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RESUMO 

Ainda que as ações do estrogênio tenham sido atribuídas à ativação de receptores 

nucleares (ERα e ERβ), um terceiro receptor de estrogênio (receptor de estrogênio 

acoplado à proteína G – GPER) tem sido apontado como mediador da ação rápida 

do hormônio. Contudo, são escassos os estudos que relacionam as diferenças 

sexuais à ativação seletiva do GPER, principalmente em vasos de resistência, 

tornando essa investigação necessária. 

Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos. Artérias de terceira ordem foram 

isoladas para estudo das curvas concentração-resposta obtidas por adições 

cumulativas do agonista G-1 (1 nM – 10 µM) ou veículo (DMSO) após pré-contração 

com fenilefrina. O efeito do G-1 foi avaliado antes e após a remoção endotelial ou 

incubação por 30 minutos com inibidores da NOS e COX (L-NAME e INDO, 

respectivamente), inibidor inespecífico da CYP (clotrimazol), inibidor da via de 

sinalização rápida PI3k-Akt (LY-294,002), bloqueador inespecífico de canal para K+ 

(TEA), antagonista específico do GPER (G36) e antagonista do ERα e ERβ (ICI 

182,780). Adicionalmente, as artérias mesentéricas de resistência foram dissecadas 

e a expressão proteica do GPER, da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), da 

catalase e da superóxido dismutase (SOD) teciduais foi analisada. Além disso, 

avaliamos a fluorescência aos ânions superóxidos e peróxido de hidrogênio 

vascular, bem como a imunolocalização específica do GPER.  

O agonista do GPER induziu relaxamento concentração-dependente em artérias de 

fêmeas e machos. Não houve diferença entre os grupos na quantificação da 

produção de ânions superóxidos e peróxido de hidrogênio assim como na expressão 

de enzimas antioxidantes. A expressão proteica do GPER foi maior nos machos. Na 

ausência do endotélio a resposta do G-1 foi reduzida em ambos os grupos, sendo 

maior nas fêmeas. A imunolocalização para GPER foi maior no endotélio das 

fêmeas, enquanto que nos machos não houve diferença entre o endotélio e músculo 

liso vascular. O vasorelaxamento também foi atenuado na presença de L-NAME, LY-

294,002 e TEA de forma semelhante em fêmeas e machos. INDO, clotrimazol ou ICI 

182,780 não reduziram a vasodilatação. L-NAME + INDO não alteram o padrão de 

resposta observado na inibição individual com L-NAME. Não houve diferença de 



 
 

sexo na expressão e atividade enzimática da eNOS. A seletividade do agonista 

GPER foi confirmada na presença do G36.  

Concluímos que o relaxamento vascular mediado pelo GPER em artérias 

mesentéricas de resistência não é influenciado pelo sexo, mas em parte, por 

mecanismos relacionados à via do NO endotelial e ativação de canais para potássio. 

 

Palavras chave: GPER, Artérias mesentéricas de resistência, Endotélio, PI3k-Akt-

eNOS, Canais para K+, Relaxamento vascular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Despite estrogen actions have been attributed to the activation of nuclear receptors 

(ERα and ERβ), a third estrogen receptor (G-protein-coupled estrogen receptor - 

GPER) has been shown to mediate the rapid action of the hormone. However, there 

are few studies that relate the sexual differences to the selective activation of the 

GPER, especially in resistance vessels, become necessary this investigation. 

 

Wistar rats of both sexes were used in this study. Mesenteric third-order branches 

were isolated for the study of concentration-response curves obtained by cumulative 

doses of the G-1 agonist (1 nM - 10 μM) or the vehicle (DMSO) in phenylephrine-

precontracted vessels. The effect of G-1 activation was evaluated before and after 

endothelium removal or incubation for 30 minutes with NOS and COX inhibitors (L-

NAME and INDO, respectively), non-specific CYP inhibitor (clotrimazole), 

phosphoinositide 3-kinase (PI3k)-Akt inhibitor (LY-294,002), non-specific K+ channel 

blocker (TEA), specific GPER antagonist (G36) or ERα/ERβ antagonist (ICI 182,780). 

In addition, mesenteric resistance arteries were dissected and the protein expression 

of GPER, endothelial nitric oxide synthase (eNOS), catalase and superoxide 

dismutase (SOD) were analyzed. Moreover, we evaluated the vascular production of 

superoxide anion and hydrogen peroxide by fluorescence techniques, as well as the 

immunolocalization of the GPER. 

 

The GPER agonist induced concentration-dependent relaxation in both sexes. There 

was no difference between the groups in the production of superoxide anions and 

hydrogen peroxide as well as in the expression of antioxidant enzymes. The protein 

expression of the GPER was higher in males. In the absence of the endothelium the 

response induced by G-1 was reduced in both groups with greater degree in the 

females. The immunolocalization showed greater presence of GPER in the 

endothelium than in vascular smooth muscle of the female rats, whereas there were 

no difference in the males rats. Vasorelaxation was attenuated in males and females 

in the presence of L-NAME, LY-294,002 and TEA, and this effect was similar in both 

groups. INDO, clotrimazole or ICI 182,780 did not reduced vasorelaxation. L-NAME + 

INDO results were similar to individual inhibition with L-NAME alone. There was no 



 
 

sex difference in protein expression and enzymatic activity of eNOS. The selectivity 

of the GPER agonist was confirmed in the presence of G36. 

 

We conclude that the vascular relaxation mediated by the GPER in mesenteric 

resistance arteries is not influenced by sex, but partly, involve mechanisms related to 

the endothelial NO pathway and the activation of potassium channels. 

 

Key words: GPER, Mesenteric resistance arteries, Endothelium, PI3k-Akt-eNOS, K+ 

channels, Vascular relaxation. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os hormônios sexuais endógenos desempenham importante papel como 

moduladores envolvidos na regulação e manutenção da saúde cardiovascular 

(Orshal & Khalil, 2004; Maric-Bilkan & Manigrasso, 2012). Entretanto, é bem 

conhecido que a população masculina apresenta maior risco do 

desenvolvimento de eventos cardiovasculares quando comparados a mulheres 

em idade semelhante na fase pré-menopausa (Mark et al., 2007; Ocarino et al., 

2008; Chen et al., 2012), o que sugere forte associação entre o dimorfismo 

sexual e as diferenças observadas na ocorrência desses eventos. Além disso, 

com o aumento cada vez maior da expectativa de vida da população mundial, 

mais mulheres têm atingido a fase da pós-menopausa o que vem acompanhado 

de maior incidência epidemiológica de doenças cardiovasculares (DCVs) 

(Kannel et al., 1976; Bush, 1990; Barrett-Connor & Bush, 1991), possivelmente 

por alterações dos níveis hormonais (Kurt & Buyukafsar, 2013), evidenciando a 

ação dos hormônios sexuais ovarianos no que se refere à cardioproteção 

(Barton & Meyer, 2009; Yang & Reckelhoff, 2011; Knowlton & Lee, 2012). 

As DCVs representam a maior causa de mortalidade e morbidade mundial 

(Mensah & Browm, 2007; Wang et al., 2014; Simsekyilmaz et al., 2015), sendo 

estimada como principal causa de morte ao longo do século XXI (Murray & 

Lopez, 1997; Mozaffarian et al., 2016). Não obstante, as DCVs também são as 

principais causas de morte entre indivíduos do sexo feminino em todo o mundo, 

sobretudo na segunda metade de vida, sendo responsável por um terço de todas 

as mortes (Mosca et al., 2007; Heron, 2013), matando mais mulheres do que a 

soma de todos os tipos de câncer, tuberculose, HIV e malária juntos (World 

Heart Federation, 2012). A queda do nível hormonal de estrogênio, que 

caracteriza a fase da pós-menopausa, desempenha um papel crítico no 

surgimento e desenvolvimento dessas doenças, o que torna as mulheres mais 

susceptíveis a eventos cardiovasculares, tais como infarto do miocárdio (Kurt & 

Buyukafsar, 2013; Schenkel et al., 2014). 

