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RESUMO 

 

Estudos epidemiológicos demonstram que o consumo regular de vinho está 
associado a um decréscimo da mortalidade global. Acredita-se que o efeito 
protetor seja decorrente, pelo menos em parte, da presença de polifenóis. A 
atividade biológica do Liofilizado do vinho tinto do Vale do São Francisco 
(LVTVSF) foi estudada no sistema cardiovascular usando técnicas combinadas 
in vivo e in vitro. A análise química do LVTVSF revelou a presença de vários 
polifenóis, como a quercetina, miricetina e caempferol. Em ratos com 
hipertensão induzida pelo L-NAME, o LVTVSF foi capaz de reduzir a pressão 
arterial média (PAM) quando comparado ao grupo controle (143,7 ± 4,7 versus 
172,5 ± 4,7 mmHg), sem alterar a frequência cardíaca (FC). Ratos 
normotensos no qual foi administrado LVTVSF (10, 30, 90 mg/Kg i.v) 
aleatoriamente promoveu efeitos hipotensor (-24,0 ± 1,2; -32,4 ± 1,3; -51,4 ± 
1,5 %),) e taquicárdico (14,5 ± 2,3; 19,5 ± 1,7; 28,4 ± 2,1%). A resposta 
hipotensora foi significantemente atenuada após a administração de NG-nitro-
L-arginina-metil-éster (L-NAME) (20 mg/Kg i.v.), um inibidor da enzima sintase 
de óxido nítrico. Em preparações com anéis de artéria mesentérica superior 
isolada de ratos normotensos pré-contraídos com fenilefrina, o LVTVSF 
promoveu um efeito vasorelaxante (Emax= 87,22 ± 3,59%). Após a remoção do 
endotélio vascular o vasorelaxamento foi significativamente atenuado (Emax= 
32,07 ± 2,07%, p < 0,05), sugerindo a participação de fatores relaxantes 
derivados do endotélio. Após a incubação com L-NAME (100 µM) e ODQ (10 
µM), um inibidor da ciclase de guanilil solúvel, a resposta relaxante do 
composto foi significantemente atenuada (Emax.= 22,64 ± 3,74%, p < 0,05 e 
Emax= 37,08 ± 4,60%, p < 0,05, respectivamente). Resultados similares também 
foram obtidos em anéis com endotélio, na presença de KCl (20 mM), 
modulador do efluxo de K+;  ou TEA ( 1mM), bloqueador não seletivo dos 
canais de K+; (Emax= 46,04 ± 9,87%, p < 0,05) e (Emax= 44,40 ± 5,80% p < 
0,05). O LVTVSF aumentou os níveis de óxido nítrico em células endoteliais de 
aorta de coelho. Na presença de caribdotoxina (0,2 µM) e apamina (0,2 µM), 
bloqueadores dos canais de K+ sensiveis ao cálcio, o efeito relaxante induzido 
por LVTVSF não foi alterado. A incubação com os inibidores de espécies 
reativas de oxigênio, n-acetilcisteína (10 mM), tempol (100 µM) e apocinina (10 
µM), diminuíram o vasorelaxamento. O efeito vasorelaxante não foi alterado na 
presença de atropina e indometacina, sugerindo que receptores muscarínicos, 
bem como metabólitos da via do ácido araquidônico não estão envolvidos 
neste efeito. Em células endoteliais de aorta de coelho o LVTVSF foi capaz de 
aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). Esses 
resultados em conjunto sugerem que o efeito hipotensor induzido por LVTVSF 
provavelmente ocorre devido à redução na resistência periférica total, resultado 
da ativação da via eNOS-NO-GMPc, envolvendo um mecanismo sensível a 
sinalização redox. Esses efeitos podem ser atribuídos aos flavonóides 
encontrados no LVTVSF. 

 

Palavras chaves: vinho tinto, hipotensão, vasorelaxamento, óxido nítrico. 



ABSTRACT 

 

Several epidemiological studies indicated that regular intake of red wine is 
associated with a decrease global mortality. The protective effect has been 
attributable, at least in part, to polyphenols.  The cardiovascular effects induced  
by lyophilized red wine from Vale do São Francisco (LVTVSF) were evaluated 
in this study using in vivo and in vitro assays. The lyophilized red wine from 
Vale do São Francisco (LVTVSF) contains a series of flavonols, such, 
quercetin, myricetin and kaempferol. The red wine lyophilized was able to 
reduce mean arterial pressure (MAP) in L-NAME hypertensive rats compared to 
controls (143.7 ± 4.7 versus 172.5 ± 4.7 mmHg). In normotensive rats the 
administration of LVTVSF (10, 30, 90 mg/kg i.v.) randomly, induced 
hypotension (-24.0 ± 1.2; -32.4 ± 1.3; -51.4 ± 1.5%) and  tachycardic effects 
(14.5 ± 2.3; 19.5 ± 1.7; 28.4 ± 2.1%). The pre-treatment with L-NAME (20 mg / 
kg i.v.), inhibitor of endothelial nitric oxide synthase, attenuated the hypotensive 
effect induced by LVTVSF. In isolated normotensive rat mesenteric artery rings 
LVTVSF elicited concentration-dependent relaxation of PHE-induced 
contraction (MR = 87.22 ± 3.59%). After removal of the vascular endothelial the 
vasorelaxant effect was significantly attenuated (MR = 32.07 ± 2.07%, p < 
0.05), suggesting the involvement of endothelium-derived relaxing factor. After 
incubation with L-NAME (100 µM) and ODQ (10 mM), inhibitor of soluble 
guanylyl cyclase, the relaxation response was significantly attenuated (MR= 
22.64 ± 3.74%, p < 0.05; MR = 37.08 ± 4.60%, p < 0.05, respectively). Similar 
results was also obtained  rings incubed with KCl (20 mM),  a modulator of 
potassium efflux; TEA (1 mM), nonselective blocker for potassium channels; 
(MR = 46.04 ± 9.87%, p < 0,05; MR = 44.40 ± 5.80%, p < 0,05; respectively). 
The LVTVSF was able to increase the NO levels in endothelial cells of the 
rabbit aorta. In the presence of charybdotoxin and apamin the relaxant 
response was not attenuated. Incubation with inhibitors of reactive oxygen 
species, N-acetylcysteine (NAC) (10 mM), tempol (100 µM) and apocynin (10 
µM), reduces the vasorelaxation. After pre-treatment with atropine and 
indometacin, the vasorelaxant effect induced by LVTVSF was no attenuated. In 
endothelial cells of the rabbit aorta LVTVSF was able to increase production of 
ROS. These results together suggest that the hypotensive effect induced by 
LVTVSF in normotensive rats is probably due to a decrease in total peripheral 
resistance as a result of activation of the eNOS-NO-cGMP, involving the redox 
sensitive mechanism. These effects may be due to flavonoids found in LVTVSF. 

  

Keywords: red wine, hypotension, vasorelaxation, nitric oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A pressão arterial (PA) é determinada pelo produto de duas variáveis: o débito 

cardíaco (DC) e a resistência vascular periférica (RVP). Por sua vez, o débito 

cardíaco depende do volume diastólico final, contratilidade miocárdica e frequência 

cardíaca. O volume diastólico final é o volume que chega na câmara ventricular 

antes da contração e é determinado pela pressão venosa, que está relacionada ao 

volume sanguíneo e tônus muscular venoso. A resistência vascular periférica é 

determinada pelo tônus vascular (GUYENET, 2006). Todos esses parâmetros são 

influenciados por diversos mecanismos regulatórios. 

A regulação da pressão arterial é uma das mais complexas funções 

fisiológicas, uma vez que é resultante da ação integrada dos sistemas 

cardiovascular, renal, neural e endócrino, que trabalhando em conjunto são 

responsáveis pela redistribuição dos vários fluxos sanguíneos regionais em função 

de alterações na resistência total e no débito cardíaco (CAMPAGNOLE-SANTOS; 

HAIBARA, 2001). A manutenção de níveis pressóricos dentro de uma faixa de 

normalidade depende de variações do débito cardíaco (DC), da resistência vascular 

periférica total ou de ambos. Diferentes mecanismos de controle estão envolvidos 

não só na manutenção como na variação momento a momento da pressão arterial, 

regulando o calibre e a reatividade vascular, a distribuição de fluido dentro e fora dos 

vasos e o DC. Alterações da pressão arterial, como as encontradas na hipertensão 

ou em outras patologias, resultariam da disfunção desses sistemas de controle 

(IRIGOYEN, et. al., 2001). 

 A hipertensão arterial é um grande problema de saúde pública mundial, 

apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade (ELLIOTT, 2007; KEARNEY, 

et al. 2004). Ela é uma condição clínica multifatorial que envolve tanto fatores 

genéticos como ambientais, atingindo cerca de 30% da população adulta mundial, 

chegando a alcançar índices de 50% nos idosos (SOLER; RUIZ, 2010; LEITE DE 

BARROS et al., 2009; KOTCHEN, 2007). No Brasil inquéritos populacionais indicam 

prevalência de hipertensão arterial sistêmica acima de 30%. Considerando-se 

valores de PA ≥ 140/90 mmHg, com mais de 50% entre 60 e 69 anos e 75% acima 

de 70 anos (VI Diretrizes Brasileira de Hipertensão Arterial 2010). 
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A hipertensão pode ser classificada em duas formas: primária ou essencial; e 

secundária ou adquirida. Esta corresponde a cerca de 20% dos indivíduos 

hipertensos, apresenta causa definida tais como ativação do sistema renina-

angiotensina-aldosterona, feocromocitoma, apnéia do sono, doenças da glândula 

tireóide e paratireóide, dentre outras (CORRÊA, et. al., 2005).  A hipertensão 

essencial caracteriza-se por uma elevação da pressão sanguínea sem causa 

aparente e está associada a vários fatores de risco, como uma predisposição 

genética, obesidade, consumo elevado de álcool e sedentarismo (PAGE et al., 

1999). Este tipo de hipertensão é também caracterizado por ter longa duração e 

comprometer direta ou indiretamente órgãos nobres como coração, rins e vasos 

acarretando níveis elevados de morbidade (CHEN, et al., 2007; 

PAPAZAFIROPOULOU, et al., 2011). 

Conforme a VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial (2010) da 

Sociedade Brasileira de Cardiologia, os níveis de hipertensão compreendem três 

estágios: 1 (leve – entre 140×90 mmHg e 159×99 mmHg), 2 (moderado - entre 

160×100 mmHg e 179×109 mmHg) e 3 (grave - acima de 180×110 mmHg). Os 

valores intermediários aos mencionados acima são considerados “limítrofes”.   

A hipertensão arterial é considerada o maior fator de risco para doenças 

cardiovasculares como acidente vascular cerebral, infarto do miocárdio, falência 

cardíaca, além de outras complicações cardiovasculares (COGOLLUDO, et al., 

2005). O estado hipertensivo pode estar associado com anomalias estruturais no 

sistema cardiovascular, tais como: aumento na quantidade da massa cardíaca e 

muscular lisa (FOLKOW, 1982), aumento da relação da parede versus luz arterial 

(SAFAR, et al., 1981), aumento da resistência vascular (COX, et al., 2003), 

diminuição da complacência venosa (TAKESHITA; MARK, 1979), anomalias 

intrínsecas da função renal (COLEMAN, et al., 1975), disfunção endotelial, 

inflamação, dentre outras (JULIUS, 2007). De acordo com a literatura, o tônus 

vascular das arteríolas, é o maior determinante da resistência ao fluxo sanguíneo na 

circulação (JACKSON, 2000) e, consequentemente, da pressão sanguínea 

(CRIBBS, 2006).   

