por ativação do canal receptor de potencial transiente (TRP) V4, que 

promove o influxo de cálcio, aumentando ainda mais a concentração de cálcio e ativando 

canais KCa que causam hiperpolarização e liberação de potassio para o espaço 

subendotelial. O aumento de potássio no interstício pode ativar canais KCa, canais de 

potássio retificadores de influxo (KIR), ou a bomba sódio/potássio ATPase em células do 

músculo liso vascular (MLV), gerando hiperpolarização. A hiperpolarização do MLV leva a 

fechamento dos canais de cálcio promovendo queda na concentração de cálcio e 

consequente vasodilatação. A eNOS condicionalmente e as oxidases como a NADPH 

oxidase produzem ânion superóxido (O2
-
). O peróxido de hidrogénio (H2O2), gerado por 

dismutação do superóxido pela superóxido dismutase (SOD), pode também causar 

hiperpolarização através da ativação de KCa no músculo liso ou por ativação de junções 

tipo Gap. Adenilciclase: AC; monofosfato cíclico de adenosina: AMPc; monofosfato cíclico 

de guanosina: GMPc; guanilato ciclase solúvel: GCs; receptor de prostaciclina: IP. 
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Estudos em mulheres tem demonstrado ocorrência de disfunção vascular 

na pós-menopausa, com prejuízo de resposta vascular à ACh, verificado 

por pletismografia no antebraço (TADDEI et al., 1996), como também 

prejuízo da vasodilatação mediada por fluxo, que é a forma não invasiva 

comumente utilizada para avaliar a resposta vascular em humanos 

(MAEDA et al., 2011; MOREAU et al., 2012). E também em mulheres 

submetidas à ovariectomia, ocorre disfunção vascular, com prejuízo na via 

do NO (VIRDIS et al., 2000). 

 

Em ratos, a idade avançada, que normalmente acompanha a fase de pós-

menopausa em mulheres, leva prejuízo das vias de NO e EDHF em vasos 

mesentéricos (KHODJA et al., 2012). E adicionalmente aos prejuízos 

vasculares relacionados à idade, em modelo animal de pós-menopausa por 

ovariectomia em ratos de senescência acelerada, que mimetiza os efeitos 

da idade, a ovariectomia leva a um prejuízo ainda maior de resposta à ACh 

e diminuição da via do NO, igualmente ao que é encontrado em mulheres 

na pós-menopausa (NOVELLA et al., 2010). 

 

Em ratas ovariectomizadas há prejuízo de relaxamento à ACh com 

aumento da atividade da NADPH oxidase, do estresse oxidativo, e menor 

biodisponibilidade de NO (CAMPOREZ et al., 2011; YUNG et al., 2011). 

Também, em anéis de aorta de coelho a ovariectomia diminui a via do NO 

(HAYASHI et al., 1992) e em ratas, a ovariectomia diminui o relaxamento 

via EDHF (LIU et al., 2002). 

 

Assim, em humanos como em modelos experimentais animais, tanto a 

menopausa como a queda dos estrógenos por ovariectomia e também a 

idade estão relacionados a aumento do estresse oxidativo com prejuízo 

nas vias do NO e do EDHF, gerando disfunção vascular, colaborando no 

aumento do risco cardiovascular. Portanto, em nosso trabalho focamos no 

estudo dos fatores de relaxamento vascular derivados do endotélio, e do 

papel do estresse oxidativo nesse relaxamento. Como a maior fonte de 

ROS nos vasos sanguíneos é a enzima NADPH oxidase (MÜNZEL et al., 

1999), que oxida o NADPH à NADP+ gerando O2
- e H2O2, ela foi nosso alvo 
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de investigação quanto ao estresse oxidativo, em especial a NADPH 

oxidase que contem a subunidade NOX2 (gp91phox), por ser a isoforma 

mais presente nos vasos sanguíneos (GÖRLACH et al., 2000; RAY & 

SHAH, 2005). Sendo o mesentérico o maior leito vascular tendo grande 

influencia sobre a regulação da pressão sanguínea sistêmica (JIN et al., 

2010), ele foi o escolhido para realização de nossos estudos. 

 

1.2 Potencial Terapêutico da Metformina para Melhora da Função 

Vascular 

 

A metformina tem como principal alvo celular a fosforilação da AMPK, cuja 

ativação leva a inibição da produção de glicose pelo fígado, indução da 

oxidação lipídica, melhora da sensibilidade à insulina e aumento da 

captação de glicose pelo musculo (Figura 3), colaborando na homeostase 

energética celular (ANDÚJAR-PLATA et al., 2012). Mas, além disso, tanto 

a metformina como a AMPK interagem com uma serie de mecanismos 

intracelulares que participam do controle do tônus vascular. 

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismos básicos da metformina. Adaptado de SHU et al (2007). A 

metformina (N,N-dimetilbiguanida) entra nas células com auxilio de transportadores de 

cátions orgânicos tipo 1 (OCT1), onde promove ativação/fosforilação da proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK) via proteína quinase do fígado (LKB), levando a aumento da 

oxidação de ácidos graxos e da entrada de glicose com maior  translocação de 

transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para membrana citoplasmática.  
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A metformina tem efeito agudo de relaxamento vascular em ratos (PEULER 

et al., 1999), assim como também a ativação da AMPK provoca 

relaxamento em aorta e vasos mesentéricos de ratos (FORD et al., 2012). 

Em anéis de aorta de ratos, a metformina, via AMPK, reduziu a 

vasoconstricção evocada pela fenilefrina (SUNG & CHOI. 2012). Em um 

estudo in vivo, na artéria ilíaca de porcos, a metformina foi capaz de 

diretamente promover vasodilatação via NO (O'HORA et al., 2012), como 

também foi mostrado em outro estudo à possibilidade da metformina ser 

metabolizada liberando NO como metabólito (SEREZHENKOV et al., 

2011). A metformina também foi capaz de reduzir os níveis de 

prostaglandinas vasoconstrictoras e tromboxano A2 em ratos modelo de 

síndrome metabólica por sobrecarga de frutose (PUYÓ et al., 2012). Ao 

mesmo tempo, no leito arterial mesentérico de ratos modelo de obesidade 

por glutamato, a metformina aumentou a ação do oxido nítrico no ML, 

diminuiu a produção de ROS e corrigiu o balanço PGI2/TXA2 (LOBATO et 

al., 2012). Também, o remodelamento vascular de ratos, modelo de 

obesidade por glutamato, foi atenuado pela metformina (BURLÁ et al., 

2011).  