A cardioproteção atribuída ao estrogênio endógeno (mais especificamente o 17 

β-estradiol), observada na fase pré-menopausa, deve-se a grande importância 

do seu papel funcional (Santollo & Daniels, 2015) que compreende efeitos 



16 
 

hemodinâmicos, metabólicos e vasculares (Dantas et al., 1999). O efeito 

benéfico sobre a homeostase vascular se relaciona ao fato desse hormônio 

modular a liberação de fatores vasoativos, por meio de mecanismos 

dependentes e independentes do endotélio (Khalil, 2013; Dos Santos et al., 

2014). 

Sobre o endotélio vascular é bem estabelecido que as células endoteliais 

desempenhem relevante papel funcional sobre a reatividade vascular (Furchgott 

& Zawadzki, 1980) por meio da manutenção do estreito balanço do processo de 

vasomotricidade (Donato et al., 2009). A produção equilibrada dos fatores 

vasoativos ocorre por meio da liberação de potentes substâncias vasorelaxantes 

que regulam o tônus vascular, como o óxido nítrico (NO), o fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio (EDHF) e a prostaciclina (PGI2), bem como pela liberação 

de fatores vasoconstritores, tais como endotelina (ET-1) e o tromboxano (TXA2) 

(Sandoo et al., 2010). A ativação desses fatores nas células endoteliais depende 

da concentração intracelular de íons cálcio e o estrogênio parece ser capaz de 

elevar a concentração intracelular desse íon nessas células por meio da ativação 

rápida da fosfolipase C (PLC), com consequente formação dos segundos 

mensageiros inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), no qual provoca 

a liberação de cálcio de seus depósitos intracelulares (Le Mellay et al., 1997) ou 

por ativação direta de canais para potássio ativados por cálcio (Kca) na 

membrana dessas células o que levaria a hiperpolarização com resultante 

aumento do influxo de cálcio (Rusko et al., 1995).  

O relaxamento dependente do endotélio vascular em resposta ao estrogênio é 

geralmente atribuído à interação com fatores endoteliais (Bhuiyan et al., 2007; 

Loyer et al., 2007). O estrogênio possui uma forte ligação com o NO (Weiner et 

al., 1994; White et al., 1995), uma das moléculas de sinalização mais importante 

na regulação do tônus vascular (Félétou & Vanhoutte, 2009; Mutchler & Straub, 

2015). A biossíntese do NO ocorre via clivagem da L-arginina e oxigênio 

molecular, é catalisada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) com participação 

de cofatores tais como tetrahidrobiopterina (BH4) e da forma reduzida do 

complexo nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato (NADPH)  (Förstermann, 

2010; Mutchler & Straub, 2015). A liberação desse potente vasodilatador 

endotelial por estimulação do estrogênio ocorre por aumento da atividade e 
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expressão da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) (Khalil, 2013). Um 

dos possíveis mecanismos envolvidos nessa resposta é a ativação rápida da 

fosfatidilinositol-3-quinase/proteína quinase B (PI3k-Akt) e subsequente 

fosforilação da NO sintase tipo III (eNOS) (Haynes et al., 2000; Simoncini et al., 

2000). Uma vez sintetizado, sua principal ação fisiológica está associada à 

ativação da guanilato ciclase citosólica solúvel (GCs) e consequente formação 

de 3’5’ monofosfato cíclico de guanosina (cGMP), bem como relaxamento da 

musculatura lisa vascular através dos canais para potássio (Bolotina et al., 1994; 

Arnold et al., 1977; Félétou & Vanhoutte, 2000; Pacher et al., 2007) e ainda 

atividade da bomba Na+/K+-ATPase (Gupta et al., 1994). 

No que diz respeito às ações induzidas pelo EDHF, o estrogênio promove 

relaxamento por meio do aumento de sua produção (Orshal & Khalil, 2004) que 

ativa canais para potássio ativados por cálcio de condutância intermediária (IKCa) 

e/ou canais para potássio ativados por cálcio de baixa condutância (SKCa) 

provocando hiperpolarização e consequente relaxamento do músculo liso 

vascular (MLV) (Zygmunt et al., 1997; Chataigneau et al., 1998). O EDHF é um 

conjunto de diferentes fatores vasorelaxantes produzidos no endotélio vascular a 

partir de diferentes fontes que compreendem a via dos ácidos 

epoxieicosatrienoicos (EETs) derivados do ácido araquidônico pela via da 

enzima citocromo P450 (CYP) (Campbell & Harder 2001; Huang et al., 2004), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) que é formado a partir da dismutação do ânion 

superóxido (O2
-) cuja maior fonte nos vasos é proveniente da NADPH oxidase 

(NOX) (Münzel et al., 1999; Matoba et al., 2000; Lucchesi et al., 2005), o íon 

potássio (Edwards et al., 1998) e as junções comunicantes endoteliais (junções 

GAP) (Griffith & Taylor, 1999; Sandow & Hill, 2000), potenciais agentes 

vasodilatadores em resposta ao estrogênio (Golding & Kepler, 2001). 

Adicionalmente, o estrogênio possui efeito benéfico sobre a função endotelial por 

estimular a liberação da PGI2, principal metabólito da enzima ciclooxigenase 

(COX) (Álvarez et al., 2002; Sherman et al., 2002). A PGI2 é formada a partir do 

ácido araquidônico, que é um metabólito da ação da fosfolipase A2 (PLA2) sobre 

os fosfolipídios de membrana (Chang et al., 1987). O relaxamento vascular em 

resposta a PGI2 está geralmente associado à hiperpolarização das células do 
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músculo liso vascular (CMLV) podendo envolver a abertura de canais para 

potássio sensíveis a ATP (KATP), ativados por cálcio de larga condutância (BKCa), 

retificadores de influxo (KIR) e os ativados por voltagem (KV) (Félétou & 

Vanhoutte, 2006, 2009). 

Além dos fatores vasodilatadores, as células endoteliais também liberam 

agentes vasoconstritores (Sandoo et al., 2010). Em relação à ET-1, o efeito 

vasoconstritor ocorre por estimulação dos receptores ETA e ETB2 presentes nas 

CMLV (Khalil, 2013). O estrogênio atenua a resposta vascular de constrição da 

ET-1 possivelmente via inibição da dinâmica de cálcio (Jiang et al., 1992; 

Prakash et al., 1999), redução da expressão da própria ET-1 ou ainda do seu 

receptor ETB2 (Khalil, 2013). O TXA2 por sua vez é sintetizado a partir do ácido 

araquidônico por ação da enzima tromboxano sintase e seu efeito vasoconstritor 

ocorre através dos receptores tromboxano-prostanóides (TP) presentes nas 

CMLV. De forma similar à ET-1, o estrogênio atenua o efeito vasoconstritor do 

TXA2 por meio da redução dos níveis intracelulares de cálcio no MLV (Sandoo et 

al., 2010; Khalil, 2013). 