Mudanças na estrutura e na função dos vasos e consequente aumento da 

resistência vascular periférica são alterações características da hipertensão 

(TAHVANAINEN, et al., 2006). Anormalidades no músculo liso vascular e no 
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endotélio estão associadas ao comprometimento da função destas estruturas, como 

o aumento da vasoconstrição e redução da vasodilatação. Esta perda no equilíbrio 

entre relaxamento e contração dos vasos é frequentemente citada como uma das 

causas do aumento do tônus vascular na hipertensão (DOGGREL; BROWN, 1998).  

Em várias doenças cardiovasculares, incluindo a hipertensão arterial, ocorre 

disfunção endotelial. Um grande número de estudos experimentais e clínicos 

evidenciou o papel central desempenhado pelo endotélio na hipertensão 

(BATLOUNI, 2001), como o comprometimento do vasorelaxamento, assim como a 

capacidade do óxido nítrico (NO) em modular o tônus vascular (KANG, et al, 2004). 

Desta forma, a diminuição do vasorelaxamento dependente de endotélio vascular 

tem sido demonstrada em artérias humanas e de animais experimentais 

(TAHVANAINEN, et al., 2006; FURIAN, et al., 2009). 

 O endotélio vascular, camada que reveste a superfície luminal de todos os 

vasos sanguíneos, constitui uma interface ativa, situada entre a circulação e o 

restante da parede vascular. Sua integridade é essencial à regulação do tônus 

vascular, do fluxo sanguíneo, da perfusão tissular e à proteção contra espasmo, 

trombose e a aterogênese. O endotélio intacto libera localmente, de forma 

controlada, compostos que induzem vasodilatação, como o NO, fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), prostaciclina (PGI2); e compostos 

que induzem vasoconstrição, tais como: endotelina-1 (ET1), prostaglandina (PGH2) e 

tromboxano A2 (TXA2) (BATLOUNI, 2001). 

O NO é um mediador biológico ubíquo em nosso organismo e produzido em 

vários tecidos por três isoformas de NO sintase (NOS): endotelial, neuronal e 

induzida. O papel biológico do NO foi demonstrado, inicialmente, no mecanismo de 

relaxamento vascular. As evidências do papel fisiológico do NO como modulador do 

tônus vascular foram verificadas pelas experiências clássicas realizadas por 

Furchgott; Zawadzki (1980), que observaram que a destruição do endotélio vascular 

inibia o relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de aorta de coelho. 

O NO atua como molécula sinalizadora ativando a ciclase de guanilil solúvel 

(CGs), induzido assim a formação de 3,5- monofosfato de guanosina cíclico (GMPc) 

e consequente ativação da proteína cinase G (PKG). Esta por sua vez, é capaz de  

diminuir as concentrações intracelulares de Ca2+, assim como interferir na 
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sensibilidade dos filamentos contráteis da musculatura lisa a este íon, causando 

relaxamento da musculatura vascular (PIMENTEL, et al., 2007).  

Um importante papel desempenhado pelo NO, além de vasorelaxamento é o 

seu envolvimento na regulação fisiológica dos sistemas cardiovascular, imune e 

nervoso.  Consequentemente, alterações da concentração de NO presente no 

organismo estão implicadas em diversas condições patológicas como: 

arteriosclerose, sepse, choque hemorrágico, diabetes, desordens 

neurodegenerativas e hipertensão (GROSS; WOLIN, 1995; MONCADA, et. al. 1991; 

WINK; MITCHELL, 1998). 

A compreensão dos mecanismos que regulam o tônus vascular é, portanto, 

essencial para estabelecer novas estratégias para prevenção e tratamento de 

doenças vasculares, dentre estas a hipertensão arterial sistêmica (HIRANO, et. al. 

2004).  

Muitas alterações cardiovasculares, como hipertensão, angina e falência 

cardíaca, são frequentemente tratadas com drogas vasodilatadoras, que atuam 

diretamente no músculo liso vascular causando vasorelaxamento, ou indiretamente, 

por meio da estimulação da liberação de fatores vasorelaxantes endógenos, ou 

ainda por inibir a liberação de fatores vasoconstritores (GURNEY, 1994).  

Os compostos polifenólicos exercem efeitos benéficos sobre o sistema 

cardiovascular, melhorando a função endotelial por induzirem a formação de 

substâncias com atividade vasodilatadora como o óxido nítrico (NO), fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e prostaciclinas culminando com 

vasorelaxamento, além de inibir a síntese de substâncias com capacidade 

vasoconstritora como a endotelina-1 (SCHINI-KERTH, et al., 2010). Em células 

musculares, diminuem a expressão de fatores pró-angiogênicos como o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), diminuem a expressão gênica de PI3K e 

receptor PDGFβ (DELL’AGLI et al., 2004; STOCLET, et al., 2004), podendo portanto, 

apresentar benefícios frente a doenças cardiovasculares (Figura 1). 

Estes compostos também possuem a capacidade de reduzir o estresse 

oxidativo vascular, em especial, não só pela sua capacidade de sequestrar ânions 

superóxidos, mas também de interação com outras espécies reativas de oxigênio 

como os radicais hidroxil e peroxil (HU, et al.,1995; NIJVELDT et al., 2001; ROBAK; 

GRYGLEWSKI, 1988; TOREL, et al., 1986).  
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Vários estudos epidemiológicos têm indicado que a diminuição da mortalidade 

global devido ao número reduzido de câncer e doenças coronárias pode estar 

associada a ingesta regular de legumes, frutas e bebidas como chá verde e vinho 

tinto (BIANCHINI; VAINIO, 2003; SOFI, et al., 2008).  Este efeito protetor foi 

atribuído, pelo menos em parte, aos compostos polifenólicos presentes nesses 

alimentos (DI, et al., 2002; HERTOG, et al., 1995). De fato, produtos da uva como o 

vinho tinto contém altos níveis de polifenóis, que são encontrados 

predominantemente em peles, sementes e caules (ANSELM, et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Efeitos de polifenóis sobre o endotélio vascular e células musculares lisas 

(Adaptado de DELL’AGLI et al., 2004) 
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Os vinhos tintos apresentam uma série de polifenóis solúveis em água que 

incluem ácidos fenólicos, divididos em duas classes, os flavonóides e os não 

flavonóides. Os flavonóides são os polifenóis mais encontrados nos vinhos tintos, 

dentre eles os flavanóis, catequinas e antocianinas (MERAL, 2008). Os não 

flavonóides incluem os derivados dos ácidos hidroxicinâmicos, ácidos benzóicos, 

taninos hidrolizáveis e estilbenos (principalmente o resveratrol).  

Os flavonóis como a quercetina exercem efeitos benéficos à saúde incluindo 

proteção contra osteoporose, certos tipos de câncer, doenças pulmonares e 

cardiovasculares, além disso, absorvem a luz ultravioleta e protegem a casca da uva 

contra efeitos nocivos do sol (BOOTS, et. al. 2008; COOK; SAMMAN, 1996). 

Investigações usando miricetina e caempferol demostraram vasorelaxamento 

significativo em artérias pulmonares de ratos (BURNS, et al., 2000).  

A miricetina possui várias aplicações terapêuticas, tais como anticâncer (KO 

et al., 2005), atividade antimicrobiana (ONO, et al., 1990) e inibição da agregação 

plaquetária (TZENG, et al., 1991). Além disso, possui um importante valor 

terapêutico na profilaxia do infarto do miocárdio (TIWARI, et al., 2009). 

 As antocianinas são substâncias que protegem as plantas contra danos dos 

raios ultravioletas. Estas são responsáveis pela coloração do vinho tinto e a cor 

vermelha e azul encontrada na casca da uva, como também em outras plantas e 

alimentos da dieta. Desempenham papel antioxidante nas plantas, protegendo-as de 

radicais livres (ROBICHAUD; NOBLE, 1990). Estes pigmentos apresentam atividade 

supressiva tumoral, anti-inflamatória, antiviral e propriedades antidiabéticas (HOU, 

2003; KNOX, et al., 2001; ROSSI, et al., 2003; TSUDA, et al., 2003). Possuem 

também propriedades vasoativas e vasoprotetoras em artérias coronárias de porco 

(DAVID; GOCHENAUR, 2006). 

Um estilbeno bastante encontrado em uvas é o resveratrol (3, 4, 5 – 

trihidróxiestilbeno), uma fitoalexina encontrada em muitos alimentos, tais como 

casca de uva e sementes, amendoins, vinhos tintos, sendo produzida como uma 

resposta ao ambiente estressante ou infecção fúngica (KASDALLAH-GRISSA et al, 

2007; RODRIGUE, et al, 2001). 

O efeito isolado do resveratrol em tecidos e órgãos também foi descrito e 

inclui mecanismos que diminuem o dano arterial, diminuindo a atividade da 

angiotensina II, aumentando a atividade do NO e diminuindo a agregação 



Oliveira, A. C.                         Avaliação pré-clínica dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo liofilizado do vinho tinto do 

Vale do São  Francisco em ratos -abordagem in vivo e in vitro 

_________________________________________________________________________________________________________________ 

 
 

25 

plaquetária. Efeitos anti-isquêmicos também foram descritos e incluem estimulação 

de vias relacionadas à sobrevivência celular, diminuição da peroxidação de LDL, 

diminuição do ateroma (OPIE; LECOUR, 2007). 

Estudos demonstraram que vasorelaxamento mediado por compostos 

polifenólicos do vinho tinto envolvem a participação do óxido nítrico (MOURA, et. al., 

2004; CHATAIGNEAU, et al., 2003). Estes compostos promoveram um aumento da 

síntese e posterior liberação do óxido nítrico quando testados em células endoteliais 

humanas de veia umbilical (HUVEC) (LEIKERT, et al, 2002). Eles também 

melhoraram a neovascularização e a recuperação do fluxo sanguíneo após isquemia 

em condições hipercolesterolêmicas em camundongos (LEFÈVRE et al., 2007).  

Ndiaye et al (2003, 2004), estudaram os efeitos dos compostos polifenólicos 

do vinho tinto em artéria coronária de porco, indicando que este efeito vasodilatador 

ocorre pela estimulação da formação endotelial de óxido nítrico e do fator 

hiperpolarizante derivado de endotélio (EDHF), sensível a eventos de oxi-redução 

que parecem ser criticamente dependentes da formação intracelular de ânions 

superóxido e H2O2 em células endoteliais por uma enzima dependente de flavina. 

Essas espécies reativas de oxigênio são mediadores chaves intracelulares de 

formação rápida e sustentada de NO em células endoteliais pela via de transdução 

de sinal PI3-kinase/Akt pela fosforilação de Akt e da sintase do NO. Portanto, o 

vasorelaxamento de compostos polifenólicos do vinho tinto foram sensíveis aos 

antioxidantes, e as respostas de relaxamento e hiperpolarização foram suprimidas 

pela forma permeável à membrana de superóxido dismutase - SOD (PEG-SOD), 

enquanto que SOD extracelular não apresentou efeito. 