 

A associação de metformina junto à contraceptivo oral promoveu melhora 

na vasodilatação mediada por fluxo na artéria braquial, em comparação ao 

tratamento apenas com o contraceptivo, em um estudo duplo-cego em 

mulheres com sobrepeso e ovário policístico (ESSAH et al., 2011). Já em 

pacientes com esteatose hepática não-alcoólica, o tratamento crônico com 

metformina tem efeito benéfico reduzindo a velocidade de onda de pulso 

(SOFER et al., 2011). Também, em mulheres com angina, mas com artéria 

coronária normal ao exame de angiografia, a metformina reduziu a 

incidência de dor e melhorou a resposta à ACh na microcirculação na pele 

do anti-braço, que foi examinada por laser doppler (JADHAV et al., 2006). 

Em anéis de aorta de ratos Goto-Kakizaki, modelo de diabetes tipo 2 não-

obeso, a metformina corrigiu a disfunção vascular de relaxamento, com 

aumento da biodisponibilidade de NO e redução do estresse oxidativo, 
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tanto nos ratos tratados com dieta normal quanto nos ratos tratados com 

dieta de alta ingestão de gordura (SENA et al., 2011).  

 

A metformina tem efeito agudo de vasorelaxamento em anéis de artéria 

caudal de ratos, e esse efeito foi associado ao funcionamento dos canais 

KV (PEULER et al., 1999). Além disso, em células HEK293, a AMPK leva a 

ativação dos canais KV (IKEMATSU et al., 2011). Nesse contexto, 

escolhemos estudar esse canal iônico para verificar o efeito do tratamento 

crônico com metformina sobre esses canais no LVM. Os canais KV são 

presentes nos vasos sanguíneos participando dos mecanismos de controle 

vascular (NILIUS & DROOGMANS, 2001; GHISDAL & MOREL, 2001), 

sendo ativados pela despolarização da membrana citoplasmática e 

favorecendo a repolarização/hiperpolarização e consequente 

vasorelaxamento, também podendo ser ativados por ação de agonistas de 

receptores celulares de controle vasomotor. (GHISDAL & MOREL, 2001) 

 

Diante do exposto, nos hipotetizamos que o tratamento crônico com 

metformina pode melhorar a disfunção vascular relacionada à deficiência 

estrogênica, influenciando os fatores vasorelaxantes derivados do 

endotélio, os canais KV e a NADPH oxidase. 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos do tratamento crônico com metformina na reatividade 

vascular do leito vascular mesentérico isolado de ratas ovariectomizadas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a resposta vascular de relaxamento à acetilcolina e ao 

nitroprussiato de sódio. 

 Avaliar a participação da via do oxido nítrico na resposta à ACh.  
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 Avaliar a participação da via do EDHF na resposta à ACh. 

 Avaliar a participação dos canais KV na resposta à ACh.  

 Avaliar a participação da NADPH oxidase na resposta à ACh e ao 

NPS. 

 

 

3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais Experimentais 

  

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), fêmeas com 8 

semanas e peso corporal variando entre 180 a 210 g. Esses animais foram 

fornecidos pelo Biotério de Pesquisa do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito Santo. Os 

protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa nº 

069/2011. Durante todo o período experimental os animais foram 

acomodados em gaiolas individuais com livre acesso à água e ração, 

mantidos em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro-escuro de 

12h. 

 

3.2 Grupos Experimentais 

 

Os animais foram aleatoriamente separados em três grupos experimentais: 

1) SHAM: ratas submetidas à falsa cirurgia de ovariectomia. 

2) OVX: ratas ovariectomizadas. 

3) MET: ratas ovariectomizadas tratadas com metformina. 

 

3.3 Tratamento dos Grupos 

 

Todos os grupos foram tratados por 14 dias. O grupo MET recebeu 

metformina 300mg/Kg/dia, sendo 200mg/Kg/dia administrado na forma de 

solução aquosa via oral por gavagem uma vez ao dia, e 100mg/Kg/dia 

dissolvido na água de beber, de forma similar as dosagens utilizadas em 

outros trabalhos na faixa de 50-300mg/Kg/dia (GAO et al, 2010; BURLÁ et 
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al, 2011). Essa dose de 100mg/Kg/dia dissolvida na água de beber foi 

utilizada para evitar uma queda muito contundente no nível plasmático da 

droga, devido a sua meia-vida de eliminação de 5h (GRAHAM at al., 2011). 

A dose foi calculada com base no consumo hídrico médio diário de cada 

animal, de forma que no volume de água que cada animal bebia por dia, 

houvesse uma quantidade de metformina equivalente à 100mg da droga 

por cada quilograma de peso do animal. O consumo de água dos animais 

do grupo MET era verificado a cada três dias e uma média era feita usando 

o valor do consumo das ultimas três verificações. Utilizamos essa forma 

mista de administração da metformina, tanto por dose única diária em 

grande concentração como por dose gradativa em baixa concentração na 

água de beber, com a finalidade de assegurar que em nosso estudo 

pudéssemos verificar os efeitos da metformina independentemente da 

forma de administração.  Os grupos SHAM e OVX receberam apenas água 

(veículo) via oral por gavagem uma vez ao dia. O peso de todos os animais 

de todos os grupos era verificado todos os dias para ajuste da dose. 

 

3.4 Verificação do Ciclo Estral nos Animais SHAM 

 

No período da manhã, entre 8:00 – 9:00h, a secreção vaginal de cada 

animal foi recolhida com uma pipeta plástica contendo 1ml de solução 

salina (NaCl 0,9%). A ponta da pipeta era inserida no interior da vagina do 

animal, e a solução salina era ejetada e succionada consecutivamente por 

três vezes. O fluido vaginal coletado de cada animal foi colocado sobre 

uma lâmina de vidro individual. As laminas foram observadas sob um 

microscópio ótico, onde podiam ser reconhecidas as células nucleadas, 

escamosas, e os leucócitos. A proporção entre esses tipos celulares foi 

utilizada para a determinação das fases do ciclo estral (LONG & EVANS, 

1922; MANDL, 1951). Em nosso trabalho escolhemos a fase proestro para 

realizar os procedimentos experimentais nos animais, devido a ser a fase 

de maior nível estrogênico nas ratas. 
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3.5 Protocolo Experimental 

 

Para o ajuste de dose dos tratamentos, o peso de todos os animais de 

todos os grupos foi verificado todos os dias e o consumo de água dos 

animais do grupo MET foi verificado a cada três dias. 