Não obstante, o estrogênio também afeta o tônus vascular por mecanismos 

diretos sobre as CMLV através da inibição dos canais de cálcio do tipo L 

voltagem dependente (Crews & Khalil, 1999; Mazzuca et al., 2015), atuando 

sobre os mecanismos de liberação intracelular de cálcio do retículo 

sarcoplasmático e entrada de cálcio a partir do espaço extracelular (Ruehlmann 

et al., 1998). Os efeitos inibitórios sobre a mobilização de cálcio ocorrem por 

meio da redução na concentração intracelular desse íon desencadeada pelo 

antagonismo dos canais de cálcio (Sudhir et al., 1995; Reslan & Khalil, 2012) e 

consequentemente relaxamento. E ainda, o estrogênio estimula diretamente a 

corrente de saída de potássio (White et al., 1995; Rosenfeld et al., 2000; Tep-

areenan et al., 2003) com consequente hiperpolarização das CMLV, ao mesmo 

tempo, essa hiperpolarização modula a abertura de canais de cálcio do tipo L 

levando ao relaxamento do MLV (Valverde et al., 1999).  
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Figura 1: Vias de relaxamento vascular induzidas pelo estrogênio. Estrogênio se liga a 
ERα, ERβ ou GPER e provoca a liberação dos mediadores endoteliais (NO, PGI2 e 
EDHF) que podem ativar canais para potássio, promovendo hiperpolarização e 
consequente relaxamento do MLV. O estrogênio também poderia inibir a liberação de 
ET-1 e TXA2, o que atenuaria a resposta vascular de constrição. No MLV, o estrogênio 
modula o tônus por mecanismos diretos, reduzindo a probabilidade de abertura dos 
canais de cálcio do tipo L voltagem dependente ou ativação de BKca, levando à 
hiperpolarização da membrana. BKca, canais para potássio ativados por cálcio de larga 
condutância; EDHF, fator hiperpolarizante derivado do endotélio; ERα, receptor de 
estrogênio alfa; ERβ, receptor de estrogênio beta; ET-1, endotelina; GPER, receptor de 
estrogênio acoplado a proteína G; MLV, músculo liso vascular; NO, óxido nítrico; PGI2, 
prostaciclina; TXA2, tromboxano (acervo do laboratório). 

 

No entanto, o prejuízo no balanço entre a biodisponibilidade dos fatores 

endoteliais de relaxamento e consequente ação acentuada dos agentes 

vasoconstritores leva a dano na função vascular, processo caracterizado como 

disfunção endotelial e o estresse oxidativo pode interferir nesse mecanismo 

colaborando consequentemente com aumento do risco cardiovascular (Furchgott 

& Vanhoutte, 1989; Stankevičius et al., 2003; Leung et al., 2006; Qiao et al., 

2008). O processo de estresse oxidativo decorre de um desequilíbrio entre a 

geração de compostos oxidantes e a atuação dos sistemas de defesa 
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antioxidante, sendo a NOX a principal enzima formadora de O2
- na parede dos 

vasos (Arnal et al., 1996; Münzel et al., 1999; Cai & Harrison, 2000; Muller & 

Morawietz, 2009). As enzimas antioxidantes (catalase, superóxido dismutase 

(SOD) e glutationa peroxidase) por sua vez atuam frente à produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROS) evitando seu acúmulo (Yu, 1994). Nesse contexto, é 

bem estabelecido que o estrogênio previne a disfunção endotelial por possuir 

propriedades antioxidantes que leva à regulação positiva da expressão e 

atividade de enzimas antioxidantes e potencialização da biodisponibilidade de 

NO com consequente redução na produção dos níveis de EROS o que pode 

contribuir para um menor quadro de estresse oxidativo vascular (Wagner et al., 

2001; Strehlow et al., 2003).  

Assim, os estrógenos parecem desempenhar papel significativo sobre a função 

vascular que contribui para sua ação cardioprotetora tanto em mulheres (Barton 

& Meyer, 2009; Yang & Reckelhoff, 2011) quanto em homens (Hess, 2003; Dos 

Santos et al., 2014; Hsu et al., 2016). Esses hormônios podem ter sua ação 

mediada pela regulação da transcrição de genes ou via sinalização intracelular 

responsável pelos efeitos agudos do estrogênio (Meyer et al., 2006; Meyer & 

Barton, 2009; Meyer et al., 2011). Além dos receptores estrogênicos que 

medeiam as ações clássicas, ou seja, a ligação do estrogênio aos receptores 

intracelulares alfa (ERα) e beta (ERβ), um terceiro receptor de estrogênio 

acoplado a proteína G (GPER) tem sido apontado como um dos responsáveis 

pela via de sinalização intracelular que medeia efeitos agudos (extra-nucleares) 

do estrogênio (Revankar et al., 2005; Lindsey et al., 2013). 

O terceiro receptor de estrogênio (GPER) foi identificado no final da década de 

1990 como um receptor órfão, sem nenhum ligante conhecido, e assim nomeado 

primariamente como GPR30 (baseado no esquema de numeração sequencial 

para receptores órfãos) (Carmeci et al., 1997; Takada et al., 1997; Prossnitz & 

Arterburn, 2015). Posteriormente, GPR30 passou a ser designado de GPER, por 

possuir boa afinidade e induzir sinalização rápida em resposta a ligação do 

estrogênio (Alexander et al., 2008). Este receptor pertence à família dos 

receptores acoplados à proteína G, está localizado no cromossomo 7 lócus 22, é 

composto por três éxons, apresenta um peso molecular de aproximadamente 38 
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KDa e possui 375 aminoácidos (Mizukami, 2010). Com relação à localização 

celular deste receptor, existe descrição na membrana plasmática (Funakoshi et 

al., 2006), na membrana do retículo endoplasmático e do aparelho de Golgi 

(Revankar et al., 2005; Sakamoto et al., 2007) possivelmente devido ao 

processo de endocitose após estimulação (Cheng et al., 2011).   

 

Figura 2: Estrutura molecular do GPER. GPER, receptor de estrogênio acoplado a 
proteína G (acervo do laboratório). 

 

O GPER possui ampla distribuição sistêmica e mostra forte expressão 

especialmente no sistema cardiovascular, sugerindo papel fisiológico na 

regulação da função vascular e miocárdica (Deschamps & Murphy 2009; Filice et 

al., 2009; Haas et al., 2009; Jessup et al., 2010; Meyer et al., 2011; Kang et al., 

2012), o que torna os efeitos do estrogênio mais complexos (Prossnitz & Barton, 

2014). Não obstante, estudos experimentais de imunorreatividade mostraram 

que o GPER é expresso nas células endoteliais e do MLV de artéria carótida de 

rato de ambos os sexos e aorta de rato, bem como em artéria mamária e veia 

safena humana. Sendo assim, a expressão do GPER se dá ao longo da parede 

arterial e agonistas desse receptor poderiam provocar relaxamento dependente 

e independente do endotélio (Arefin et al., 2014). E ainda, as ações do GPER 

têm sido associada a ativação de vias de sinalização rápidas como quinase 

regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) (Filardo et al., 2000),  PI3k-Akt 

(Meyer et al., 2014) e geração de 3’5’ monofosfato cíclico de adenosina (cAMP) 

(Filardo et al., 2002). Ademais, vários grupos têm relacionado a ativação do 

GPER com efeitos cardiovasculares benéficos em modelos animais, como 
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redução da pressão sanguínea (Lindsey et al., 2009), manutenção da glicemia 

(Martensson et al., 2009) e proteção contra aterosclerose (Meyer et al., 2014). 

 

Figura 3: Ações do GPER em condições fisiológicas (mostrada em preto) e patológicas 
(mostrada em vermelho) em ambos os sexos. GPER, receptor de estrogênio acoplado a 
proteína G (adaptado de Prossnitz & Barton, 2014). 

 

Terapias que envolvem compostos em esquema de reposição capazes de 

oferecer benefícios semelhantes ao estrogênio, sem os efeitos secundários 

indesejáveis da terapia de reposição hormonal clássica têm despertado 

interesse, dentre eles: fitoesteróides (Dos Santos et al., 2016), tibolona (De 

Medeiros et al., 2012), moduladores seletivos de receptor de estrogênio, tais 

como o tamoxifeno e raloxifeno (Borgo et al., 2011; Romero et al., 2012; Lamas 

et al., 2015; Silva et al., 2015), principalmente por se tratar de um possível fator 

protetor contra o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Dentre esses 

compostos farmacológicos, destaca-se o G-1, a mais recente alternativa utilizada 

nas pesquisas experimentais sobre reposição hormonal (Bologa et al., 2006; 

Nilsson et al., 2011). 
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O G-1 foi o primeiro agonista seletivo do GPER descrito (Bologa et al., 2006) 

como ligante específico e de alta afinidade em relação a esse receptor com 

pouca ou nenhuma ligação a ERα ou ERβ (Revankar et al., 2005). Os efeitos 

desse agonista como vasodilatador foram determinados na aorta (Lindsey et al., 

2009), artéria carótida (Broughton et al., 2010), artérias mesentéricas (Lindsey et 

al., 2011a; Lindsey et al., 2013; Lindsey et al., 2014), arteríolas intracerebrais 

(Murata et al., 2013), artérias uterinas (Tropea et al., 2015), assim como, em 

artérias coronárias suínas (Meyer et al., 2010) e nas artérias mamárias internas 

humanas (Haas et al., 2007). Contudo, também foi constatado o efeito 

vasoconstritor do G-1 no rim isolado e perfundido de ratos, sugerindo ações 

bivalentes deste fármaco (Kurt & Buyukafsar, 2013). 