Por todos os benefícios demonstrados pelos compostos polifenólicos do vinho 

tinto no sistema cardiovascular, vários estudos têm buscado avaliar seus efeitos 

sobre pressão arterial. Diebolt, et al., (2001) observaram que a administração oral de 

compostos fenólicos do vinho tinto produziu uma redução significativa na pressão 

arterial sanguínea em ratos normotensos. Moura et. al, (2004) demonstraram um 

efeito anti-hipertensivo substancial de liofilizado de vinho tinto através de 

administração oral em ratos com hipertensão arterial induzida por NG-nitro-L-

arginina-metil éster (L-NAME) um inibidor da sintase do NO, e que esta ação anti-

hipertensiva provavelmente envolve  mecanismos como a redução na síntese de 

endotelina-1, e aumento na liberação de EDHF. 
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Corder, et. al. (2001); López-Sepúlveda, et al, (2008) sugerem que o 

tratamento crônico com compostos fenólicos do vinho tinto em animais hipertensos, 

reduz a hipertensão e a disfunção vascular pela diminuição do estresse oxidativo 

vascular, aumento da bioatividade do NO e redução da síntese de endotelina 1. A  

administração oral de quercetina em ratos hipertensos reduziu a pressão sanguínea 

e a hipertrofia renal e cardíaca, provavelmente devido a suas propriedades 

antioxidantes (DUARTE, et al., 2001). 

Apesar da existência de diversas pesquisas com vinhos no mundo, são 

poucos os estudos existentes sobre a composição e propriedades biológicas dos 

vinhos brasileiros, provavelmente devido ao fato do Brasil não ser considerado um 

país da América do sul tradicional na produção de vinhos, ao contrário de outros 

países como Chile e Argentina que estão entre os maiores produtores mundiais de 

vinhos (FAOSTAT, 2011). 

No Brasil, um conjunto de regiões vitivinícolas é encontrado nas regiões Sul, 

Sudeste e Nordeste. Quatro regiões estão direcionadas à produção de vinhos finos: 

Serra Gaúcha, Campanha e Serra do Sudeste no estado do Rio Grande do Sul e a 

região do Vale do Rio São Francisco, no Nordeste Brasileiro (TONIETTO, 2001). 

Entre as regiões de viticultura diferentes, o Vale do São Francisco é 

atualmente o segundo maior produtor de vinho no Brasil. Está situada na fronteira 

entre os estados da Bahia e Pernambuco, em 8-9S (latitude) e cerca de 40W 

(longitude), caracterizado por um clima semi-árido, com níveis muito altos de 

exposição à luz solar (HIRSCH, 2005). 

Em estudo realizado com vinhos da região do Vale do São Francisco foi 

observado um alto conteúdo de polifenóis totais, assim como de quercetina, um 

flavonóide com considerável atividade antioxidante. O cis-resveratrol foi encontrado 

em concentração cinco vezes maior que o seu isômero trans. Este perfil polifenólico 

provavelmente está relacionado às técnicas específicas enológicas utilizadas na 

fabricação de vinho na região, bem como a adaptação da uva. O clima e 

condições técnicas de viticultura adotadas no Vale do São Francisco, 

incluindo o uso de irrigação controlado por estresse (que 

consiste em restringir água para as uvas depois da irrigação), podem 

contribuir para o perfil fenólico destes vinhos (LUCENA, et al., 2010). 
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Portanto, levando-se em consideração os estudos científicos já existentes 

sobre vinhos tintos no cenário mundial, seus benefícios ao sistema cardiovascular e 

a escassez de estudos sobre os vinhos brasileiros, em especial aos vinhos 

produzidos na região do Vale do São Francisco, aliado aos excelentes achados 

sobre a composição dos vinhos tintos dessa região, buscou-se investigar os efeitos 

cardiovasculares do liofilizado do vinho tinto produzido no Vale do São Francisco em 

ratos normotensos e hipertensos. 
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2  OBJETIVOS  

 

 

2.1 Geral 

 

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelo liofilizado do vinho tinto do 

Vale do São Francisco (LVTVSF), cepa da uva (Cabernnet Sauvignon), safra 2006, 

através de uma abordagem in vivo e in vitro em ratos normotensos e hipertensos (L-

NAME), elucidando os mecanismos de ação implicados nas respostas obtidas.  

 

 

2.2 Específicos 

 

2.2.1 Efeitos cardiovasculares específicos  

 

Testes in vivo 

 

 • Caracterizar o efeito do LVTVSF sobre a pressão arterial (PA) e frequência 

cardíaca (FC) em ratos normotensos e hipertensos L-NAME não anestesiados. 
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Testes in vitro 

 

• Avaliar o efeito do LVTVSF sobre a resposta vasorelaxante em artéria 

mesentérica superior isolada de ratos normotensos, avaliando: 

- A influência dos fatores relaxantes derivados do endotélio na resposta 

vasorelaxante induzida por LVTVSF. 

- A participação dos canais para potássio na resposta vasorelaxante 

induzida por LVTVSF. 

- A participação das espécies reativas de oxigênio na resposta 

vasorelaxante induzida por LVTVSF. 

 

• Avaliar a presença de óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio através 

de ensaios bioquímicos. 

 

 

 

 



 

 

 

 

MATERIAL E MÉDODOS 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais  

 

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) (Figura 2), pesando entre 

(200-300 g), todos provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Laboratório de 

Tecnologia Farmacêutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros da Universidade 

Federal da Paraíba – LTF/UFPB  

 

 

Figura 2 – Rato Wistar (Rattus norvegicus) 

 

Todos os animais foram mantidos sob condições controle de temperatura (21 

± 1°C), ciclo claro e escuro de 12 horas (6h00 às 18h00), e com livre acesso a água 

e a alimentação. Os experimentos foram realizados no período de 7h00 as 17h00 (in 

vivo) e de 7h00 às 19h00 (in vitro). Todos os experimentos desenvolvidos neste 

estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal do LTF (CEPA) 

sob o número 0310/08 
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3.2 Drogas e reagentes  

 

Durante o desenvolvimento dos experimentos foram utilizadas diversas 

substâncias tais como: tiopental sódico (Cristália), sal sódico de haparina (Roche), 

cloridrato de L (-) fenilefrina, sulfato de atropina, cloridrato de acetilcolina, L-NAME 

(NG-nitro-L-arginina-metil éster), nitroprussiato de sódio (NPS), indometacina, ODQ 

(1H-[1,2,4] Oxadiazolo-[4,3-a] Quinoxalin -1 – One), tetraetilamônio (TEA), 

caribdotoxina, dimetilsulfoxido, (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA), N-acetilcisteína, 

apocinina, tempol, diacetato/diaminofluoresceína (DAF-2/DA), (Calbiochem®).  Para 

preparação das soluções, a indometacina foi dissolvida em bicarbonato de sódio 

(NaHCO3) a 5% em água destilada. O ODQ foi dissolvido em dimetilsulfóxido 

(DMSO) 100%. As demais substâncias utilizadas foram dissolvidas em água 

destilada. Todas as soluções foram mantidas em temperatura de 0°C por ocasião da 

realização dos experimentos. A substância teste LVTVSF foi dissolvida em água 

destilada, nos experimentos in vitro, para obtenção da solução mãe 20 µg/ml. Para 

os experimentos in vivo o LVTVSF foi dissolvido em solução salina a uma solução 

mãe de 90 mg/mL. Ambas as soluções foram diluídas para as demais concentrações 

utilizadas. 

 

3.3 Soluções nutritivas  

 

Os sais utilizados em todas as preparações das soluções nutritivas foram: 

cloreto de sódio (NaCl, 158,3 mM), cloreto de potássio (KCl 4 mM), cloreto de cálcio 

dihidratado (CaCl2 2 mM), cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl2 1,05 mM), 

glicose (C6H12O6   5,6 mM),  bicarbonato de sódio (NaHCO3 10 mM), fosfato de 

sódio mono-hidratado (NaH2PO4 0,42 mM) (Merck, Darnstadt Alemanha), ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA 1mM), (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA). No 

preparo da solução despolarizante de Tyrode com cloreto de potássio a 20 mM a 

concentração de Na+ foi isosmoticamente alterada. Após o preparo das soluções 

mediu-se o pH e foi feito o ajuste para 7,4 quando necessário. 

As tabelas a seguir mostram as composições das soluções nutritivas: 
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Tabela 1- Composição da Solução nutritiva de Tyrode 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: TANAKA et al., 1999 

 

 

Tabela 2 – Composição da solução de Tyrode despolarizante – KCl (20mM) 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999 

 

3.4 Preparação do liofilizado do vinho tinto do Vale do São Francisco (LVTVSF)  

 

Para preparação do liofilizado do vinho tinto do Vale do São Francisco 

(LVTVSF) o etanol foi evaporado sob baixa pressão a 55° C, até redução de 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 

KCl 

CaCl2 

MgCl2 

NaHCO3 

NaH2PO4 

Glicose 

  158,3 

4,0 

2,0 

1,0 

  10,0 

 0,4 

 5,6 

Substância Concentração (mM) 

NaCl 

KCl 

CaCl2 

MgCl2 

NaHCO3 

NaH2PO4 

Glicose 

  142,3 

 20,0 

2,0 

1,0 

  10,0 

 0,4 

 5,6 
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aproximadamente 50% do volume original. O resíduo líquido foi liofilizado e mantido 

em freezer a -20° C até uso em teste (MOURA, et al., 2004).  

 

3.5 Determinação dos constituintes químicos do vinho tinto do Vale do São 

Francisco 

 

3.5.1 Determinação de polifenóis totais  

 

O conteúdo total de polifenóis do LVTVSF foi medido em espectrofotômetro 

(Varian 50 Bio UV/Vis) a 760 nm, após diluição e reação com reagente fenólico 

Folin-Ciocalteu estabilizada com solução saturada de carbonato de sódio. A amostra 

foi analisada em triplicata e o conteúdo total de polifenóis foi expresso em 

miligramas de equivalente de ácido gálico/litro de vinho (mg GAE/L) (MIRA, et al., 

2008). Os dados foram expressos como média ± e.p.m. 

 

 

 

3.5.2 Determinação de flavonóis por CLAE/UV (cromatografia líquida de alta 

eficiência/ultravioleta visível) 

 

A identificação e quantificação dos flavonóis foi realizada em cromatógrafo  

líquido Ultimate 3000 Dionex®, com coluna analítica Acclaim® 120 Dionex C-18 (250 

mm x 4,6 mm, 5 µm), comprimento de onda de 370 nm, fluxo da fase móvel de 0,5 

mL.min-1, temperatura do forno de 36 oC, volume de injeção de 20 µL. A fase móvel 

foi preparada pela mistura de ácido fórmico 1 % em água ultra-pura (Milli-Q, Millipore 

®) - 52,7 % -, acetonitrila grau HPLC 47,3 % e o pH ajustado para 2,5 com ácido 

fórmico. A separação dos flavonóis (miricetina, quercetina e caempferol) ocorreu em 

12 minutos, e foram quantificados em curva analítica com concentrações variando 

de 0,1 a 7,0 mg.L-1, por padronização externa (VUORINEN et al., 2000). As 

amostras foram diluídas a 10% com fase móvel e filtradas a 0,45 µm. A amostra foi 

analisada em triplicata e o conteúdo de quercetina, miricetina e caempferol foi 

expresso em microgramas/mililitro de vinho (µg/mL). Os dados foram expressos 

como média ± e.p.m 
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Estes experimentos foram realizados no Laboratório de Experimentação e 

Análise de Alimentos- Departamento de Nutrição - Centro de Ciências da Saúde - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

3.6 Ensaios farmacológicos  

 

Foram utilizadas duas diferentes abordagens, uma com ensaios 

farmacológicos in vivo, utilizando ratos Wistar, e outra com ensaios farmacológicos 

in vitro, utilizando anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos Wistar e 

células endoteliais de aorta de coelho. 