Para os animais do grupo SHAM, a partir do 30º dia de protocolo, foram 

feitas diariamente laminas de esfregaço vaginal para verificação da fase do 

ciclo ovulatório. Onde os procedimentos experimentais só foram realizados 

em animais na fase proestro do ciclo ovulatório. Como nos outros grupos 

esses procedimentos foram realizados no 35º dia de protocolo 

experimental, nos animais do grupo SHAM houve uma tolerância de até 

três dias para esperar que o animal estivesse na fase proestro. 

 

Esquematização das etapas de maior relevância do protocolo experimental: 

 

1º dia do protocolo: 

 Verificação do peso corporal 

 Execução dos procedimentos cirúrgicos de ovariectomia. 

 

21º dia do protocolo:  

 Verificação do peso corporal.  

 Início do tratamento dos animais. 

 

35º dia do protocolo: 

(podendo ser prorrogado por até mais 3 dias no grupo SHAM, para esperar 

a fase proestro do ciclo ovulatório) 

 Verificação do peso corporal . 

 Cateterização da artéria mesentérica superior e isolamento do leito 

vascular mesentérico para realização de técnica de reatividade 

vascular. 

 Coleta de amostra de sangue. 

 Os animais foram sacrificados e o útero foi retirado para obtenção do 

peso úmido das vísceras. 
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__________|_____________________|___________________|_________ 

 

 

 

Figura 4. Organograma resumido do Protocolo Experimental. 

 

 

3.6 Procedimentos Experimentais 

 

3.6.1 procedimentos cirúrgicos de Ovariectomia 

 

Após anestesia intraperitoneal por mistura de Ketamina (30mg.kg-1) e 

xilazina (3mg.kg-1), os animais foram submetidos a uma incisão de 1 a 

1,5cm na pele, entre a última costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, 

seguida de uma incisão na camada muscular, abrindo a cavidade 

peritoneal para posterior remoção dos ovários e ligadura da trompa uterina. 

Após a retirada dos ovários, foi realizada sutura da musculatura e pele. O 

mesmo processo foi realizado no lado oposto. Ao final do procedimento os 

animais foram recolocados em gaiolas individuais. Para os animais do 

grupo SHAM os procedimentos foram realizados da mesma forma, porém 

sem a retirada dos ovários. 

 

3.6.2 Reatividade do Leito Vascular Mesentérico 

 

Foi utilizado o leito vascular mesentérico (LVM) isolado, segundo a 

descrição de McGregor (1965). Após anestesia por Ketamina (30mg.kg-1) e 

xilazina (3mg.kg-1), foi realizada laparotomia para acessar a artéria 

mesentérica superior, que foi isolada e cateterizada com uma cânula de 

polietileno (PE50). Imediatamente o leito foi perfundido com solução 

nutridora, composta por: NaCl 130 mM; KCl 4,7 mM; MgSO4.H2O 1,17 mM; 

CaCl2.2H2O 1,6 mM; KH2PO4 1,18 mM; NaHCO3 14,9 mM; EDTA 0,026 

1º dia 21º dia 35º dia 

- cirurgia de ovariectomia ou  
  falsa cirurgia 

Início do 
tratamento 

- Reatividade LVM 
- pesagem dos úteros 
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mM e Glicose 11,1 mM, mantida a 37°C, com pH de 7,4 e sendo 

gaseificada por borbulhamento com carbogênio ( 95% O2, 5% CO2). Por 

meio de uma bomba peristáltica (Ismatec AS LaboratoriumStechnik, 

Switzerland), foi mantido um fluxo pulsátil de aproximadamente 4,0 ml/min 

e uma pressão de perfusão (PP) média de 30  5mmHg. O leito como um 

todo foi cuidadosamente removido, liberado em sua borda dos intestinos, 

desprovido dos tecidos linfáticos aderentes e colocado num banho de 

órgão isolado. A pressão de perfusão foi medida através de um transdutor 

de pressão (Spectramed P23XL) e os dados foram registrados via software 

(Acqknowledge for Windows; Biopac Inc.). Após um período de 

estabilização (20 à 30 minutos), foi induzido aumento da PP do LVM, por 

vasoconstricção com uso de solução nutridora adicionada de quantidade 

variável de noradrenalina (6-30 µM) que fosse suficiente para elevação de 

80-110mmHg na PP. Então foi realizado o estudo da reatividade vascular, 

como descrito a seguir. 

 

3.6.2.1 Curvas Dose-resposta e inibidores farmacológicos 

 

Foram construídas curvas dose-resposta de relaxamento á acetilcolina e, 

em seguida, ao nitroprussiato de sódio. Para tanto, foram aplicadas doses 

(10-13 á 10-4 M) intervaladas desses agonistas no LVM. Essas curvas foram 

realizadas em ausência de inibidores farmacológicos (curva controle), e 

posteriormente em presença de inibidores.  

 

Foram utilizados os seguintes inibidores farmacológicos: 

 

 L-NAME (100µM), inibidor inespecífico da NOS. Para avaliar o papel 

do NO produzido por essa enzima na resposta vascular ao agonista. 

 INDO (10µM), inibidor inespecífico da COX. Para avaliar o papel dos 

prostanóides produzidos por essa enzima na resposta vascular ao 

agonista. 

 APO (30µM), inibidor inespecífico da NOX. Para avaliar o papel das 

ROS produzidas por essa enzima na resposta vascular ao agonista. 
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 4-AP (1mM), inibidor especifico dos canais KV. Para avaliar o papel 

desses canais na resposta vascular ao agonista. 

 

O uso desses inibidores nas curvas dose-resposta foi feito da seguinte 

forma: 

 

 Em uma amostra de animais experimentais foi utilizado o L-NAME 

sozinho, e posteriormente o L-NAME associado a INDO, nas curvas 

de resposta à ACh. 

 Em outra amostra de animais experimentais foi utilizado a 4-AP, nas 

curvas de resposta à ACh. 

 Em outra amostra de animais experimentais foi utilizado a APO, nas 

curvas de resposta à ACh e ao NPS. 

 

3.6.2.2 Avaliação da Resposta Vascular aos Agonistas Vasodilatadores 

 

Para cada curva dose-resposta, a sensibilidade à ACh ou ao NPS foi 

calculada por análise de regressão não-linear como logaritmo negativo da 

concentração de agonista que produziu metade da Rmax (pD2). 