 

Figura 4: Estrutura molecular do (A) estrogênio e (B) G-1. G-1, 1-[4-(6-
bromobenzo[1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinolin-8-yl]-
ethanone (acervo do laboratório). 

 

Embora as ações do G-1 sobre a função vascular estão sendo exploradas, os 

reais e potenciais efeitos desse fármaco sobre o sistema cardiovascular ainda 

não foram totalmente esclarecidos. Além disso, são escassos os estudos que 

abrangem as diferenças sexuais relacionadas à ativação seletiva do GPER, 

principalmente em vasos de resistência, os mais importantes na regulação da 

homeostase vascular. Desse modo, fez-se necessário maiores avaliações 

experimentais a fim de melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na 

ativação do GPER em ambos os sexos. 
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2. OBJETIVOS  

2.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a resposta de relaxamento induzida pelo agonista seletivo de receptor de 

estrogênio acoplado a proteína G (GPER) em artérias mesentéricas de 

resistência de ratos normotensos de ambos os sexos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar as diferenças sexuais na ação induzida pelo G-1 em artérias 

mesentéricas de resistência; 

- Verificar a participação do GPER na ação induzida pelo G-1; 

- Verificar a modulação dos receptores estrogênicos clássicos (ERα/ERβ) na 

ação induzida pelo G-1; 

- Verificar a participação do endotélio na resposta de vasorelaxamento induzida 

pelo agonista seletivo do GPER; 

- Avaliar a contribuição dos mediadores endoteliais na ação induzida pelo G-1 

mediante a: 

Inibição da síntese do óxido nítrico (NO); 

Inibição da síntese de prostaciclina (PGl2); 

Inibição combinada da síntese de NO e PGI2; 

Inibição da síntese do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF); 

- Analisar a participação da via de sinalização rápida PI3k-Akt; 

- Verificar a participação dos canais para potássio na ação induzida pelo G-1; 

- Quantificar a expressão do GPER bem como das enzimas óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS), catalase e superóxido dismutase (SOD) teciduais; 
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- Quantificar a produção de ânions superóxidos vascular; 

- Quantificar a produção de peróxido de hidrogênio vascular; 

- Avaliar a imunolocalização específica do GPER. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) adultos (10 - 12 

semanas) de ambos os sexos fornecidos pelo biotério do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo. Os animais foram mantidos 

em ambiente com iluminação (ciclo claro-escuro de 12 h), temperatura (22 °C) e 

umidade (50 %) controladas e livre acesso à água e ração (ração padrão para 

biotérios, Purina Labina, SP – Brasil). Todos os procedimentos foram realizados 

de acordo com as diretrizes de pesquisa biomédica para cuidado e uso de 

animais de laboratório, como indicado pela Sociedade Brasileira de Ciência em 

Animais de Laboratório (SBCAL) e aprovados pela Comissão de Ética para Uso 

de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo (031/2015). 

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

3.2.1. Determinação da Fase do Ciclo Estral 

O ciclo estral das fêmeas foi monitorado por meio de esfregaços vaginais. As 

células epiteliais vaginais foram coletadas diariamente entre 08:00 h e 09:00 h e 

examinados por microscopia óptica conforme descrito por Marcondes et al. 

(2002) para identificação dos tipos de células presentes nas diferentes fases do 

ciclo estral. As fêmeas foram consideradas aptas para os protocolos 

experimentais quando estavam na fase do proestro, caracterizada por altos 

níveis de estrogênio, para evitar quaisquer influências provocadas pela variação 

hormonal em diferentes fases do ciclo (Dalle Lucca et al., 2000). Os machos 

foram submetidos ao mesmo procedimento de pega diário, em horário 

semelhante, com o intuito de reproduzir o possível estresse sofrido pelas 

fêmeas. 

3.2.2. Reatividade Vascular 

Os animais foram sacrificados por decapitação, sem utilização de anestésicos, a 

fim de evitar a interferência nos padrões de resposta (Hatano et al., 1989) e 

tiveram as artérias mesentéricas de terceira ordem identificadas, isoladas e 

dissecadas dos tecidos circundantes não vasculares. Os segmentos arteriais 
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foram seccionados em anéis de 2 mm e montados entre dois fios de tungstênio 

(40 µm de diâmetro) dentro de câmaras do miógrafo de resistência (Modelo 

620M; Danish Myo Tecnologia, Aarhus, Dinamarca) preenchidas com solução de 

Krebs (composição em mM): NaCl (119), KCl (4.7), KH2PO4 (0.4), NaHCO3 

(14.9), MgSO4.7H2O (1.17), CaCl2.2H2O (2.5) e glicose (5.5) a 37 °C e 

gaseificada com mistura carbogênica (5 % CO2 e 95 % O2), como descrito por 

Mulvany & Halpern (1977). A circunferência interna foi normalizada para 

0,9·IC100, onde os anéis foram gradualmente estirados até que o diâmetro 

interno correspondesse a uma pressão transmural de 100 mmHg. A viabilidade e 

integridade do endotélio foram testadas em resposta a administração de 

acetilcolina (10 µM, ACh), nos anéis previamente contraídos com fenilefrina (3 

µM, Phe). Os anéis foram considerados com endotélio intacto quando o 

relaxamento obtido foi > 50 % em resposta a ACh. Por outro lado, foram 

considerados sem endotélio vasos cujo relaxamento à ACh foi < 10 % após a 

remoção mecânica. As curvas concentração-resposta foram obtidas por adições 

cumulativas de G-1 (1 nM – 10 µM; Azano Pharmaceuticals, Albuquerque, NM– 

USA) ou veículo (dimetilsulfóxido – DMSO) após prévia contração com 3 µM 

Phe. O efeito vasodilatador do agonista foi estudado na ausência e na presença 

de endotélio e dos inibidores Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, inibidor da 

NOS, 300 µM; Sigma, St. Louis, MO – USA), indometacina (INDO, inibidor da 

COX, 10 µM; Sigma, St. Louis, MO – USA), L-NAME (300 µM) associado a 

INDO (10 µM), clotrimazol (inibidor inespecífico da CYP, 0.75 µM; Sigma, St. 

Louis, MO – USA), LY-294,002 (inibidor da PI3k-Akt, 2.5 µM; Sigma, St. Louis, 

MO – USA), tetraetilamônio (TEA, bloqueador inespecífico de canais para K+, 5 

mM; Sigma,St. Louis, MO – USA), G36 (antagonista específico do GPER, 1 µM; 

Azano Pharmaceuticals, Albuquerque , NM– USA), ou ICI 182,780 (antagonista 

do ERα e ERβ, 1 µM; Sigma,St. Louis, MO – USA) incubados 30 minutos antes 

da curva concentração-resposta de G-1. A porcentagem de relaxamento foi 

determinada usando o sistema de aquisição de dados LabChart 8 (AD 

Instruments Pty Ltd, New South Wales, Austrália). 