 

3.6.1 Medida da pressão arterial (PA) e freqüência cardíaca (FC) em ratos 

normotensos não-anestesiados 

 

Os ratos normotensos foram anestesiados com cetamina e xilazina (75 e 10 

mg/kg, i.p., respectivamente) para procedimento  cirúrgico que consiste na 

implantação de  cateteres de polietileno (PE). Um segmento de cateter PE-10 

(diâmetro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente) foi soldado a um 

segmento de cateter PE-50 (diâmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, 

respectivamente) em seguida fez-se a implantação dos mesmos na aorta abdominal 

e veia cava caudal, via artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente. Após a 

inserção e fixação, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente e 

exteriorizados por uma incisão na região cervical posterior do animal. 

A PA e FC foram medidas 24 horas depois do procedimento cirúrgico pela 

conexão do cateter arterial a um transdutor de pressão acoplado a um sistema de 

aquisição (PowerLab, ADInstruments, Austrália) conectado a um computador 

instalado com o software LabChart 5,0 (AD Instruments, Austrália) (Figura 3). A 

freqüência escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo 

cardíaco, o computador calculou as pressões arterial sistólica, diastólica e média e a 

freqüência cardíaca. O cateter venoso foi implantado para a administração das 

drogas. 
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      Figura 3 – Aparato utilizado para experimentos in vivo. 

 

3.6.2 Hipertensão L-NAME e tratamento crônico com LVTVSF  

 

Dois grupos (A e B), cada um com 6 ratos foram tratados oralmente com L-

NAME (40 mg/Kg) dissolvidos na água por 21 dias, para a instalação da hipertensão 

L-NAME. O grupo A recebeu apenas L-NAME e o grupo B, após o 12° dia recebeu 

L-NAME adicionado do LVTVSF (100mg/kg). A pressão arterial dos dois grupos foi 

medida após o 21º dia. 

 

3.6.3 Preparação de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato  

 

 

 Os ratos foram sacrificados por guilhotina. Após uma incisão no abdome do 

animal, a artéria mesentérica superior foi retirada e livre de tecido conectivo e 

adiposo (Figura 4), foi seccionada em anéis do primeiro segmento da artéria (1 - 2 

mm). Os anéis foram mantidos em cubas (Figura 5), contendo 10 mL de solução de 

Tyrode, a 37º C e gaseificada com uma mistura de 95 % de O2 e 5 % de CO2. Esses 

anéis foram suspensos por linhas de algodão fixadas a um transdutor de força 

acoplado a um sistema de aquisição (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) (Figura 6) 

para o registro das tensões isométricas. Cada anel foi submetido a uma tensão 

BRAGA V. A. 2010 
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constante de 0,75 g por um período de 60 min. Durante este tempo, as soluções 

nutritivas foram trocadas a cada 15 minutos para prevenir a interferência de 

metabólitos (ALTURA; ALTURA, 1970). 

Foram utilizados anéis com e sem endotélio vascular. Para verificar a 

presença do endotélio vascular, os anéis foram contraídos com 10 µM de fenilefrina 

(FEN), em seguida foi adicionado à cuba 10  µM de acetilcolina (ACh). Os anéis que 

apresentaram relaxamento causado pela ACh igual ou superior a 80% foram 

considerados com endotélio funcional. Já os anéis com relaxamentos inferiores a 

10% foram considerados sem endotélio (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980) 

(Figura 7). Os anéis sem endotélio foram obtidos mecanicamente por do atrito entre 

as paredes internas do vaso com uma haste de metal. Os anéis com relaxamentos 

entre 10 e 80% foram desprezados.  

 

 

 

                         Figura 4 - Artéria mesentérica superior isolada de rato 

 

FIALHO  F. F. 2009 
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         Figura 5 – Cuba para órgão isolado contendo anel de artéria mesentérica 

superior isolada de rato em solução de Tyrode. 

 

       Figura 6 - Aparato utilizado para registros de tensões isométricas em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de rato 

 

 

 

FIALHO F. F. 2009 
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Figura 7 – Representação esquemática do protocolo para a verificação do endotélio 
funcional. 

 

3.7 Protocolos experimentais para estudos in vivo 

 

3.7.1 Efeito do LVTVSF sobre a pressão arterial média (PAM), pressão arterial 

sistólica (PAS), pressão arterial diastólica (PAD) e FC em ratos normotensos 

 

Para obtenção de uma curva dose-resposta controle, 24 horas após a 

implantação dos cateteres vasculares, os animais foram mantidos em aclimatação 

ao ambiente onde foram realizados os experimentos por no mínimo 30 min. para 

estabilização dos parâmetros cardiovasculares. Em seguida doses do LVTVSF (10, 

30 e 90 mg/kg, i.v.) foram administradas aleatoriamente (Figura 8), com intervalos de 

tempo suficiente para que os parâmetros cardiovasculares retornassem aos seus 

valores basais. O tempo de retorno dos parâmetros cardiovasculares observado 

após a administração do LVTVSF foi cerca de 10 minutos. Os valores de PAM, PAS, 

PAD e FC foram computados antes (valores da linha de base) e imediatamente após 

a administração da substância, e suas variações foram expressas em porcentagem, 

conforme demonstrado nas equações 1 e 2.  
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(1)  Valores de PA (%) = (PA depois – PA antes) x 100  

                                                            PA antes  

(2) Valores de FC (%) = (FC depois – FC antes) x 100  

                                                           FC antes 

 

 

Figura 8 – Representação esquemática do protocolo experimental para avaliação do efeito 
de LVTVSF sobre PAM e FC em ratos normotensos não-anestesiados. 

 

 

3.7.2 Efeito do LVTVSF sobre a PAM e FC em ratos hipertensos L-NAME 

 

Para a medida da PAM e FC, os animais foram mantidos em aclimatação ao 

ambiente onde foram realizados os experimentos, por um período de no mínimo 30 

min. para estabilização dos parâmetros cardiovasculares. Após o retorno dos 

parâmetros hemodinâmicos dos animais, verificou-se a PAM e FC dos animais 

hipertensos L-NAME e hipertensos L-NAME tratados com LVTVSF, na dose de 

100 mg/Kg. Essa dose corresponde a aproximadamente duas taças de vinho (210 

mL) para um individuo adulto por dia, dose recomendada para proteção vascular 

(ELLISON, 2002; MOURA et. al, 2004). 
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3.8 Protocolos experimentais para estudos in vitro 

 

 3.8.1 Curva concentração-resposta do LVTVSF em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de ratos normotensos 

  

Após o período de estabilização e posterior verificação do endotélio funcional, 

como descrito no item 3.6.3, foi induzida uma contração FEN 10 µM e concentrações 

crescentes do LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/mL), foram 

adicionadas às cubas de maneira cumulativa, para obtenção de uma curva 

concentração-resposta na presença ou ausência do endotélio vascular (Figura 9). O 

relaxamento foi expresso como a porcentagem reversa da contração induzida por 

FEN e a eficácia do efeito vasorelaxante do LVTVSF foi avaliada utilizando-se os 

valores de Emáx. Nos experimentos subsequentes foram utilizados apenas anéis com 

endotélio vascular.  

Para a determinação do mecanismo de ação envolvido no vasorelaxamento 

do LVTVSF os anéis foram pré-incubados com as seguintes ferramentas 

farmacológicas: L-NAME (100 µM), um inibidor competitivo da enzima sintase de NO 

(RESS, et al.,1990),ODQ (10 µM), um inibidor específico da ciclase de guanilil 

solúvel (GARTHWAITE, et al., 1995), KCl (20 mM) um modulador do efluxo do íon 

potássio (CAMPBELL; HARDER, 1996), TEA (1 mM), um inibidor dos canais para 

potássio (ALIOUA et al., 1998), caribdotoxina (0,2 µM) + apamina (0,2 µM) 

indicadores da participação do fator hiperpolarizante derivado do endotélio 

(GARCIA-PASCUAL, et al., 1995), (VOGALIS, et al., 1998), indometacina (10 µM), 

um inibidor não seletivo da enzima ciclooxigenase (COX) (VANHOUTTE, 2009), 

atropina (1 nM), um antagonista não seletivo dos receptores muscarínicos 

(SAWAYER, 1999), N-acetilcisteína (10 mM), um sequestrador de radicais livres 

(NDIAYE et al., 2003), tempol (100 µM), um mimético da superóxido dismutase 

(SOD) (HERNANZ, et al 2004), apocinina, um inibidor da NADPH oxidase (10 µM) 

(VIRDIS, et al., 2010) (Figura 10). 
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Figura 9 – Protocolo experimental para avaliação do efeito do LVTVSF na presença e na 
ausência do endotélio funcional.  

 

 

Figura 10 – Protocolo experimental para avaliação do efeito do LVTVSF na presença de 
ferramentas farmacológicas em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com 
endotélio vascular. 
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3.8.2 Determinação da participação da enzima sintase do NO na resposta 

vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos normotensos 

 

Com a finalidade de investigar a participação do NO na resposta 

vasorelaxante promovida por LVTVSF, os anéis de artéria mesentérica com 

endotélio vascular foram pré-incubadas com L-NAME (100 µM), um inibidor 

competitivo da enzima sintase de NO (RESS, et al.,1990).  Após trinta minutos de 

incubação, induziu-se uma contração com fenilefrina (10-5M) e na fase tônica e 

sustentada desta contração foram adicionadas cumulativamente concentrações 

crescentes do LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/mL) para 

obtenção de uma curva concentração-resposta. O efeito vasorelaxante do LVTVSF 

foi avaliado na ausência e na presença do L-NAME 

 

3.8.3 Influência da enzima ciclase de guanilil solúvel na resposta relaxante 

induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos 

 

Para investigarmos a participação da enzima ciclase de guanilil solúvel na 

resposta vasorrelaxante promovida por LVTVSF, as preparações foram pré-

incubadas com ODQ (10 µM), um inibidor específico desta enzima (GARTHWAITE 

et al., 1995). Decorridos 30 minutos as preparações foram submetidas a uma 

contração com fenilefrina (10-5 M) e no componente tônico desta contração 

adicionou-se concentrações crescentes do LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 

300; 1000 μg/mL) de maneira cumulativa. O efeito vasorelaxante do LVTVSF foi 

avaliado na ausência e na presença do ODQ.  
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3.8.4 Avaliação da participação dos canais para potássio na resposta relaxante 

induzida por LVTVSF em anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos na 

presença de KCl (20 mM) ou TEA (1 mM) 

 

Para estudarmos a possível participação dos canais para K+ no efeito 

vasorelaxante do LVTVSF, a solução de Tyrode da cuba foi substituída por uma 

solução de  KCl (20 mM) um modulador do efluxo de potássio CAMPBELL; 

HARDER, 1996). Em outra série de experimentos as preparações foram pré-

incubados por 30 minutos com TEA (1 mM), um inibidor dos canais para potássio 

(ALIOUA et al., 1998). Após o período de incubação foi induzida uma contração com 

fenilefrina (10-5 M), em seguida, na fase tônica desta contração adicionou-se 

cumulativamente o LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/ml). As 

respostas obtidas na presença de KCl (20 mM) ou TEA (1 mM) foram comparadas 

com as obtidas na ausência dos mesmos.  