A participação do NO no relaxamento foi definida como a redução da 

resposta de relaxamento evocada pelo L-NAME, que inibe a enzima NOS 

produtora do NO. A participação da PGI2 no relaxamento foi definida como 

a redução da resposta de relaxamento evocada pela INDO, que inibe a 

enzima COX produtora da PGI2. A participação do EDHF no relaxamento 

foi definida como sendo o relaxamento residual que ocorre após inibição 

conjunta da NOS e da COX.  

Para cada curva dose-resposta foi calculado a AUC, que é a área entre a 

curva e o eixo das abscissas, e a partir da AUC foi calculado a dAUC, que 

nesse caso é a diferença entre a AUC antes e a AUC após a presença de 

um inibidor farmacológico. A AUC foi utilizada tanto para mensurar a 

resposta na curva controle de relaxamento ao agonista como para 

mensurar a resposta residual após o uso de algum inibidor, enquanto que a 

dAUC foi utilizada para mensurar o quanto que a resposta de relaxamento 

era reduzida na presença de algum inibidor. Tanto AUC como dAUC foram 
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calculados a partir das curvas dose-resposta de cada animal e foram 

expressos como valores absolutos, dando ideia da magnitude daquela via, 

ou como valores percentuais, dando ideia da influência daquela via na 

resposta total. 

 

3.6.3 Estimativa da Massa dos Úteros 

 

Após a remoção do LVM, os animais foram sacrificados o útero foi isolado, 

lavado com solução fisiológica e o excesso de líquido foi removido com 

papel de filtro e em seguida foi pesado. Então, para ter uma estimativa de 

atrofia ou hipertrofia do útero, foi calculado a razão entre o peso do órgão 

úmido (mg) e o peso corporal do rato (g), o que chamamos de razão do 

peso úmido (RPU, mg/g). 

 

3.7 Western Blot 

 

Os ramos vasculares do leito arterial mesentérico foram rapidamente 

retirados, imediatamente armazenados a -80°C. Foi obtido homogeneizado 

proteico das amostras, que foram mantidas refrigeradas a -80ºC até serem 

usadas. As amostras foram então submetidas a uma eletroforese em gel 

(acrilamida/bisacrilamida 29:1), sendo o gel de separação a 7,5% 

preparado em tampão contendo 1,5 M tris-HCl pH 8,8 e 0,1% de SDS e o 

gel de entrada a 4% em tampão 0,5 M tris-HCl pH 6,8 e 0,1% de SDS. A 

composição do tampão de eletroforese foi 25 mM de tris-HCl pH 8,3, 200 

mM de glicina e 1% de SDS. A eletroforese das proteínas foi realizada a 80 

Volts com duração de 2h30min. Após a eletroforese, as bandas protéicas 

foram transferidas para a membrana de PVDF (Bio-rad) utilizando-se 

tampão com 25 mM de tris, 193 mM de glicina e 20% de metanol. A 

transferência foi feita em cuba semiseca por 55 minutos, sendo a 

amperagem estabelecida em função da área da membrana. O bloqueio das 

membranas de PVDF foi feito com tampão TBS-twenn 0,1% (10 mM de 

tris-HCl pH 7,4 e 100 mM de NaCl) acrescido de leite em pó desnatado a 

5%, à temperatura ambiente sob agitação. Em seguida, a membrana foi 

incubada com anticorpo monoclonal específico para a proteína a ser 
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avaliada (eNOS ou NOX2 ou β-actina) por 4 horas a temperatura ambiente. 

Após este período, a membrana foi lavada em tampão TBS-tween 0,1%, e 

incubada com o anticorpo secundário (IgG, anti-camundongo conjugado 

para fosfatase alcalina - 1:2500, Abcam Inc.) por 1 hora, à temperatura 

ambiente, sob agitação suave. A banda da proteína foi revelada utilizando-

se o Kit NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate nitroblue 

tetrazolium (NBT)/5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) - 

Invitrogen), de acordo com as especificações do fabricante. As membranas 

tiveram suas imagens digitalizadas com o auxílio do scanner, as quais 

foram salvas em arquivo tipo “TIF”. Em seguida, as bandas foram 

quantificas em unidades arbitrárias com o auxílio do programa ImageJ 

(domínio público). Os dados da expressão proteica das proteínas foram 

mostrados pela razão da densidade da banda da proteína analisada pela 

banda da β-actina (proteína normalizadora). 

 

3.8 Análise Estatística 

 

Os resultados foram apresentados como média  erro padrão da média 

(EPM). Para comparação dos valores de expressão proteica foi utilizado 

teste exato de Fisher's. As curvas dose-resposta foram analisadas por 

ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni, e para as demais 

comparações foi utilizado ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey, 

ambos analisados via software (Graphpad Prism, versão 5.01). O nível de 

significância estabelecido foi p<0,05. 

 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Relação de Peso Úmido dos Úteros 

 

Todos os animais que sofreram ovariectomia tiveram redução da RPU do 

útero em relação ao grupo SHAM, demonstrando que a retirada dos 

ovários foi realizada com sucesso, onde a falta dos hormônios ovarianos 
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levou a atrofia do útero (Figura 5). E a metformina não foi capaz de alterar 

a RPU. 
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Figura 5. Razão do peso úmido do útero das ratas (peso úmido do útero / peso corporal). 

n = 6 por grupo. *P< 0,05 vs. SHAM. 

 

 

4.2 Resposta Vascular à Acetilcolina 

 

Os inibidores utilizados no estudo reduziram a resposta de 

vasorelaxamento à ACh em todos os grupos, demonstrando a participação 

dessas vias no relaxamento do LVM de todos os grupos estudados (Figura 

6A-C). 

 

A ovariectomia levou a diminuição da resposta de vasorelaxamento à ACh 

no LVM em comparação ao grupo SHAM, e este prejuízo foi parcialmente 

revertido pelo tratamento crônico com metformina (Figura 7A). 
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Figura 6. Efeito dos inibidores farmacológicos sobre as curvas dose-resposta de 

relaxamento à acetilcolina. (A) Curvas do animal SHAM e suas respectivas AUC, (B) 

Curvas do animal OVX e suas respectivas AUC, (C) Curvas do animal MET e suas 

respectivas AUC. P<0,05 vs Controle; P<0,05 vs APO; P<0,05 vs 4-AP. 
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Figura 7. Efeito da ovariectomia e do tratamento com metformina sobre as curvas dose-

resposta de relaxamento à acetilcolina em presença e ausência de inibidores 

farmacológicos. (A) Curva controle sem inibidores, (B) em presença de L-NAME, (C) em 

presença conjunta de L-NAME e Indometacina, e (D) em presença de apocinina. n=6 por 

grupo. *P<0,05 vs. SHAM; 
†
P<0,05 vs. OVX. 