3.2.3. Western Blot 

O leito mesentérico foi dissecado e as artérias de resistência foram removidas e 

livres do tecido conectivo e adiposo. Após a dissecção, as artérias foram 
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congeladas a -80 °C para posterior homogeneização na presença de tampão de 

lise (NaCl 150 mmol/L; Tris 50 mmol/L; EDTA.2Na 5 mmol/L; MgCl2 1 mmol/L) 

acrescido de 0,3 % de Triton X-100, 0,5 % de SDS e de cocktail de inibidores de 

proteases (SigmaFast®, Sigma), na proporção de 25 mg de tecido para 100 μl 

de tampão de lise enriquecido com o cocktail de inibidores de proteases. Para se 

evitar a desfosforilação dos resíduos de aminoácidos avaliados, foram 

acrescidos ao tampão de lise inibidores de fosfatase (NaF 20 mM; Na3VO4 0,1 

mM e PMSF 0,1 mM). Após o processamento, as amostras foram centrifugadas 

a 7200x g por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80 ºC 

para posterior utilização.  

A determinação de proteína total das amostras foi mensurada de acordo com o 

método de Bradford (Bradford, 1976) com algumas modificações (Reagente de 

Bradford, Sigma®, número de catálogo B6916). As amostras foram diluídas em 

tampão da amostra (4X tris HCl/SDS, pH = 6.8, 3 % Glycerol, 1 % SDS, 0.6 % b-

mercaptoetanol, 0,012 % Azul de Bromofenol) e aquecidas a 100 °C por 5 

minutos. Para separação, foram aplicados 30 μg de proteína em gel de SDS-

PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate-poliacrilamida) a 10 %. Após serem 

separadas no gel de poliacrilamida, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de PVDF (Millipore®, USA) com poro de 0,45 μm. A qualidade da 

transferência foi monitorada através da coloração da membrana com solução de 

Ponceau 0,3 %. A membrana foi então lavada em água destilada e colocada por 

4 horas em solução de bloqueio (TBS-Tween 0,1 % mais 3 % de albumina). 

Após o bloqueio, a membrana foi incubada overnight em câmara fria (6-8 ºC), 

com o anticorpo primário específico diluído em 1,5 % de albumina em TBS-

Tween. Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-GPER 

(policlonal feito em coelho; diluição de 1:1000), anti-catalase (policlonal feito em 

coelho; diluição de 1:1000), anti-SOD- 1 (policlonal feito em coelho; diluição de 

1:1000), anti-SOD-2 (policlonal feito em coelho; diluição de 1:1000), anti-eNOS 

(monoclonal feito em camundongo; diluição de 1:1000), anti-phospho-eNOS-

Ser1177 (1:500; policlonal feito em cabra; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa 

Cruz,CA, EUA) e anti-β-actina (monoclonal feito em camundongo; diluição de 

1:3000). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0.1 % de 

Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por três vezes) e incubada por duas horas 
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com o anticorpo secundário conjugado a peroxidase (HRP) (1:10000, anti-cabra 

IgG-HRP, anti-coelho IgG-HRP e anti-camundongo IgG-HRP, Millipore, 

Massachusetts, EUA) diluído em 2 % de albumina em TBS-Tween. Após o 

período de incubação a membrana foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos 

por quatro vezes). As bandas proteicas foram detectadas por uma reação de 

quimioluminescência (kit ECL plus – Amersham Biosciences do Brasil Ltda) e a 

intensidade das mesmas foi avaliada por análise densitomérica através do 

software ImageQuant TL 8.1 (GE company, UK). Foram utilizados o sistema Mini 

Protean III-Tetracell e Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD®, 

CA, USA). 

3.2.4. Dihidroetídio – DHE 

Após realização dos cortes de mesentérica, as lâminas foram incubadas com a 

sonda dihidroetidina (DHE; Invitrogen), que é permeável à membrana celular. É 

postulado que o DHE reage com o superóxido e forma dois produtos 

fluorescentes, etídio e 2-hidroxietídio que se intercalam com o DNA da célula e 

podem ser visualizados com a fluorescência vermelha. Sendo assim, através de 

um microscópio de fluorescência com comprimentos de onda de excitação e 

emissão de 518 e 605 mm, respectivamente, esta sonda é utilizada como um 

marcador indireto da presença desta espécie reativa (Fernandes et al., 2007). 

O protocolo foi realizado de acordo com Silva et al. (2016), com algumas 

modificações. Brevemente, foram incubadas 4 lâminas para cada animal (fêmea 

ou macho) ao abrigo da luz. A primeira lâmina foi incubada com DHE (5 µM) por 

30 minutos, em 37 ºC, para investigar a produção basal de superóxido. A 

segunda lâmina foi incubada com DHE + G-1 (10 µM) pelo mesmo tempo, para 

investigar se a incubação com o agonista do receptor de estrógeno induzia 

alteração na produção de superóxido. A terceira lâmina foi incubada com tyron 

(1 mM) por 30 minutos, antes de passar por nova incubação com DHE + G-1 (10 

µM), sendo um controle de que a fluorescência observada era proveniente do 

ânion superóxido. A quarta e última lâmina era incubada apenas com o G-1, 

para observar se este produto produzia alguma fluorescência. 
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Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 63x, usando o microscópio de 

fluorescência Zeiss Axio Imager com módulo Apotome do Centro de Aquisição e 

Processamento de Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no 

programa Image J 1.48, usando a função de análise de densidade óptica de 

fluorescência da área de interesse (ROI manager). Dez áreas de interesse foram 

selecionadas em cada corte analisado, sendo que 5 cortes de cada animal foram 

analisados. Um número amostral de cinco animais por grupo experimental foi 

utilizado. 

3.2.5. Diclorofluoresceína – DCF 

A análise da produção de H2O2 em cortes de artéria mesentérica através da 

microscopia de fluorescência foi realizada de maneira indireta, através da 

utilização das sonda 2´,7´ Diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCF-DA; 

Invitrogen). O DCF é uma sonda permeável à membrana celular e não 

fluorescente. Entretanto, na presença de espécies reativas, especialmente o 

H2O2, este composto é oxidado no interior da célula e produz um composto 

fluorescente, 2´, 7´- diclorofluoresceína (DCF) que permanece intracelular. Os 

comprimentos de onda de excitação e emissão utilizados foram de 480 e 530 

nm, respectivamente. 

O protocolo foi realizado de acordo com Somberg et al. (2016), com algumas 

modificações. Brevemente, foram incubadas 4 lâminas para cada animal (fêmea 

ou macho) ao abrigo da luz. A primeira lâmina foi incubada com DCF (10 µM) 

por 30 minutos, em 37 ºC, para investigar a produção basal de H2O2. A segunda 

lâmina foi incubada com DCF + G-1 (10 µM) pelo mesmo tempo, para investigar 

se a incubação com o agonista do receptor de estrógeno induzia alteração na 

produção de H2O2. A terceira lâmina foi incubada com catalase (1000 UI/ml), 

sendo um controle de que a fluorescência observada era proveniente do H2O2. A 

quarta e útlima lâmina era incubada apenas com o G-1, para observar se este 

produto produzia alguma fluorescência. 

Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 63x, usando o microscópio de 

fluorescência Zeiss Axio Imager com módulo Apotome do Centro de Aquisição e 

Processamento de Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no 
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programa Image J 1.48, usando a função de análise de densidade óptica de 

fluorescência da área de interesse (ROI manager). Dez áreas de interesse foram 

selecionadas em cada corte analisado, sendo que 5 cortes de cada animal foram 

analisados. Um número amostral de cinco animais por grupo experimental foi 

utilizado. 

3.2.6. Imunofluorescência 

A detecção por imunofluorescência do GPER foi realizada em cortes de artérias 

mesentéricas, de acordo com Aires et al. (2013) com algumas modificações. 

Para tal, as artérias foram cuidadosamente removidas, lavadas em PBS para 

remoção do excesso de sangue e embebidas em meio para congelamento de 

tecidos (Tissue-Tek optimum cutting temperature – OCT - compound, Sakura®). 

Posteriormente foram cortadas a 10 μm de espessura em um criostato 

(Minotome Plus, IEC). As lâminas com os cortes foram armazenadas em freezer 

-80 ºC.  