 

3.8.5 Determinação da participação do fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (EDHF) na resposta relaxante induzida por LVTVSF em anéis de 

artéria mesentérica de ratos normotensos 

 

Com a finalidade de investigar a participação do EDHF na resposta 

vasorrelaxante promovida por LVTVSF, as preparações foram pré-incubadas com a 

combinação de duas toxinas que inibem o EDHF, apamina (0,2 µM) (GARCIA-

PASCUAL, et al., 1995) e caribdotoxina (0,2 µM) (VOGALIS, et al., 1998). Após 30 

minutos deste procedimento foi induzida uma contração com fenilefrina (10-5M) e na 

fase sustentada desta contração adicionou-se de maneira cumulativa LVTVSF 

(0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/ml). O efeito vasorelaxante do LVTVSF foi 

avaliado na ausência e na presença desses inibidores. 
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3.8.6 Verificação da participação dos metabólitos da via do ácido araquidônico 

na resposta vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria 

mesentérica superior isolada de ratos normotensos 

 

Com a finalidade de avaliarmos a participação dos metabólitos da via do ácido 

araquidônico no efeito vasorelaxante, as preparações foram incubadas com 

indometacina (10 µM), um inibidor não seletivo da enzima ciclooxigenase (COX) 

(VANHOUTTE, 2009). Após 30 minutos induziu-se uma contração com fenilefrina 

(10-5 M) e na fase tônica desta contração adicionou-se à cuba LVTVSF (0,0001; 

0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/mL)  cumulativamente. A resposta vasorelaxante 

foi avaliada na ausência e na presença de indometacina. 

 

3.8.7 Avaliação da participação dos receptores muscarínicos no 

vasorelaxamento induzido por LVTVSF em anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de ratos normotensos 

 

Com a finalidade de avaliar a participação dos receptores muscarínicos na 

resposta vasorelaxante induzida por LVTVSF, as preparações foram previamente 

incubadas com atropina (1 nM), um antagonista não seletivo dos receptores 

muscarínicos (SAWAYER, 1999). Após 30 minutos induziu-se uma contração com 

fenilefrina (10-5 M) e na fase tônica desta contração adicionou-se à cuba LVTVSF 

(0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/mL)  cumulativamente. O efeito 

vasorelaxante do LVTVSF foi avaliado na presença e na ausência de atropina. 
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3.8.8 Influência da participação das espécies reativas de oxigênio na resposta 

vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos normotensos 

 

As preparações foram previamente incubadas com N- acetilcisteína (10 mM), 

um sequestrador de radicais livres (NDIAYE et al., 2003) e após 30 minutos induziu-

se uma contração com fenilefrina (10-5 M) e na fase tônica desta contração 

adicionou-se à cuba LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 1000 μg/mL)  

cumulativamente. A resposta observada foi comparada com o registro controle 

obtido na ausência da N-acetilcisteína.  

 

3.8.9 Determinação da participação de ânions superóxidos na resposta 

relaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica de ratos 

normotensos 

 

Os anéis de artéria mesentérica foram pré-incubadas com tempol (100 µM), 

um mimético da superóxido dismutase (SOD) (HERNANZ, et al 2004) e após 30 

minutos induziu-se uma contração com fenilefrina (10-5 M) e na fase tônica desta 

contração adicionou-se à cuba o LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 

1000 μg/mL)  cumulativamente. O efeito vasorelaxante do LVTVSF na presença e 

ausência do tempol foram comparados.  
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3.8.10 Avaliação da participação da enzima NADPH oxidase na resposta 

vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos 

 

As preparações foram previamente incubadas com apocinina, um inibidor da 

NADPH oxidase (10 µM) (VIRDIS et al., 2010). Após 30 minutos induziu-se uma 

contração com fenilefrina (10-5 M) e na fase tônica desta contração adicionou-se à 

cuba concentrações crescentes do LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 

1000 μg/mL) cumulativamente. O efeito vasorelaxante do LVTVSF foi avaliado na 

presença e na ausência do inibidor da NADPH oxidase. 

 

3.8.11 Determinação da produção de óxido nítrico pelo LVTVSF em células 

endoteliais de aorta de coelho 

 

Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) foram cultivadas em placas de 

24 poços em meio F12 (Coon’s F12 modificado) e suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) e antibióticos (penicilina e estreptomicina) (KOJIMA, et. al.,1998). 

 A biodisponibilidade de NO em células endoteliais de aorta de coelho (RAEC) foi 

quantificada expondo as amostras biológicas ao LVTVSF (100 e 300 g/mL) no 

momento da incubação com DAF-2 DA (10 mM) por 30 min a 37 ° C. RAEC também 

foram estimuladas com acetilcolina (10-5 M) por 15min. A medição DAF-2 DA para o 

óxido nítrico é um indicador fluorescente que permite a detecção direta de NO em 

condições fisiológicas por citometria de fluxo (NAVARRO-ANTOLIN; LAMAS., 2001). 

A menor concentração de NO liberado pelas células RAEC foi também detectada 

por DAF, sob as condições basais. Para verificar se o sinal fluorescente obtido após 

a adição de DAF-2 DA foi dependente da presença de NO, RAEC foi pré-incubada 

com L-NAME (100 µM) por 30 min antes da adição de DAF-2 DA e LVTVSF (100 e 

300 g/mL). As amostras foram então lavadas duas vezes com solução tampão 

fosfato contendo albumina de soro bovino e analisados com 10.000 células por 

amostra, por citometria de fluxo, utilizando o equipamento FACSCalibur (Becton 
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Dickinson ®, San Jose, CA, EUA) (Figura 11). Os dados foram analisados pelo 

WinMDI versão do software 2.9. Assim, as mudanças na produção de óxido nítrico 

foram expressas como F/F0. Os valores foram expressos como média ± e.p.m. 

Estes experimentos foram realizados no Laboratório de Neurobiologia, 

Departamento de Patologia, Centro Politécnico, Universidade Federal do Paraná. 

 

 

 

 

 

 

 

                                    http://www.bdbiosciences.com/instruments em: 02/04/2011 

Figura 11 - Aparato utilizado para medida de óxido nítrico por citometria de fluxo em 
células endoteliais de aorta de coelho. 
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3.8.12 Análise por fluorescência total de Dihidroetidina (DHE) para medida da 

produção do ânion superóxido 

 

A sonda fluorescente dihidroetidina foi utilizada para avaliação do conteúdo 

intracelular de ânion superóxido por um leitor de fluorescência. As células RAEC 

(células endoteliais da aorta de coelho) (5x105/poço) foram tratadas com os seus 

estímulos (vinho 300 ug/mL, angiotensina 1µM) por 4 horas. Posteriormente, as 

células foram carregadas com dihidroetidina (DHE - 5 µM) e incubadas em meio F12 

(Coon’s F12 modificado) por um período de 30 minutos no escuro a temperatura 

ambiente. Após este período de incubação, a reação foi lida em espectrofluorímetro 

Tecan infinite M200 (Salzburg, Áustria), programa Tecan-i-control, com excitação a 

490 nm e emissão a 590 nm. Os resultados deste experimento estão expressos 

como unidades relativas de fluorescência. 

Estes experimentos foram realizados no Laboratório de Neurobiologia, 

Departamento de Patologia, Centro Politécnico, Universidade Federal do Paraná. 

 

3.9 Análises estatísticas 

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.). O 

teste t de Student não pareado e análise de variância (ANOVA), seguida de 

Bonferroni foram utilizados quando apropriado. Foram considerados valores 

estatisticamente significantes quando o p < 0,05. Os valores de resposta máxima 

(Emáx) para cada experimento foram expressos como percentagem do relaxamento 

máximo do tônus induzido por fenilefrina (100%). Para todos esses procedimentos 

foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 5.0. Para as análises 

bioquímicas, os testes foram realizados em triplicata, os dados foram analisados 

pelo software WinMDI 2.0 e plotados pelo GraphPad Prism 5.0. 

 

 



 

 

 

 

RESULTADOS 

 



Oliveira, A. C.                         Avaliação pré-clínica dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo liofilizado do vinho tinto do 

Vale do São  Francisco em ratos -abordagem in vivo e in vitro 

_________________________________________________________________________________________________________________ 

 
 

52 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Determinação dos níveis de polifenóis totais e flavonoides no liofilizado do 

vinho tinto do Vale do São Francisco 

 

A quantidade total de polifenóis encontrados no liofilizado do vinho tinto do 

Vale do São Francisco foi 4,2g GAE/L. Os níveis de quercetina (QE), miricetina (MI), 

e caempferol encontrados foram: 6,37 ± 0,29; 3,25 ± 0,13; e 0,07 ± 0,03 µg/mL 

respectivamente. Na Figura 12 estão representados os picos de absorção relativos 

aos flavonoides encontrados. 

 

 

Figura 12 – Cromatograma do liofilizado do vinho tinto do Vale do São Francisco mostrando 
a presença dos flavonoides miricetina, quercetina e caempferol.  
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4.2 Tratamento crônico com LVTVSF (100 mg/Kg/dia) em ratos 

hipertensos L-NAME, mostrando o efeito do liofilizado sobre a PAM e FC. 

 

             Após o período de 21 dias, a PAM do grupo de animais hipertensos L-

NAME e do grupo de animais hipertensos L-NAME tratado com o liofilizado foi 

avaliada. A PAM do grupo hipertenso L-NAME tratado com LVTVSF foi 

significativamente menor quando comparado ao grupo hipertenso L-NAME 

não tratado (143,7 ± 4,7 e 172,5 ± 4,7 mmHg, respectivamente).  Não houve 

diferença na freqüência cardíaca (399,5 ± 9,0 e 421,6 ± 11,0 bpm) (Figura 13 

A e B). 
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Figura 13– Efeito do LVTVSF em ratos hipertensos L-NAME sobre a PAM (A) e FC (B). Os 

valores foram expressos como média ± e.p.m. * p < 0,05 animais tratados com L-NAME + 
LVTVSF (100 mg/Kg) comparado ao grupo de animais hipertensos L-NAME . 
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4.3 Efeito do LVTVSF sobre PAM, PAS, PAD e FC em ratos normotensos não 

anestesiados. 