 

 

4.3 Avaliação da Via do NO e da VIA do EDHF no Relaxamento à 

Acetilcolina 

 

Em todos os grupos, o L-NAME diminuiu acentuadamente o relaxamento 

induzido por ACh (Figura 6A-C), igualando as respostas entre os grupos 

(Figura 7B), mostrando que a diferença de resposta que existia era 

provavelmente pela via do NO. Além disso, a participação do NO nas 

respostas de relaxamento à ACh foi acessada por meio da dAUC antes e 

após a presença de L-NAME (Figura 8A), onde a queda de resposta 

evocada pelo L-NAME representa a participação do oxido nítrico no 

vasorelaxamento. Assim, foi mostrado que a ovariectomia reduziu o 
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relaxamento à ACh via NO em comparação ao grupo SHAM e o tratamento 

com metformina reverteu parcialmente esse prejuízo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito da ovariectomia e do tratamento com metformina sobre as vias 

mediadoras de relaxamento à acetilcolina. (A) dAUC antes e depois da presença de L-

NAME, e (B) AUC na presença conjunta de L-NAME e indometacina. Esses dados dão 

informação sobre a magnitude da participação das vias de oxido nítrico e EDHF no 

relaxamento à acetilcolina. n=6 per group. *P<0.05 vs. SHAM; 
†
P <0.05 vs. OVX. 

 

 

A participação de EDHF nas respostas de relaxamento foi acessada por 

inibição simultânea da produção de NO e PGI2 por presença conjunta de L-

NAME e INDO, permanecendo uma resposta residual não-NO/não-PGI2 

que é atribuída ao EDHF. Nessa situação, não houve diferença entre os 

grupos no vasorelaxamento à ACh mediado por EDHF (Figura 7C). Estes 

dados mostram que nem a ovariectomia isoladamente nem ovariectomia 

associada ao tratamento por metformina alteraram o relaxamento mediado 

por EDHF, como também foi visto ao acessar a participação do EDHF no 

relaxamento por meio da AUC (Figura 8B). 

 

Comparando os grupos, as respostas de vasorelaxamento à ACh, que 

eram iguais em presença de L-NAME, permaneceram iguais após a adição 

de INDO juntamente ao L-NAME (Figura 7B-C). Além disso, não houve 

mudança, em nenhum grupo, na resposta à ACh na presença conjunta de 

L-NAME e INDO em comparação a resposta na presença de L-NAME 

sozinho (Figura 6A-C). Esses dados mostram uma participação não 
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significativa de prostanóides nas repostas de vasorelaxamento à ACh em 

todos os grupos. 

 

Assim, assume-se que a resposta à ACh na curva controle (sem inibidores) 

é mediada prioritariamente pelas vias do NO e do EDHF conjuntamente no 

LVM. Em nosso trabalho, a participação do NO e do EDHF na resposta 

vasorelaxante à ACh foi calculada, respectivamente, pela dAUC antes e 

após a presença de L-NAME, e pela AUC após a presença conjunta de L-

NAME e INDO (Figura 8A-B). Então, para verificar a consistência desses 

valores de participação de NO e de EDHF obtidos através desse método, 

foi feito dentro de cada grupo a soma do valor do relaxamento via NO 

(Figura 8A) com o valor do relaxamento via EDHF (Figura 8B), e o 

resultado dessa soma foi comparada ao valor da AUC de relaxamento na 

curva controle (sem inibidores) (Figura 6A-C). Não houve diferenças nessa 

comparação em nenhum dos grupos, demonstrando a consistência dos 

valores obtidos por esse método (Figura 9). 
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Figura 9. Comparação dos valores de relaxamento na curva controle (sem inibidores) vs. 

a soma dos valores de relaxamento via NO e via EDHF obtidos através do uso de 

inibidores farmacológicos. n=6 por grupo. 
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4.4 Sensibilidade à Acetilcolina (pD2) 

 

Nas curvas dose-resposta de relaxamento à ACh não houveram alterações 

no pD2 entre os grupos nas diferentes condições experimentais, indicando 

que nem a ovariectomia nem o tratamento adicional com metformina 

alteraram a sensibilidade à ACh (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1: Valor do log negativo da concentração da droga que produz 50% 

da resposta máxima (pD2) no leito mesentérico em resposta à acetilcolina. 

 

Bloqueio SHAM OVX MET 

    

Controle (sem inibidores) 7,04 + 0,19 6,41 + 0,24 6,11 + 0,18 

L-NAME 5,61 + 1,44 6,91 + 0,37 6,00 + 0,35 

L-NAME + INDO 6,22 + 0,64 5,71 + 1,06 5,79 + 0,29 

 
APO 6,56 + 0,23 6,41 + 0,21 6,17 + 0,21 

4-AP 5,63 + 0,21 5,98 + 0,23 5,43 + 0,23 

    

Os valores foram apresentados como média ± EPM. n=6 por grupo. 

 

 

4.5 Participação do H2O2 Derivado da NADPH Oxidase no Relaxamento 

à Acetilcolina 

 

O EDHF é um conjunto de diferentes fatores vasorelaxantes produzidos no 

endotélio vascular a partir de diferentes fontes, sendo um destes fatores o 

H2O2 (LUCCHESI et al., 2005), que é formado a partir da dismutação do 

O2- cuja maior fonte nos vasos sanguíneos é produzido pela NOX 

(MÜNZEL et al., 1999). Assim, na resposta vasorelaxante à ACh, para 

acessar a participação desse EDHF que é derivada da NADPH oxidase, o 

H2O2, foi calculada a dAUC antes e após a presença de APO, que é um 

inibidor da NOX. A partir disso, foi observada uma maior participação dessa 
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via no vasorelaxamento dos grupos SHAM e OVX em comparação ao MET 

(Figura 7D e 10), uma vez que houve maior inibição da resposta no SHAM 

e OVX do que no MET. 
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Figura 10. Atenuação da resposta de relaxamento à acetilcolina pela inibição da NADPH 

oxidase por apocinina (30µM). n = 6 por grupo. *P<0,05 vs. SHAM;
 †
P<0,05 vs. OVX. 