No dia da realização da imunofluorescência, as lâminas foram retiradas do 

freezer, e os cortes foram fixados com acetona PA gelada por 15 minutos 

seguido de permeabilização com 1 % albumina (BSA) + 0.3 % Triton X-100 em 

PBS, por 15 minutos. As ligações inespecíficas foram bloqueadas com 3 % 

albumina (BSA) + 0.3 % Triton X-100 em PBS por 30 minutos. Após o bloqueio e 

a devida lavagem, os cortes foram incubados overnight com o anticorpo anti-

GPER (1:100; monoclonal feito em coelho; Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa 

Cruz) em câmara fria e úmida. Após lavagens, os cortes foram incubados com o 

anticorpo secundário específico marcado com o fluoróforo Alexa fluor-555 

(1:500; goat anti-rabbit; Invitrogen) por 1,5 hora em câmara fria e ao abrigo da 

luz. Após lavagens, as lâminas receberam um meio de montagem (Fluorescent 

Mounting Media, Calbiochem) e foram cobertos com lamínula. Uma vez 

montadas, as lâminas foram analisadas em um microscópio de fluorescência 

Zeiss Axio Imager com módulo Apotome com excitação a 555 nm e emissão a 

580 nm para detecção do Alexa flúor-555. A autofluorescência das artérias foi 

visualizada em verde.  
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As imagens adquiridas no microscópio de fluorescência foram processadas e 

analisadas pelo software ImageJ® 1.42q (Wayne Rasband, NIH). A intensidade 

de fluorescência dos vasos foi expressa em intensidade relativa de fluorescência 

(unidades arbitrárias). Foram analisados 16 campos por lâmina, sendo 8 na 

camada endotelial e 8 na camada de músculo liso vascular. 

3.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). 

As curvas concentração-resposta foram analisadas por ANOVA duas vias 

seguida do teste post-hoc de Bonferroni. Para comparação dos valores 

referentes a formação de espécies reativas de oxigênio foi utilizado ANOVA 

duas vias seguida do teste post-hoc de Tukey, e para as demais comparações 

foi utilizado teste t de student não pareado, ambos analisados via software 

(Graphpad Prism 6, La Jolla, CA –USA). O nível de significância estabelecido foi 

p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. REATIVIDADE VASCULAR EM ARTÉRIAS MESENTÉRICAS DE 

RESISTÊNCIA 

A influência do sexo sobre a resposta vascular mediada por GPER foi avaliada 

em segmentos arteriais isolados. O agonista GPER [G-1 (1 nM – 10 µM)] foi 

capaz de induzir relaxamento concentração dependente em artérias 

mesentéricas de resistência tanto de fêmeas (77.3 ± 2.0 %) quanto de machos 

(78.2 ± 2.6 %), sem apresentar diferença entre os sexos (Fig. 5). 

 

Figura 5: Curva concentração-resposta ao agonista seletivo do GPER [G-1 (1 nM – 10 
µM)] em artérias mesentéricas de resistência na ausência de inibidores [fêmeas (n=31) 
e machos (n=34)]. Os valores foram expressos com média ± EPM. 

 

A seletividade do agonista GPER foi testada na presença do inibidor seletivo 

G36 (1 µM). O pré-tratamento com o antagonista específico do GPER reduziu o 

relaxamento de forma significante, mas ainda manteve uma resposta residual 

(fêmea – F: 40.3 ± 5.8 %; macho – M: 33.1 ± 2.6 %) (Fig. 6A). Essa resposta 

possivelmente foi devido ao solvente (DMSO), uma vez que este causou 

pequeno relaxamento em ambos os grupos estudados quando foi administrado 

isoladamente como veículo (F: 23.3 ± 6.0 %; M: 24.1 ± 1.4 %) (Fig. 6C). Além 

disso, a especificidade do agonista G-1 foi confirmada na presença do 

antagonista do ERα e ERβ [ICI 182,780 (1 µM)], o qual não alterou o 
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relaxamento induzido por G-1 em nenhum dos grupos (F: 77.4 ± 3.8 %; M: 74.7 

± 6.6 %) (Fig. 6B).  

 

Figura 6: Curva concentração-resposta do agonista seletivo do GPER [G-1 (1 nM – 10 
µM)] em artérias mesentéricas de resistência (A) na presença do inibidor seletivo do 
GPER (G36 – 1 µM) [fêmeas (n=8) e machos (n=8)], (B) na presença do inibidor do ERα 
e ERβ (ICI 182,780 – 1 µM) [fêmeas (n=8) e machos (n=8)] e (C) resposta ao veículo 
(DMSO) [fêmeas (n=5) e machos (n=5)]. Os valores foram expressos com média ± 
EPM. ** p < 0.01 vs curva obtida antes da inibição. Para a análise utilizou-se ANOVA 
duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni. 

 

4.1.1. Avaliação da resposta vasodilatadora dependente do endotélio 

Para investigar a participação do endotélio no relaxamento induzido por G-1 em 

ambos os grupos, o endotélio das artérias foi removido. Na ausência do 

endotélio, a resposta ao G-1 produziu relaxamento reduzido tanto nas fêmeas 

(43.1 ± 3.0 %) quanto nos machos (63.3 ± 4.9 %). Entretanto, a resposta ao G-1 

não foi abolida em ambos os grupos, indicando que este agonista também é 

capaz de agir sobre o MLV. Nas fêmeas, o relaxamento dependente do endotélio 
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parece ser mais acentuado (44.2 %), enquanto que os machos (19 %) parecem 

ser mais dependentes de mecanismos do MLV (Fig. 7). 

 

Figura 7: Efeito do agonista seletivo do GPER (1 nM – 10 µM) na presença [fêmeas 
(n=31) e machos (n=34)] ou ausência [fêmeas (n=10) e machos (n=8)] do endotélio. Os 
valores foram expressos com média ± EPM. ** p < 0.01 vs curva obtida antes da 
remoção do endotélio. ††† p < 0.001 vs macho após a remoção endotelial. Para a análise 
utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni. 

 

4.1.2. Avaliação da participação dos mediadores endoteliais (NO, PGI2 e 

EDHF) 

Para avaliar quais mediadores endoteliais estariam envolvidos no relaxamento 

induzido pelo G-1 em artérias mesentéricas de resistência, investigamos a 

participação das principais vias de relaxamento (NO, PGI2 e EDHF) nessa 

resposta (Fig. 8).  

A modulação do NO sobre o relaxamento induzido pelo G-1 foi avaliada após 

inibição inespecífica da NOS (L-NAME – 300 µM). Quando inibida a enzima 

NOS, observamos redução no efeito vasodilatador induzido por G-1 de forma 

semelhante em ambos os sexos (F: 46.1 ± 5.4 %, M: 59.1± 4.7 %; Fig. 8A). O 

papel dos prostanóides foi avaliado na presença do inibidor da ciclooxigenase 

(INDO, 10 µM) e nenhum efeito sobre a resposta vasodilatadora do G-1 foi 

observado em ambos os grupos (F: 74.2 ± 5.7 %, M: 75.2 ± 6.4 %; Fig. 8B). 
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Ademais, com intuito de avaliar a participação de outro mediador endotelial além 

do NO e PGI2, isto é o EDFH, os anéis foram incubados concomitantemente com 

L-NAME e INDO. Essa inibição combinada atenuou o relaxamento quando 

comparado com a curva na ausência desses inibidores (F: 56.6 ± 5.8 %, M: 50.4 

± 5.3 %; Fig. 8C). Entretanto, essa resposta não foi diferente quando comparada 

com a inibição individual com L-NAME, indicando o NO como principal mediador 

dessa resposta em ambos os sexos. Além disso, testamos uma provável via 

relacionada ao EDHF, a via dos EETs (clotrimazol – 0.75 µM), e não 

observamos diferença no vasorelaxamento induzido pelo G-1 na presença desse 

inibidor (F: 77.0 ± 4.3 %; M: 71.4 ± 2.5 %) (Fig. 8D). 