 Após um período de estabilização dos parâmetros hemodinâmicos a 

administração aleatória de doses do LVTVSF (10, 30 e 90 mg/kg i.v.) em ratos 

normotensos, promoveu queda na PAM (-24,0 ± 1,2; -32,4 ± 1,3; -51,4 ± 1,5 %), 

resultado  da redução na PAS (-20,4  ± 1,3; -27,0 ± 2,4; -38,7 ± 2,3 %) e PAD (-25,7 

± 1,2; -36,1 ± 1,0; -59,7 ± 1,5 %),  seguida de taquicardia (14,5 ± 2,3; 19,5 ± 1,7; 

28,4 ± 2,1 %) (Figura 14; Figura 15 A e B).  

 Os valores basais para PAM e FC em animais normotensos foram 

(102,5 ± 3,2) e (370,3 ± 8,0) respectivamente. 

 

  

 
 

Figura 14 – Registros originais dos valores de PAP (■) PAM (■) e FC (■) obtidos com a 
administração aguda de doses crescente do LVTVSF (10, 30, 90 mg/kg) em ratos 
normotensos 
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Figura 15– Efeito do LVTVSF (10, 30, 90 mg/kg) sobre a PAM, PAS e PAD (A) e FC (B) em 
ratos normotensos não-anestesiados. Os valores foram expressos como média ± e.p.m. *p < 
0,05 PAD versus PAS; # p < 0,05 PAM versus PAS; δ p < 0,05 PAM versus PAD. 
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4.4 Efeito do LVTVSF sobre PAM e FC em ratos normotensos não anestesiados 

antes e após a administração aguda de L-NAME.  

 

 A resposta hipotensora e taquicárdica induzida pelo LVTVSF foi 

significantemente atenuada na presença do L-NAME (20 mg/Kg i.v.) nas doses de 

10, 30 e 90 mg/Kg do LVTVSF (-3,6 ± 0,5; -6,3 ± 0,4; -12,7 ± 1,1 %) e (6,6 ± 0,9; 8,8 

± 2,8; 17,2 ± 3,9 %) (Figura 16 A e B) 
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Figura 16 – Efeito do LVTVSF (10, 30, 90 mg/kg) sobre a PAM (A) e FC (B) antes e 
após a administração do L-NAME (20 mg/Kg i.v) em ratos normotensos não-
anestesiados. Os valores foram expressos como média ± e.p.m. *p < 0,05 versus 
grupo normotenso sem L-NAME. 
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4.5 Estudos farmacológicos com o LVTVSF em ratos normotensos - in vitro 

 

4.5.1 Efeito do LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior isolada de 

ratos pré-contraídos com fenilefrina 

 

 

Após adição cumulativa do LVTVSF (0,0001; 0,001; 0,1; 10; 100; 300; 

1000 g/mL), observou-se um vasorelaxamento de maneira concentração 

dependente em preparações com endotélio funcional (Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 

17 A; Figura 19). Após a remoção do endotélio, o vasorelaxamento por LVTVSF foi 

significativamente atenuado (Emax= 32,07 ± 2,07%) (Figura 17B; Figura 19). O tempo 

de relaxamento entre uma concentração e outra foi em média de 5 min.  

Após o relaxamento induzido por LVTVSF, as preparações com anéis de 

artéria mesentérica foram novamente contraídas com fenilefrina, para mostrar a 

integridade do órgão. Foi observado que houve 100 % de reversão da resposta à 

fenilefrina. Dados mostrados no traçado original (Figura 18). 
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Figura 17 – Registros originais da resposta relaxante do LVTVSF (0,0001 – 1000 g/mL) 
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato na presença (A) ou na ausência 
(B) do endotélio vascular. 

 

Figura 18 – Registro original mostrando a reversão da contração por fenilefrina (10 μM) 
em anel de artéria mesentérica superior de rato após o relaxamento induzido por 

LVTVSF (0,0001 – 1000 g/mL). 
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Figura 19- Curvas concentração resposta do liofilizado do vinho tinto do Vale do São 

Francisco LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada 
de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na presença () e ausência de endotélio 
funcional (Ο). Resultados estão expressos como média ± e.p.m. *p<0,05 versus endotélio 
intacto. 

 

 

 

4.5.2 Participação da enzima sintase do óxido nítrico (NOS) na resposta 

vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos normotensos 

 

Após a inibição da NOS com L-NAME (100 μM), o vasorrelaxamento induzido 

por LVTVSF foi significativamente atenuado (Emax.: 22,64 ± 3,74 %) quando 

comparado a resposta obtida na ausência deste inibidor (controle - Fen 10 μM)  

(Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 20).   
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Figura 20- Curvas concentração resposta do liofilizado do vinho tinto do Vale do São 

Francisco LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada 
de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença de L-NAME 
(100 μM) (Δ) com endotélio funcional. Resultados estão expressos como média ± e.p.m.. 
*p<0,05 versus endotélio intacto sem L-NAME. 
 
 

4.5.3 Envolvimento da enzima ciclase de guanilil solúvel sobre a resposta 

vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos normotensos 

 

 

Quando as preparações foram incubadas com ODQ (10 µM) houve uma 

atenuação do vasorelaxamento induzido por LVTVSF de maneira significativa (Emax= 

37,08 ± 4,60 %) quando comparado à resposta obtida na ausência deste inibidor 

(Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 21). 
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Figura 21- Curvas concentração resposta do liofilizado do vinho tinto do Vale do São 

Francisco LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada 
de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença de ODQ 

(10 μM) (□) com endotélio funcional. Resultados estão expressos como média ± 

e.p.m.*p<0,05 versus endotélio intacto sem ODQ. 
 
 

4.5.4 Efeito da resposta vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de ratos normotensos na presença de KCl 

(20 mM) e TEA (1 mM). 

 

 A incubação com KCL (20 mM) e TEA (1 mM) promoveu uma atenuação 

significativa do vasorelaxamento induzido pela adição cumulativa do LVTVSF, em 

anéis mesentéricos de ratos normotensos (Emax= 46,04 ± 9,87 %) e (Emax= 44,40 ± 

5,80 %) respectivamente, quando comparados a resposta controle (Fen 10 μM) 

(Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 22). 
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Figura 22- Curvas concentração resposta do liofilizado do vinho tinto do Vale do São 

Francisco LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada 

de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença de KCl 

(20 mM) (□) ou TEA (1 mM) (■) com endotélio funcional. Resultados estão expressos como 

média ± e.p.m. *p<0,05 versus endotélio intacto sem KCL 20 mM e TEA. 
 

 

4.5.5 Determinação da produção de NO em células endoteliais 

 

Em cultura de células endoteliais de aorta de coelho, o LVTVSF (100 e 300 

µg/mL) foi capaz de aumentar a fluorescência induzida pelo aumento dos níveis de 

NO quando comparado ao controle (100 µg/ml: 7,9 ± 0,98 e 300 µg/ml: 29,52 ± 

1,79;% Δ de fluorescência, n = 5, respectivamente), conforme mostrado na figura 23 

e 24. Na presença de L-NAME (100 mM), a quantidade de NO induzida pelo 

LVTVSF foi significativamente atenuada (300 µg/mL: 14,8 ± 0,96;% Δ de 

fluorescência, n = 5, respectivamente). 
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Figura 23 - Efeitos da LVTVSF (100 µg/mL), LVTVSF (300 µg/mL), L-NAME (100 µM) + 
LVTVSF (100 µg/mL), L-NAME (100 µM) + LVTVSF (300 µg/mL) e Ach (10-5 M) (controle 
positivo),  sobre os níveis de NO expressos em relação a fluorescência em células 
endoteliais de aorta de coelho. Estes dados são representativos de três experimentos 
realizados em duplicata. Valores são expressos como média ± e.p.m. * p < 0.05 versus a 
produção pela acetilcolina, # p < 0.05 versus L-NAME (100 µM) + LVTVSF (300 µg/mL). 
 
 

 
 
 
 
Figura 24 - Registro original da produção de NO em células endoteliais de aorta de coelho 
por citometria de fluxo. 
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4.5.6 Avaliação da participação do fator hiperpolarizante derivado do endotélio 

(EDHF) na resposta relaxante induzida por LVTVSF em anéis de artéria 

mesentérica de ratos normotensos. 

 

Quando as preparações foram incubadas com caribdotoxina (0,2 µM) mais 

apamina (0,2 µM) não foi observada nenhuma alteração significante sobre o 

relaxamento induzido por LVTVSF (Emáx.= 78,30 ± 5,81%) quando comparado ao 

controle (Fen 10 μM) (Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 25). 
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Figura 25 - Curvas concentração resposta do liofilizado do vinho tinto do Vale do São 

Francisco LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica superior isolada 
de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença de 

caribdotoxina (0,2 M) e apamina (0,2 M) (Δ) com endotélio funcional. Resultados estão 
expressos como média ± e.p.m.  
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4.5.7 Envolvimento dos metabólitos do ácido araquidônico na resposta 

vasorelaxante induzida por LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos normotensos 

 

 

O pré-tratamento com indometacina (10 µM) por 30 minutos, não promoveu 

atenuação significativa da resposta relaxante induzida pelo LVTVSF, (Emax= 78,79 ± 

7,46 %) quando comparado ao controle (Fen 10 μM) (Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 

26). 
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Figura 26 - Curvas concentração resposta do LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na 

ausência () e na presença de indometacina (10 μM) (□) com endotélio funcional. 

Resultados estão expressos como média ± e.p.m. 
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4.5.8 Avaliação da participação dos receptores muscarínicos na resposta 

vasorelaxante induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior 

isolada de ratos normotensos 

 

Após o bloqueio dos receptores muscarínicos pela atropina (1 nM) não foi 

observada nenhuma alteração significante sobre o relaxamento induzido por  

LVTVSF (Emáx.=  88,34 ± 4,6%) quando comparado ao controle (Fen 10 μM) (Emax= 

87,22 ± 3,59 %) (Figura 27). 
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Figura 27- Curvas concentração resposta do LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de 

artéria mesentérica superior isolada de ratos pré-contraidos com fenilefrina (10 μM) na 
ausência() e na presença de atropina (1 nM) (Δ) com endotélio funcional. Resultados 
estão expressos como média ± e.p.m. 
 
 
 

4.5.9 Participação das espécies reativas de oxigênio na resposta vasorelaxante 

induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior isolada de 

ratos normotensos 

 

O pré-tratamento com N-acetylcysteina (10 mM), promoveu uma atenuação 

do vasorelaxamento induzido pelo LVTVSF, de maneira significante (Emax.: 58,67 ± 

5,53 %) em anéis mesentéricos de ratos normotensos comparados ao controle 

(Fen 10 μM) (Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 28). 
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Figura 28- Efeito vasorelaxante do LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria 
mesentérica de rato pré-contraído com fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença de 

N-acetilcisteína (□) com endotélio funcional. Resultados estão expressos como média ± 

e.p.m.* p < 0.05 versus endotélio intacto sem NAC. 
 
 

 
4.5.10 Envolvimento dos ânions superóxidos na resposta vasorelaxante 

induzida pelo LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior isolada de 

ratos normotensos 

 

 

Após incubação com tempol (10 µM) por 30 minutos, houve uma atenuação 

significativa do vasorelaxamento (Emax= 36,17 ± 6,0 %) quando comparados ao 

Endotélio intacto (Fen 10 μM) (Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 29). 
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Figura 29 - Efeito vasorelaxante do liofilizado do vinho tinto do Vale do São Francisco 

LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica de rato pré-contraída com 

fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença do tempol (100 µM) (□) com endotélio 

funcional. Resultados estão expressos como média ± e.p.m.* p < 0.05 versus endotélio 
intacto sem tempol. 
 