 

 

4.6 Participação dos Canais KV no Relaxamento à Acetilcolina 

 

Podendo ser ativados por ação de agonistas, os canais KV atuam 

favorecendo a repolarização/hiperpolarização e consequentemente o 

relaxamento vascular (GHISDAL & MOREL, 2001). Então, como esse canal 

colabora para hiperpolarização e ativação de todas as vias de 

vasorelaxamento, para avaliar a influencia desse canal na resposta de 

relaxamento à ACh, foi calculada a dAUC (%) antes e após a presença de 

4-AP, que é um inibidor dos canais KV. Onde foi visto uma maior 

importância desse canal no grupo MET em relação ao OVX, (Figura 6A-C e 

11), já que houve maior inibição da resposta no MET do que no OVX. 
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Figura 11. Atenuação da resposta de relaxamento à acetilcolina pelo bloqueio dos canais 

Kv com 4-aminopiridina (1 mM). n = 6 por grupo. 
†
P<0,05 vs OVX. 

 

 

4.7 Resposta Vascular ao Nitroprussiato de Sódio 

 

Na curva dose resposta de relaxamento ao NPS, que é um doador de NO, 

o grupo OVX apresentou prejuízo de resposta em relação ao grupo SHAM 

e a metformina foi capaz de normalizar essa resposta prejudicada pela 

ovariectomia (Figura 12A).  
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Figura 12. Efeito da ovariectomia e do tratamento com metformina na curva dose resposta 

de relaxamento ao nitroprussiato de sódio em presença e ausência de apocinina. (A) 

Curva controle sem inibidores, (B) em presença de apocinina. n=5 por grupo. *P<0,05 vs. 

SHAM; 
†
P<0,05 vs. OVX. 
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Quando em presença de apocinina, inibidor da NADPH oxidase, não houve 

alteração na resposta dos animais SHAM (Figura 13A), mas houve 

aumento na resposta do grupo OVX (Figura 13B), que se igualou ao SHAM 

(Figura 12B). Por outro lado, na presença da apocinina o grupo MET 

aumentou a resposta ao NPS (Figura 13C), tendo um relaxamento superior 

ao dos grupos SHAM e OVX nas mesmas condições (Figura 12B). 
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Figura 13. Efeito da apocinina sobre as curvas dose-resposta de relaxamento ao 
nitroprussiato de sódio. (A) Curva do animal SHAM, (B) Curva do animal OVX, (C) Curva 
do animal MET e (D) AUC de todos os grupos.  n=5 por grupo. *P<0,05 vs. curva controle. 

 

 

 

4.8 Sensibilidade ao Nitroprussiato de Sódio (pD2) 

 

Nas curvas dose-resposta de relaxamento ao NPS não houve alterações 

no pD2 entre os grupos nas diferentes condições experimentais, indicando 

que nem a ovariectomia nem o tratamento adicional com metformina 

alteraram a sensibilidade ao NPS (tabela 2). 
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Tabela 2: Valor do log negativo da concentração da droga que produz 50% da resposta 

máxima (pD2) no leito vascular mesentérico em resposta ao nitroprussiato de sódio. 
 

Bloqueio SHAM OVX MET 

    

Controle (sem inibidor) 5,97 + 0,23 5,33 + 0,43 5,72 + 0,14 

APO 5,73 + 0,31 5,92 + 0,10 6,13 + 0,16 

    

Os valores foram apresentados como média ± EPM. n=5 por grupo. 

 

 

4.9 Expressão Proteica de eNOS e NOX2 

 

Na avaliação da expressão proteica da eNOS, o grupo OVX apresentou 

redução dessa enzima em relação ao grupo SHAM e a metformina foi 

capaz de restaurar a expressão da eNOS nos animais ovariectomizados 

(Figura 14). 
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Figura 14.  Expressão proteica relativa de eNOS (eNOS/β-actina) nos ramos vasculares 

do leito arterial mesentérico. Análise representativa Western blot com quantificação da 

expressão proteica de eNOS (140kDa) normalizada pela β-actina (42kDa), que foi usada 

como controle endógeno. n=6 por grupo. *P<0,05 vs. SHAM; †P<0,05 vs. OVX. 
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Na avaliação da expressão proteica da NOX2 (gp91phox), que é uma 

subunidade da principal isoforma da NADPH oxidase presente nos vasos 

sanguineos (GÖRLACH et al., 2000; RAY & SHAH, 2005), o grupo OVX 

apresentou aumento da NOX2 em relação ao SHAM, e a metformina 

reverteu esse aumento, igualando ao grupo SHAM. 
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Figura 15.  Expressão proteica relativa de NOX2 (NOX2/β-actina) nos ramos vasculares 

do leito arterial mesentérico. Análise representativa Western blot com quantificação da 

expressão proteica de NOX2 (58kDa) normalizada pela β-actina (42kDa), que foi usada 

como controle endógeno. n=6 por grupo. *P<0,05 vs. SHAM; †P<0,05 vs. OVX. 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Efeito da Ovariectomia e do Tratamento com Metformina Sobre a 

Resposta Vascular à Acetilcolina  

 

Como foi mostrado, a ovariectomia resultou em prejuízo do 

vasorelaxamento à ACh, como demonstrado em estudos anteriores 

(CAMPOREZ et al., 2011; CHANAWIRAT et al., 2006), e esse prejuízo 

pôde ser parcialmente revertido pela metformina. De forma semelhante, 

estudos em diferentes modelos experimentais mostram a metformina 

melhorando situações de disfunção vascular, como em modelo de ratos 

obesos por glutamato (LOBATO et al., 2012), em modelo de diabetes 2 não 
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obesos (SENA et al., 2011), e em ratos modelo de síndrome metabólica por 

sobrecarga de frutose (PUYÓ et al., 2012). Igualmente, em estudos em 

mulheres, a metformina melhorou a vasodilatação mediada por fluxo na 

artéria braquial de pacientes normoinsulinicas com ovário policístico 

(ROMUALDI et al., 2008), e melhorou a resposta à ACh na microcirculação 

na pele do anti-braço em mulheres com angina (JADHAV et al., 2006).  

 

Em nosso estudo, as diferenças de resposta à ACh na curva controle 

(SHAM > MET > OVX) foram abolidas pelo L-NAME igualando a resposta  

de todos os grupos (SHAM = MET = OVX), mostrando que a diferença de 

resposta que existia era pela via do NO, uma vez que, não observamos 

diferenças entre os grupos no relaxamento mediado por EDHF, e a 

participação de prostanóides não foi significativa, confirmando que a via do 

NO é a responsável pela diferença de resposta à ACh. Além disso, a 

participação da via do oxido nítrico no vasorelaxamento, visto como dAUC, 

mostrou que o grupo OVX tem um prejuízo nessa via em comparação ao 

SHAM e esse prejuízo é parcialmente revertido pela metformina.  Tomados 

em conjunto, estes dados sugerem que a diferença entre os grupos no 

relaxamento induzido por ACh é devido ao prejuízo na via do NO 

promovido pela ovariectomia, e o tratamento crônico com metformina  

reverte parcialmente o prejuízo dessa via. Corroborando com outros 

trabalhos onde a ovariectomia, em ratos, leva a prejuízo de relaxamento à 

ACh com prejuízo na via do NO (CAMPOREZ et al., 2011; YUNG et al., 

2011), e em coelhos leva a diminuição da via do NO em anéis de aorta 

(HAYASHI et al., 1992).  