 

Figura 8: Participação dos mediadores endoteliais nos efeito vasodilatador do G-1 em 
artérias mesentéricas de resistência de ambos os sexos. Efeito da (A) inibição não 
seletiva da óxido nítrico sintase (NOS) com Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME – 
300 µM) [fêmeas (n=8) e machos (n=10)], (B) inibição da ciclooxigenase (COX) com 
indometacina (INDO – 10 µM) [fêmeas (n=8) e machos (n=9)], (C) inibição combinada 
da NOS e COX com L-NAME + INDO [fêmeas (n=8) e machos (n=9)] e (D) inibição 
inespecífica da citocromo endotelial P450 (CYP) com clotrimazol (0.75 µM) [fêmeas 
(n=8) e machos (n=10)]. Os valores foram expressos com média ± EPM. ** p < 0.01 vs 
curva obtida antes da inibição. Para a análise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do 
teste post hoc de Bonferroni. 
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4.1.3. Avaliação da via de sinalização rápida PI3k-Akt 

Buscando identificar o mecanismo envolvido na produção do NO mediado por 

GPER segmentos foram incubados na presença de LY-294,002 (2.5 µM), um 

inibidor da via de sinalização rápida PI3k-Akt. Essa inibição reduziu a resposta 

vasodilatadora ao G-1 (F: 58.8 ± 2.2 %, M: 59.9 ± 1.1 %; Fig. 9). Esses 

resultados foram semelhantes aos obtidos com a curva após inibição individual 

com L-NAME, sugerindo ser esta a principal via envolvida na resposta relaxante 

mediada pelo GPER. 

 

Figura 9: Participação da via de sinalização rápida PI3k-Akt (LY-294,002, 2.5 µM) na 
resposta vasodilatadora do agonista seletivo do GPER em artérias mesentéricas de 
resistência de ambos os sexos [fêmeas (n=8) e machos (n=8)]. Os valores foram 
expressos com média ± EPM. ** p < 0.01 vs curva obtida antes da inibição. Para a 
análise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni. 
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4.1.4. Avaliação da participação dos canais para K+ 

O papel dos canais para potássio na resposta vasodilatadora ao G-1 foi avaliado 

pelo bloqueio inespecífico desses canais. Na presença de TEA (5 mM), o 

relaxamento induzido por G-1 foi atenuado tanto em fêmeas (54.4 ± 3.0 %) 

quanto em machos (59.1 ± 6.1 %) (Fig. 10). 

 

Figura 10: Efeito do bloqueio inespecífico de canais para potássio com tetraetilamônio 
(TEA, 5 mM) no relaxamento induzido por G-1 de artérias mesentéricas de resistência 
[fêmeas (n = 8) e machos (n = 9)]. Os valores foram expressos com média ± EPM. ** p 
< 0.01 vs curva obtida antes da inibição. Para a análise utilizou-se ANOVA duas vias 
seguida do teste post hoc de Bonferroni. 
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4.2. EXPRESSÃO PROTEICA 

4.2.1. Expressão proteica do GPER 

Na avaliação da expressão proteica relativa do GPER em artérias mesentéricas 

de resistência a quantificação por meio da técnica de western blot revelou que 

os machos expressam quantidades significativamente maiores desse receptor 

em relação as fêmeas (F: 0.37 ± 0.05; M: 0.62 ± 0.07) (Fig. 11). 

 

Figura 11: Análise representativa western blot com quantificação da expressão proteica 
relativa do GPER (38 kDa) normalizada pela β-actina (42 kDa) dos ramos vasculares de 
resistência do leito mesentérico em fêmeas (n=5) e machos (n=5). Os valores foram 
expressos com média ± EPM. * p < 0.05 vs fêmea. Para a análise utilizou-se teste t de 
student não pareado. 
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4.2.2. Expressão proteica de enzimas antioxidantes (catalase, SOD-1 e 

SOD-2) 

A expressão proteica das enzimas antioxidantes não mostrou diferença entre os 

grupos para as enzimas estudadas, sendo catalase (F: 0.34 ± 0.03; M: 0.42 ± 

0.03), SOD-1 (F: 0.56 ± 0.03; M: 0.58 ± 0.06) e SOD-2 (F: 0.58 ± 0.03; M: 0.49 ± 

0.04) (Fig.12). 

 

Figura 12: Análise representativa western blot com quantificação da expressão proteica 
relativa da (A) catalase (64 kDa), (B) SOD-1 (45 kDa) e (C) SOD-2 (51 kDa) 
normalizadas pela β-actina (42 kDa) dos ramos vasculares de resistência do leito 
mesentérico em fêmeas (n=5) e machos (n=5). Os valores foram expressos com média 
± EPM. 
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4.2.3. Expressão proteica da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase 

(eNOS) 

Na avaliação da expressão proteica da eNOS observamos que os grupos 

apresentaram quantidades similares da eNOS total (F: 0.19 ± 0.02; M: 0.26 ± 

0.05) e phospho-ser1177-eNOS (F: 0.55 ± 0.12; M: 0.62 ± 0.06) (Fig. 13). 

 

Figura 13: Análise representativa western blot com quantificação da expressão proteica 
relativa da (A) eNOS (135 kDa) e (B) eNOS fosforilada (140 kDa) normalizadas pela β-
actina (42kDa) dos ramos vasculares de resistência do leito mesentérico em fêmeas 
(n=5) e machos (n=5). Os valores foram expressos com média ± EPM. 
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4.3. MEDIDA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 

4.3.1. Quantificação da produção de ânions superóxidos (O2
-) 

Em condições basais (ausência de estímulos), a análise da fluorescência 

produzida pela oxidação com dihidroetídio em artérias mesentéricas revelou 

similar produção de ânion superóxido (O2
-) em ambos os grupos. Da mesma 

forma, a fluorescência produzida após estimulação com G-1 não foi diferente. Na 

presença do inibidor (Tyron + G-1), um eliminador de superóxido, a fluorescência 

emitida foi reduzida. Além disso, o padrão de fluorescência produzido foi similar, 

tanto no basal quanto após estimulação com G-1, dentro do mesmo grupo (Fig. 

14). O agonista GPER não foi capaz de emitir fluorescência quando utilizado 

sem a presença do dihidroetídio (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Análise representativa da microscopia de fluorescência emitida por 
dihidroetídio em artérias mesentéricas de (A) fêmeas (n=5) e (B) machos (n=5) na 
ausência ou presença de estímulos com quantificação da fluorescência produzida. Barra 
de escala = 20 µm. Os valores foram expressos com média ± EPM. * p < 0.05 vs Fêmea 
basal. † p < 0.05 vs Macho basal. # p < 0.05 vs Fêmea G-1. § p < 0.05 vs Macho G-1. 
Para a análise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Tukey. 

Basal G-1 

B 

Tyron + G-1 A 
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 4.3.2. Quantificação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Na ausência de estímulos (condições basais), a análise da fluorescência 

produzida pela oxidação com diclorofluoresceína em artérias mesentéricas 

revelou similar produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) em fêmeas e 

machos. Da mesma forma, a fluorescência produzida após estimulação com 

agonista seletivo do GPER não foi diferente nos grupos estudados. Na presença 

do inibidor (Catalase + G-1), um decompositor de peróxido, a fluorescência 

emitida foi reduzida. Além disso, o padrão de fluorescência produzido foi similar, 

tanto no basal quanto após estimulação com G-1, dentro do mesmo grupo (Fig. 

15). O agonista GPER não foi capaz de emitir fluorescência quando utilizado 

sem a presença da diclorofluoresceína (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Análise representativa da microscopia de fluorescência emitida por 
diclorofluoresceína em artérias mesentéricas de (A) fêmeas (n=5) e (B) machos (n=5) 
na ausência ou presença de estímulos com quantificação da fluorescência produzida. 
Barra de escala = 20 µm. Os valores foram expressos com média ± EPM. * p < 0.05 vs 
Fêmea basal. † p < 0.05 vs Macho basal. # p < 0.05 vs Fêmea G-1. § p < 0.05 vs Macho 
G-1. Para a análise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Tukey. 