 
 
4.5.11 Envolvimento da enzima NADPH oxidase na resposta vasorelaxante 

induzida por LVTVSF em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos 

 

 

A incubação por 30 minutos com apocinina, promoveu um deslocamento da 

curva para a direita, sem atenuação significante do efeito máximo induzido por 

LVTVSF (Emax.= 75,10 ± 5,0%) quando comparados à curva controle (Fen 10 μM) 

(Emax= 87,22 ± 3,59 %) (Figura 30). 
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Figura 30- Efeito vasorelaxante do liofilizado do vinho tinto do Vale do São Francisco 

LVTVSF (0,0001 - 1000 g/mL) em anéis de artéria mesentérica de rato pré-contraídos 

com fenilefrina (10 μM) na ausência () e na presença de apocinina (10 µM) (Δ) com 
endotélio funcional. Resultados estão expressos como média ± e.p.m.* p < 0.05 versus 
endotélio intacto sem apocinina. 
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4.5.12 Medida da produção de superóxidos em cultura de células endoteliais 

de aorta de coelho após exposição ao LVTVSF. 

 

 

A magnitude relativa da formação de superóxido em culturas de células 

endoteliais de aorta de coelho foi medida após a exposição ao LVTVSF (300 µg/mL) 

= 37 ± 6 Δ%. A angiotensina II foi utilizada como controle positivo = 107 ± 9 Δ% 

(Figura 31). 
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Figura 31- Geração de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) em cultura de células 

endoteliais de aorta de coelho. Geração de ROS induzido por LVTVSF (300 µg/ml) e Ang II 
(1 µM). Estes dados são representativos de três experimentos separados em duplicata. 
Valores estão expressos como média ± e.p.m. 
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Tabela 3 – Valores de Emáx em diferentes condições experimentais. * p< 0.05 versus 

endotélio intacto. 

 

Condições Experimentais Emáx (%) 
Número de 

experimentos 

Endotélio intacto 87,2 ± 3,5 8 

Endotélio removido 32,0 ± 2,0* 8 

L-NAME (100 µM) 26,6 ± 3,7* 7 

ODQ (10 µM) 37,0 ± 4,6* 8 

KCl (20 mM) 46,0 ± 9,8* 7 

TEA (1 mM) 44,4 ± 5,8* 7 

Caribdotoxina (0,2 µM) + Apamia (0,2 µM) 78,3 ± 5,8 7 

Indometacina (10 µM) 78,7 ± 7,4 8 

Atropina (1 nM) 88,3 ± 4,6 8 

NAC (10 mM) 58,6 ± 5,5* 8 

Tempol (100 µM) 36,1 ± 6,0* 7 

Apocinina (10 µM) 75,1 ± 5,0 7 

 



 

 

 

 

DISCUSSÃO 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os principais resultados dessa pesquisa foram que o liofilizado do vinho tinto 

do vale do São Francisco (LVTVSF) apresentou altos níveis de polifenóis totais, e 

dos flavonoides: miricetina, quercetina e caempferol. Mostrou-se eficiente em reduzir 

a pressão arterial em ratos hipertensos L-NAME e promoveu atividade hipotensora e 

taquicárdica em ratos normotensos. Além disso, observou-se um potente efeito 

vasorelaxante dependente do endotélio vascular em anéis de artéria mesentérica 

superior isolada de ratos normotensos, envolvendo a participação da via NO-GMPc.   

Diversos estudos têm indicado que a ingestão regular de alimentos e bebidas 

ricos em compostos polifenólicos como o vinho tinto, chá, chocolate, frutas e 

legumes está associada com melhor prognóstico cardiovascular (DI, et al., 2002; 

MUKAMAL, et al., 2002; SOFI, et al., 2008; DIEBOLT, et al, 2001; MOURA, et al, 

2004). O efeito protetor do vinho tinto sobre o sistema cardiovascular pode ser 

atribuído à presença de polifenóis (IIJIMA, et al., 2000; IIJIMA et al., 2002).  

Esses efeitos têm sido a justificativa, pelo menos em parte, para o “paradoxo 

francês”, onde apesar de um alto consumo de gordura saturada, os franceses 

apresentam baixa incidência de mortalidade por doenças cardiovasculares, o que 

provavelmente está relacionado à alta prevalência do consumo de vinhos tinto na 

França (WOLLIN; JONES, 2001). 

No presente estudo foram constatados teores significativos de polifenóis no 

LVTVSF, com valor de 4,2g GAE/L, conteúdo consideravelmente maior do que os 

encontrados em vinhos franceses e portugueses (LANDRAULT, et al., 2001; 

PAIXÃO, et. al., 2007). 

Dentre os polifenóis, os flavonóides são os mais encontrados nos vinhos 

tintos, compreendendo um grande grupo de compostos naturalmente existentes e 

amplamente distribuídos por todo o reino vegetal (AJAYA et al., 2003). Dentre os 

flavonóides podem ser citados os flavonóis, as catequinas e antocianinas (MERAL, 

2008).  

O flavonóide encontrado em maior concentração no nosso trabalho foi a 

quercetina, seguido de miricetina e caempferol, substâncias que apresentam 

atividade antioxidante e vasodilatadora (MAXWELL, 1997; BURNS, et. al., 2000; 

RICE-EVANS et al., 1995; KHOO, et. al., 2010; ANGELONE, et al., 2011; PADILLA, 
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et al., 2005).  Portanto, pode-se sugerir que tais flavonoides podem ser 

responsáveis, pelo menos em parte, pelos efeitos cardiovasculares induzidos por 

LVTVSF. 

Diante dos benefícios relatados a cerca dos vinhos tintos no sistema 

cardiovascular, buscou-se avaliar o efeito do vinho tinto produzido no Vale do São 

Francisco sobre a PA e a FC em ratos com hipertensão induzida pelo L-NAME, que 

é capaz de promover disfunção endotelial devido à diminuição da produção de óxido 

nítrico. 

A hipertensão induzida pela inibição crônica da enzima sintase de NO ocorre 

provavelmente devido a vários mecanismos, incluindo supressão do efeito 

vasodilatador basal do NO, aumento do estresse oxidativo, modulação da atividade 

de endotelina-1, aumento na resistência vascular arterial devido à vasoconstrição 

geral e estimulação da atividade simpática central (CUNHA et al., 1993; NAVARRO 

et al 1994; USUI et al., 1999). 

Neste estudo, a administração de L-NAME dissolvido na água ingerida pelos 

animais aumentou os níveis de PAM. Entretanto, o grupo de animais tratados com L-

NAME adicionado do LVTVSF, mostrou níveis de PAM significantemente menores 

quando comparados ao grupo tratado somente com L-NAME, apesar da contínua 

inibição da eNOS. Estes resultados demonstram um efeito anti-hipertensivo do 

LVTVSF em ratos hipertensos deficientes de NO, provavelmente por uma ação 

protetora frente à disfunção endotelial. 

É importante ressaltar que a dose de LVTVSF utilizada nos animais 

hipertensos corresponde a aproximadamente duas taças de vinho (210 ml) para um 

individuo adulto por dia, a dose de vinho geralmente recomendada para proteção 

cardiovascular (ELLISON, 2002; MOURA et. al, 2004)  

Nossos resultados estão de acordo com dados da literatura onde a 

administração oral de liofilizado de vinho tinto induziu um efeito anti-hipertensivo 

substancial em ratos com hipertensão arterial induzida por L-NAME (MOURA et. al, 

2004). 

No intuito de avaliarmos o mecanismo de ação do LVTVSF sobre os 

parâmetros cardiovasculares de PA e FC, testamos o liofilizado em ratos 

normotensos através da administração intravenosa aguda e foi constatado que a 

administração intravenosa aguda do LVTVSF promoveu hipotensão seguida de 
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taquicardia, provavelmente de origem reflexa, nesses animais. Além disso, segundo 

a análise dos componentes da pressão arterial foi observado, que LVTVSF induziu 

uma maior diminuição do componente diastólico quando comparado a diminuição do 

componente sistólico da pressão arterial, sugerindo que a hipotensão induzida pelo 

LVTVSF é provavelmente devido a uma vasodilatação periférica que culmina em 

diminuição da RVPT.    

Sendo o sistema cardiovascular um importante alvo para uma variedade de 

moduladores fisiológicos, dentre esses moduladores o NO destaca-se como 

principal fator vasorelaxante derivado do endotélio, implicado em diversos processos 

biológicos, como a regulação do tônus vascular (SCATENA, et al., 2010; 

MONCADA, S.; HIGGS, 1993).   

Portanto considerando o papel do NO na determinação da pressão arterial, 

investigou-se a participação desse gás no efeito hipotensor induzido pelo LVTVSF. 

De fato, na presença do inibidor da sintase do óxido nítrico, o L-NAME, a hipotensão 

e taquicardia induzida pelo LVTVSF foram significantemente atenuadas, sugerindo 

que o efeito hipotensor do liofilizado em ratos normotensos conscientes pode ser 

dependente da liberação de NO pelo endotélio vascular. 

Com o objetivo de verificar se a diminuição da pressão arterial obtida com 

LVTVSF ocorre por uma diminuição da resistência vascular periférica, foram 

realizados estudos em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos 

normotensos.  

O LVTVSF promoveu um efeito vasorelaxante em anéis de artéria 

mesentérica de ratos normotensos pré-contraídos com fenilefrina. Nestas condições 

o liofilizado induziu um vasorelaxamento dependente de concentração e esta 

resposta foi atenuada de maneira significante após a remoção do endotélio vascular, 

sugerindo o envolvimento de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs). 

A camada endotelial dos vasos sanguíneos desempenha importante papel na 

regulação da pressão arterial e distribuição de sangue para diferentes tecidos, 

disfunções nesta camada podem estar associadas a doenças do sistema 

cardiovascular (CANNON, 1998; APPELDOORN, et al., 2009). Em condições 

normais ocorre a liberação de fatores contracturantes, como a endotelina-1, 

tromboxano e prostaglandinas; e fatores relaxantes tais como as prostaciclinas, NO 

e EDHF. Com o objetivo de identificar qual fator derivado do endotélio vascular 
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estaria sendo responsável pela ação vasodilatadora do LVTVSF, realizou-se 

experimentos utilizando diversos inibidores endoteliais. 

Na presença de L-NAME um inibidor não seletivo da enzima sintase de NO 

(ARNAL,et al., 1993), a resposta relaxante de LVTVSF foi atenuada de maneira 

significante, sugerindo o envolvimento desta enzima no efeito induzido pelo 

composto.  