 

5.2 Avaliação da Via do Oxido Nítrico 

 

Para avaliar se o prejuízo na via do NO do grupo OVX e a melhora 

promovida pela metformina estavam relacionados à alteração de expressão 

da NOS, que é a enzima produtora do NO, fizemos a avaliação da 

expressão proteica da eNOS, que é a principal isoforma constitutiva da 

NOS presente nos vasos sanguíneos. A ovariectomia levou a redução 

dessa expressão, corroborando com outro estudo onde esse mesmo efeito 
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foi encontrado (KIM et al., 2010). A redução da expressão desta enzima no 

OVX pode contribuir para o prejuízo encontrado na via do NO, em resposta 

à ACh. Por outro lado, o aumento da expressão da eNOS promovido pela 

metformina pode ajudar a explicar o efeito da metformina em melhorar a via 

do NO, em resposta à ACh, nas ratas ovariectomizadas. Estes resultados 

estão em acordo com outros trabalhos, onde a metformina aumentou a 

expressão da NOS e também promoveu sua fosforilação e consequente 

ativação via AMPK (DAVIS et al., 2006; WANG et al., 2011). Além disso, 

um estudo de Kim e colaboradores demonstrou que a metformoina, por 

mecanismo associado à AMPK, foi capaz de restaurar a expressão de NOS 

que estava reduzida em ratos obesos (KIM et al., 2007). Assim como, 

Kumar e colababoradores demonstraram no hipotálamo e tecido adiposo 

marrom de ratos (ob/c), que são o controle de ratos geneticamente obesos 

(ob/ob), que a metformina promoveu aumento da expressão protéica de 

NOS (KUMAR et al., 2001). 

 

Para verificar se havia prejuízo na via do NO por diminuição da sua 

biodisponibilidade ou alteração da sua efetividade no MLV, utilizamos o 

NPS que é um doador de NO que age por estimulação direta das células 

do músculo liso vascular independentemente do endotélio, onde o NO 

liberado pelo NPS, assim como o que é liberado principalmente pelo 

endotélio vascular, tem como mecanismo final produzir vasodilatação, 

estimulando a guanilato ciclase e aumentando os níveis de GMPc (INOUE 

et al., 2011). Em relação ao grupo SHAM o grupo OVX teve um prejuízo de 

resposta ao NPS e a metformina foi capaz de normalizar essa resposta 

prejudicada pela ovariectomia. Este resultado pode indicar mais um 

mecanismo para explicar o prejuízo na via do NO, em resposta à ACh, 

encontrado nos animais ovarectomizados e a melhora promovida pela 

metformina nessa via.  

 

Para melhor compreender o mecanismo do prejuízo de resposta ao NPS 

no grupo OVX e o efeito de melhora promovida pela metformina nesta 

resposta, investigamos a ação do estresse oxidativo, utilizando a apocinina 

para inibir a NADPH oxidase que é a principal fonte de ROS nos vasos 
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sanguíneos (MÜNZEL et al., 1999) e que diminui a biodisponibilidade do 

NO (GRYGLEWSKI et al., 1986). Na presença deste inibidor, a resposta ao 

NPS foi melhorada no grupo OVX, desaparecendo o prejuízo de resposta 

que havia em relação ao grupo SHAM. Enquanto que no grupo SHAM a 

APO não promoveu nenhum aumento de resposta ao NPS. Dessa forma 

podemos relacionar esse prejuízo de resposta ao NPS no grupo OVX a um 

aumento do estresse oxidativo por O2
- derivado da NOX, talvez pelo 

aumento da expressão proteica da NOX2 encontrado no grupo OVX, de 

forma semelhante a outro trabalho onde a ovariectomia aumentou a 

expressão da NADPH oxidase (Zhang et al., 2007). Este prejuízo foi 

revertido pela apocinina, corroborando com outro estudo onde o mesmo 

prejuízo foi encontrado em ratas OVX e foi corrigido pela supressão do 

estresse oxidativo (MINOVES et al., 2002).  Outros estudos também 

demonstram em ratas ovariectomizadas o prejuízo de relaxamento à ACh, 

que parece estar associado com aumento da atividade da NOX, do 

estresse oxidativo, e com menor biodisponibilidade de NO (CAMPOREZ et 

al., 2011; YUNG et al., 2011). Assim, a melhora de resposta ao NPS 

gerada pelo tratamento com metformina, ao menos em parte, pode estar 

relacionada a mecanismos antioxidantes, de forma semelhante ao 

observado em outros estudos, talvez pela redução da expressão proteica 

da NOX2 promovido pela metformina. No leito arterial mesentérico de ratos 

de modelo de obesidade por glutamato, a metformina diminuiu a produção 

de ROS e restaurou a resposta prejudicada ao NPS (LOBATO et al., 2012). 

Em anéis de aorta de ratos Goto-Kakizaki, modelo de diabetes tipo 2 não-

obeso, a metformina corrigiu a disfunção vascular de relaxamento, com 

aumento da biodisponibilidade de NO e redução do estresse oxidativo, 

tanto nos ratos tratados com dieta normal quanto nos ratos tratados com 

dieta de alta ingestão de gordura (SENA et al., 2011). Adicionalmente, o 

efeito antioxidante da metformina pode ser por redução da atividade da 

NADPH oxidase (PIWKOWSKA et al., 2010). Entretanto, outros 

mecanismos podem estar envolvidos na melhora promovida pela 

metformina sobre a ação do NO nas ratas ovariectomizadas, como um 

efeito direto da metformina no músculo liso vascular, melhorando a 

capacidade de resposta ao NO (LOBATO et al., 2012).  
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Nossos dados indicam uma redução do estresse oxidativo derivado da 

NADPH oxidase pela metformina. Assim, poderia se esperar que a 

apocinina não alterasse a reposta do grupo MET ao NPS, assim como 

ocorreu no grupo SHAM. Contudo a APO promoveu um aumento de 

resposta ao NPS no grupo MET, o que parece ser um efeito paradoxal que 

necessita de mais estudos para ser melhor entendido, podendo envolver 

diferenças de comportamento da metformina e da apocinina com as 

diferentes isoformas da NOX. 

 

5.3 Avaliação da Participação dos Canais KV no Relaxamento à 

Acetilcolina  

 

Em nosso estudo detectamos maior participação dos canais KV na 

vasodilatação do grupo MET em relação aos OVX. Esta observação sugere 

aumento de expressão e/ou ativação de canais KV no LVM de ratos pelo 

tratamento com metformina. Os canais KV tem um importante papel no 

relaxamento agudo á metformina em anéis de artéria caudal (PEULER et 

al., 1999), mas o efeito do tratamento crônico por metformina nestes canais 

ainda não é conhecido. Outros trabalhos mostraram que na artéria 

coronária de ratos diabéticos, as ROS derivadas do aumento da atividade 

da NADPH oxidase reduz a atividade dos canais KV (BUBOLZ et al., 2005), 

como em células do músculo liso vascular da artéria pulmonar de ratos, o 

aumento da produção de ROS pela NOX também diminui a atividade dos 

KV (MITTAL et al., 2012; COGOLLUDO et al., 2006). Assim, o efeito 

antioxidante da metformina com redução da atividade da NOX 

(PIWKOWSKA et al., 2010; BELLIN et al., 2006), poderia explicar esse 

aumento do funcionamento dos canais KV, talvez pela redução da 

expressão proteica da NOX2 encontrada no grupo MET. Além disso, a 

metformina age ativando a AMPK, e em células HEK293 a ativação da via 

AMPK propicia ativação dos canais KV (IKEMATSU et al., 2011). 

Adicionalmente, o vasorelaxamento direto induzido pela ativação da AMPK 

pelo AICAR na aorta e vasos mesentéricos de ratos (FORD et al., 2011, 



46 

 

2012), e o agudo promovido pela metformina em anéis de artéria caudal 

(PEULER et al., 1999), são relacionados a ação dos canais KV.  

 

5.4 Participação do H2O2 como EDHF, Mediando o Relaxamento à 

Acetilcolina 

 

No uso da apocinina para avaliar a participação de H2O2 derivado da 

NADPH oxidase como EDHF na resposta a ACh, é interessante lembrar 

que em vasos de condutância como a aorta há uma maior participação do 

oxido nítrico no relaxamento vascular, enquanto que em vasos de 

resistência como no leito arterial mesentérico cresce a participação do 

EDHF (WOODMAN et al., 2000), dessa forma a apocinina tem uma dupla 

ação na resposta à ACh, aumentando a biodisponibilidade de NO por 

reduzir sua degradação pelo estresse oxidativo (YOUN et al., 2012), e ao 

mesmo tempo abolindo o relaxamento via H2O2 derivado da NADPH 

oxidase (XIE et al., 2012), e o balanço final desses efeitos na resposta no 

LVM, em que predominam vasos de resistência, pode ocorrer diminuição 

do relaxamento pela retirada do H2O2 que atua como EDHF que tem 

grande importância no relaxamento desses vasos (XIE et al., 2012), como 

observamos nos grupos estudados. Entretanto, o grupo MET apresentou 

menor atenuação da resposta a ACh na presença de APO, em comparação 

ao SHAM e ao OVX, podendo indicar menor participação do H2O2 derivado 

da NADPH oxidase no seu relaxamento. Como descrito acima, a 

metformina possui ação antioxidante com redução da atividade da NADPH 

oxidase (PIWKOWSKA et al., 2010; HOU et al., 2010), e em nosso estudo 

a metformina promoveu redução da expressão proteica da NOX2, o que 

poderia explicar os resultados encontrados no grupo MET. 

 

5.5 Efeito da Ovariectomia e do Tratamento com Metformina Sobre a 

NADPH Oxidase e o estresse oxidativo 

 

Todos os efeitos da metformina sobre os mecanismos de controle vascular, 

que foram encontrados no presente trabalho, parecem relacionar-se com 

menor estresse oxidativo derivado da NADPH oxidase, inclusive com 
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redução da expressão proteica da NOX2 no grupo MET, o que indica um 

efeito modulatório da metformina sobre a NOX, como observado em 

podócitos renais, nos quais a metformina reduziu a ação dessa enzima por 

ativação da AMPK (PIWKOWSKA et al., 2010). Ainda, em leucócitos 

estimulados in vitro, a metformina apresentou ação antioxidante, sendo 

sugerido que ela poderia atuar reduzindo a produção intracelular de ânion 

superóxido, do qual a NOX é o maior produtor (BONNEFONT-

ROUSSELOT et al., 2003). Além disso, em células endoteliais humanas 

estimuladas com alta concentração de glicose ou ácido palmítico, houve 

aumento da geração de ROS com ativação da NOX, e a metformina foi 

capaz de reduzir o nível dessas ROS (BELLIN et al., 2006; HOU et al., 

2010). Também em células endoteliais de aorta bovina a metformina foi 

capaz de reduzir a produção de ROS pela NOX mesmo quando as células 

foram estimuladas com glicose ou angiotensina II (OUSLIMANI et al., 

2005), e em outro estudo nessas mesmas células a metformina diminui o 

estresse oxidativo por redução da atividade da PKC (MAHROUF et al., 

2006), que é uma quinase estimuladora da atividade da NADPH oxidase. 

Ao mesmo tempo, a ausência de AMPK leva a superexpressão da NOX 

(SCHUHMACHER et al., 2011; WANG et al., 2010),  e a ação da AMPK 

regula negativamente a atividade da NOX (WANG et al., 2012). Assim, 

nossos dados indicam que em ratas ovariectomizadas a metformina parece 

exercer inibição sobre o estresse oxidativo derivado da NOX. 

 

 

 6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que o tratamento 

crônico com metformina é capaz de reduzir o prejuízo de vasorelaxamento 

à ACh em ratas ovariectomizadas, melhorando a via de relaxamento por 

NO. Esta melhora parece ter sido, ao menos em parte, por restaurar a 

expressão proteica da eNOS e por reverter o prejuízo na ação do NO 

encontrado nas ratas ovariectomizadas. Esse prejuízo era decorrente do 

estresse oxidativo via NADPH oxidase, e a redução da expressão proteica 

da NOX2 pela metformina pode ter colaborado na correção desse prejuízo. 
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Além disso, a metformina também aumenta a participação dos canais KV 

no vasorelaxamento à ACh de ratas ovariectomizadas. 
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