A produção de NO pela célula endotelial ativa a CGs, que irá catalisar a 

conversão de GTP em GMPc no músculo liso,  este  GMPc formado promoverá a 

ativação de uma proteína cinase dependente de GMPc (PKG), que promove a 

fosforilação de diversos alvos, entre eles a cinase da cadeia leve da miosina 

(MLCK), ocasionando sua inativação. Além disso, a PKG fosforila a bomba de Ca2+ 

do retículo endosarcoplasmático (SERCA) e da membrana plasmática (PMCA); o 

trocador Na+/Ca2+; e canais para K+ da membrana plasmática, todos estes eventos 

resultando na diminuição citosólica de Ca2+ e conseqüente vasorelaxamento 

(CORNWELL et al, 1991; FURCHGOTT, 1983; HILGERS; WEBB, 2007; IRVINE, et 

al., 2003; VANHOUTTE; BOULANGER, 1995; SABRANE et al., 2003; 

MULLERSHAUSEN et al., 2003). 

A fim de avaliar a participação da via de sinalização que envolve a ativação 

da ciclase de guanilil solúvel, foram realizados experimentos na presença de ODQ, 

um inibidor seletivo desta enzima (GARTHWAITE et al., 1995). Nestas condições o 

vasorelaxamento do LVTVSF foi atenuado de maneira significante, sugerindo o 

envolvimento da via NO/GMPc/PKG na resposta relaxante induzida por LVTVSF em 

anéis de artéria mesentérica de ratos normotensos. 

Dentre os alvos da PKG para promover o vasorelaxamento, encontram-se os 

canais para K+. Estes pertencem a uma grande família de proteínas integrais de 

membrana que têm um papel importante em processos fisiológicos, desde a 

liberação de neurotransmissores à regulação do tônus vascular (GHATTA et al., 

2006). A ativação de canais para potássio na membrana do músculo liso vascular 

aumenta o efluxo de íons potássio causando uma hiperpolarização da membrana, o 

que provoca o fechamento dos canais para Ca2+ dependentes de voltagem, 

diminuindo a entrada de Ca2+ na célula e causando o vasorelaxamento (SOBEY, 

2001). 
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Para investigar a influência dos canais para K+ na resposta induzida pelo 

LVTVSF, o efeito vasorelaxante desta substância foi avaliado em um meio com 

aumento da concentração externa de potássio de 4 para 20 mM (CAMPBELL et al., 

1996). Esta concentração impede parcialmente o efluxo destes íons, levando a uma 

atenuação da resposta relaxante induzida por substâncias que promovem a abertura 

de canais para K+ (CLARK; FUCHS, 1997). Nestas condições experimentais, o 

vasorelaxamento induzido por LVTVSF foi atenuado, sugerindo o envolvimento 

destes canais na resposta relaxante. A participação dos canais para K+ foi 

confirmada pela utilização do TEA (1 mM) um antagonista não seletivo destes 

canais. 

A fim de ampliar os achados em experimentos funcionais, foram realizados 

ensaios bioquímicos utilizando uma técnica bastante sensível para medida de NO 

em células endoteliais de aorta de coelho (RAEC). Pôde-se constatar um aumento 

significativo na produção de NO após a administração do LVTVSF nas 

concentrações de 100 e 300 µg/ml. Após a incubação com L-NAME a produção de 

NO foi significantemente atenuada na concentração de 300 µg/ml, corroborando com 

os resultados funcionais. 

Além do NO, o EDHF exerce importante papel na participação do 

vasorelaxamento através de hiperpolarização. A identidade do EDHF ainda não está 

completamente estabelecida, entretanto os canais para K+ sensíveis ao Ca2+ são 

potenciais candidatos (CAMPBELL; HARDER, 2001; HILGERS; WEBB 2007). 

Diante disso, utilizou-se apamina e caribdotoxina, bloqueadores dos canais K+ 

ativados por Ca2+ de pequena (SKca), intermediária (IKca) e grande condutância 

(BKca) (BRAYDEN; NELSON, 1992), a combinação dessas drogas inibem o EDHF. 

Nestas condições experimentais, a resposta vasorelaxante de LVTVSF não sofreu 

alteração significante, sugerindo que o EDHF provavelmente não participa da 

resposta relaxante do liofilizado. 

Outros mediadores importantes derivados do endotélio para a regulação do 

tônus vascular são os metabólitos da via da ciclooxigenase.  A ciclooxigenase (COX) 

é uma enzima que catalisa o metabolismo do ácido araquidônico, originando vários 

metabólitos, dentre eles a prostaciclina que é um potente vasodilatador derivado do 

endotélio (MONCADA; VANE, 1979). A prostaciclina formada no endotélio vascular 

se difunde até as células musculares lisas onde promove a ativação de receptores 
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IP que estão acoplados a proteína Gs (COLEMAN et al., 1975), este acoplamento 

induz a ativação da enzima adenilato ciclase (AC), levando ao aumento dos níveis 

de AMPc no citosol. O aumento do AMPc  gera a ativação de uma proteina cinase 

dependente de AMPc (PKA). Esta proteína quando ativada fosforila diversos alvos, 

resultando na diminuição do tônus vascular (FROLICH, 1990). 

Para avaliar a influência da COX na resposta relaxante induzida por LVTVSF, 

realizou-se experimentos na presença de indometacina, um inibidor não seletivo 

desta enzima (VANHOUTTE, 2009). E nestas condições, a resposta vasorelaxante 

de LVTVSF não foi alterada, sugerindo que os metabólitos da via do ácido 

araquidônico não participam desta resposta. 

Foi observado até então que, o LVTVSF promove vasorelaxamento em anéis 

de artéria mesentérica superior isolada de rato através do aumento de NO e 

ativação da via GMPc/PKG, não havendo participando do EDHF e prostaciclinas. 

Portanto, buscou-se avaliar qual mecanismo estaria envolvido na ativação da NOS 

para a produção de NO.  

É bem descrito na literatura que uma das formas de produção de NO na 

célula endotelial ocorre pela ativação dos receptores muscarínicos do subtipo M3. Os 

receptores muscarínicos são proteínas integrais de membrana acoplados a proteína-

G que quando estimulados por um agonista induz o aumento de Ca2+ na célula 

endotelial e consequente ativação da eNOS e produção de NO (FURCHGOTT; 

ZAWADZKI, 1980). O envolvimento desses receptores neste estudo foi avaliado em 

experimentos utilizando um antagonista não seletivo, a atropina (1 nM) (SAWAYER, 

1999). Nestas condições, a resposta vasorelaxante de LVTVSF não sofreu alteração 

significante, sugerindo que os receptores muscarínicos provavelmente não 

participam da resposta vasodilatadora do liofilizado.  

Relatos da literatura apontam outra forma de ativação da sintase de óxido 

nítrico em células endoteliais, a qual envolve a participação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), que ativam a via PI3-kinase/Akt/eNOS (IRANI, 2000; KIM et al, 

2007). Esta via sensível a redox foi evidenciada no efeito estimulador dos polifenóis 

do vinho tinto para a formação de NO endotelial (NDIAYE et al. 2005, ANSELM et 

al., 2007). Portanto, procurou-se avaliar a participação das espécies reativas de 

oxigênio no efeito vasorelaxante induzido pelo LVTVSF. 
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Inicialmente foi utilizado a N-acetilcisteína, um sequestrador de radicais livres 

(NDIAYE et al., 2003) e pudemos observar que nessas condições experimentais 

houve uma atenuação significativa do vasorelaxamento com diminuição do efeito 

máximo, indicando que houve participação de ROS no efeito vasorelaxante por 

LVTVSF.  

Outra ferramenta farmacológica utilizada para avaliar a participação das ROS 

no efeito vasorelaxante pelo LVTVSF foi o tempol um mimético da SOD responsável 

por transformar ânion superóxido em peróxido de hidrogênio (HERNANZ, et al., 

2004). E nestas condições, a resposta vasorelaxante de LVTVSF foi atenuada de 

maneira significante, sugerindo a participação do ânion superóxido (O2
-) neste efeito.  

Uma das principais fontes de ânion superóxido é a NADPH oxidase, um 

complexo enzimático que pode ser encontrado na membrana plasmática (VIRDIS et 

al., 2010). Para avaliarmos a participação da NADPH oxidase no efeito 

vasorelaxante por LVTVSF, utilizamos um inibidor desta enzima, a apocinina. Nestas 

condições experimentais observou-se uma atenuação no vasorelaxamento sem 

redução do efeito máximo, sugerindo que os ânions superóxidos que participam do 

efeito vasorelaxante mediado pelo LVTVSF são oriundos, pelo menos em parte, da 

NADPH oxidase. 

Nossos resultados estão de acordo com Ndiaye et al. (2005) e Anselm et al. 

(2007), os quais mostram a participação de espécies reativas de oxigênio no efeito 

vasorelaxante em artéria coronária de porco. Eles indicam que compostos 

polifenólicos causam ativação da via PI3k/Akt de uma maneira sensível a redox. 

Além disso, a via PI3k/Akt medeia a ativação da eNOS no resíduo de serina 1177 e a 

resposta vasorelaxante  é abolida por wortmannin um inibidor da PI3K. A enzima Src 

kinase, uma proteína cinase sensível a redox tem ação “upstream” à via PI3K/Akt. 

Esses autores também evidenciaram elevação na produção de ROS em células 

endoteliais de aorta de coelho (RAEC), o que também foi observado em nosso 

estudo, onde o LVTVSF na concentração de 300 µg/mL foi capaz de aumentar a 

produção de ROS neste modelo celular. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Em conclusão, os resultados obtidos através de uma abordagem in vivo e in 

vitro em ratos normotensos e hipertensos (L-NAME) demonstram que: 

 

 

 O LVTVSF apresenta alta concentração de compostos polifenólicos 

totais. Os polifenóis identificados foram quercetina, miricetina e 

caempferol; 

 

 O tratamento com o LVTVSF preveniu o aumento da pressão arterial 

de maneira significante em ratos hipertensos L-NAME, comparados ao 

grupo controle; 

 

 O efeito vasorelaxante do LVTVSF parece não envolver a participação 

de EDHF, receptores muscarínicos e metabólitos do ácido 

araquidônico; 

 

 O LVTVSF promoveu um potente efeito vasorelaxante dependente do 

endotélio vascular, envolvendo a via NO/GMPc e canais de K+; 

 

 A produção de NO possivelmente envolve um mecanismo sensível a 

redox; 
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Figura 32 – Mecanismo de ação proposto para o LVTVSF envolvendo a ativação da via 
NO/GMPc/PKG sensível a sinalização redox. 



 

 

 

 

PERSPECTIVAS 
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7 PERSPECTIVAS 
 

 

 Tendo em vista os achados dos efeitos cardiovasculares causados 

pelo LVTVSF, tem-se como perspectivas a avaliação do LVTVSF em outras 

desordens cardiovasculares como em modelos de infarto agudo do miocárdio 

e outros modelos de hipertensão arterial tais como: modelo de hipertensão 

renovascular 2 rins e 1 clip e modelo de ratos geneticamente hipertensos. 

Além disso, são necessários estudos sobre a participação da via 

PI3K/Akt no efeito vasorelaxante mediado pelo LVTVSF, assim como a 

fosforilação da eNOS através  da técnica de Western blot.  

É importante o aprofundamento dos estudos pré-clínicos e futura 

realização de estudos clínicos com o LVTVSF, a fim de fortalecer a hipótese 

do vinho tinto do Vale de São Francisco como um alimento funcional benéfico 

ao aparelho cardiovascular e o desenvolvimento de um possível fitoterápico a 

partir deste liofilizado. 
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