Basal G-1 

B 

CAT + G-1 A 
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4.4. IMUNOLOCALIZAÇÃO DO GPER 

A microscopia de fluorescência foi realizada para avaliar a presença do GPER 

na parede vascular de artérias mesentéricas de resistência de ambos os sexos. 

Nas fêmeas, a imunocoloração para GPER foi vista com mais intensidade no 

endotélio, quando comparado ao MLV. Nos machos, entretanto, não houve 

diferença na fluorescência do receptor entre o endotélio e MLV (Fig. 16). 

 

Figura 16: Imunodetecção do GPER em artérias mesentéricas de fêmeas (A; n=5) e 
machos (B; n=5). A imunolocalização para GPER é demonstrada tanto no endotélio 
(setas) como no músculo liso (traço). Barra de escala = 20 µm. 
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5. DISCUSSÃO 

Nossos dados evidenciam que o relaxamento induzido pelo agonista seletivo do 

GPER em artérias mesentéricas de resistência não é influenciado pelo sexo, 

mas em parte, pela via PI3k-Akt-eNOS bem como pelos canais para potássio e, 

simultaneamente, demonstram a imunolocalização específica no endotélio e 

MLV assim como expressão proteica do GPER. 

Os resultados deste estudo indicam que a ativação seletiva do GPER provoca 

relaxamento em artérias mesentéricas sem apresentar diferença entre fêmeas e 

machos. Embora Lindsey et al. (2013) tenham observado diferença sexual no 

relaxamento induzido por G-1 em artérias mesentéricas de ratos Lewis, nossos 

dados corroboram com estudos anteriores que não mostraram diferença na 

resposta mediada pelo GPER. De fato, Broughton et al. (2010) e Murata et al. 

(2013) não observaram diferenças sexuais em artérias carótidas e em arteríolas 

intracerebrais de ratos Sprague-Dawley, respectivamente, no relaxamento 

induzido por G-1, sugerindo que  o efeito vasodilatador mediado pelo GPER não 

parece variar de acordo com o leito vascular, mas sim de acordo com a espécie 

estudada. Além disso, estudos têm demonstrado que o 17 β-estradiol é capaz de 

promover relaxamento independente do sexo em artéria femoral (Kitazawa et al., 

1997), artéria aorta (Nilsson et al., 2000) e no leito coronariano de ratos SHR 

(Santos et al., 2010). Em geral, esses dados sugerem que mecanismos não-

genômicos poderiam estar envolvidos no relaxamento desencadeado pelo 

estrogênio em ambos os sexos, uma vez que em todos estes estudos a ação do 

estrogênio ocorreu dentro de poucos segundos após a aplicação do hormônio. 

Para melhor elucidar os mecanismos relacionados à resposta vascular, 

realizamos a quantificação da expressão proteica do GPER, uma vez que a 

variação na expressão vascular desse receptor entre os sexos poderia contribuir 

na reatividade (Lindsey et al., 2013). De fato, a semelhante resposta de 

relaxamento induzida pelo G-1 observada em ambos os sexos provavelmente 

pode ser devido a maior expressão do GPER nas artérias mesentéricas do 

grupo macho, uma vez que os níveis circulantes de estrogênio são 

significativamente menores no sexo masculino (Hess et al., 2003; Lindsey et al., 

2013). Em contraposição aos nossos dados, estudos mostram expressão do 
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GPER significativamente reduzida na veia cava inferior de ratos Sprague-Dawley 

(Raffetto et al., 2010), ilhotas pancreáticas de ratos da estirpe NMRI (Balhuizen 

et al., 2010), ilhotas pancreáticas humanas (Kumar et al., 2011) e artérias 

mesentéricas de ratos mRen2.Lewis (Lindsey et al., 2013). Por outro lado, outros 

estudos não apontam diferença sexual na expressão do GPER no hipocampo de 

ratos Sprague-Dawley com 10 semanas de idade (Matsuda et al., 2008) e 

miocárdio de ratos dessa mesma linhagem (Deschamps & Murphy 2009). 

Apesar dos diferentes níveis de GPER, a expressão vascular reduzida desse 

receptor pode comprometer os efeitos benéficos do estrogênio relacionados a 

idade (Lindsey et al., 2013), dessa forma, possivelmente a maior expressão do 

GPER observada nas artérias mesentéricas dos machos se configure em 

mecanismo que poderia justificar a resposta vascular similar às fêmeas. 

O estresse oxidativo pode interferir na reatividade vascular pela interação com 

agentes vasoativos (Zou & Ulrich, 1996; Liu et al., 2002; Förstermann, 2010). Em 

concordância com nossos estudos funcionais, não observamos diferença na 

quantificação da produção de ânions superóxidos e peróxido de hidrogênio 

assim como na expressão de enzimas antioxidantes, frequentemente 

relacionados ao prejuízo na resposta vasodilatadora quando em desequilíbrio 

(Mccord, 1993; Cai & Harrison 2000; Heitzer et al., 2001; Landmesser et al., 

2002; Miller et al., 2007b). De fato, as ações favoráveis dos estrógenos sobre o 

sistema vascular são bem conhecidas e contribuem para menor quadro de 

estresse oxidativo com consequente manutenção de um efeito vasodilatador 

dependente do endotélio (Nasr & Breckwoldt, 1998; Hassan & Abdel-Wahhab, 

2012), sugerindo que agonistas de receptores de estrogênio poderiam promover 

o equilíbrio do efeito antioxidante por meio da regulação na formação de O2
-, 

como já demostrado para o 17 β-estradiol (Lee et al., 2005). Relatos prévios 

apontam uma relação entre a ativação do GPER e a redução de componentes 

do quadro de estresse oxidativo em diversos modelos como células endoteliais 

da veia umbilical humana (Kong et al., 2014), túbulos renais de ratas 

mRen2.Lewis sensíveis ao sal (Lindsey et al., 2011b) e no plasma de ratos 

Wistar (De Francesco et al., 2016). Além disso, essa mesma ausência de 

diferença de gênero no que se refere a expressão de enzimas antioxidantes 

poderia ter contribuído para a resposta vasodilatadora similar mediada pelo 
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GPER. De fato, outros estudos também não relataram diferença na expressão 

de SOD-1 em artérias braquiais de porcos sedentários (Laughlin et al., 2003) e 

SOD-1 e SOD-2 em artérias basilares de ratos Sprague-Dawley (Miller et al., 

2007a) de ambos os sexos. Similarmente, não foram encontradas diferenças de 

gênero na atividade enzimática da SOD-1, SOD-2 e catalase no pulmão, rim e 

músculo esquelético de fetos de ovelhas aos 65 dias de gestação (Al-Gubory & 

Garrel, 2016). Por outro lado, Yao & Abdel‐Rahman (2016) demonstraram que a 

ativação do GPER está associada a maior geração de EROs em ratas Sprague-

Dawley ovariectomizadas e tratadas com etanol. Verificou-se também que 

ablação genética do GPER teve efeito benéfico sobre o surgimento de eventos 

cardiovasculares associados ao envelhecimento em camundongos knockout, 

reduzindo a formação de O2
- pela NOX (Meyer et al., 2016). Assim, a ação do 

GPER na regulação do menor quadro de estresse oxidativo parece ser 

paradoxal, indicando necessidade de exploração adicional para elucidar 

totalmente este potencial. 

Tem sido demonstrado que os efeitos do agonista seletivo GPER sobre a 

reatividade vascular em ambos os sexos são o resultado do equilíbrio da ação 

sobre as células endoteliais e do músculo liso vascular (Murata et al., 2013) 

inclusive em artérias mesentéricas (Lindsey et al., 2011a; Lindsey et al., 2014), o 

que sugere que o agonista GPER poderia provocar relaxamento de forma 

dependente do endotélio, bem como diretamente sobre o MLV. De fato, neste 

estudo a remoção do endotélio atenuou parcialmente o relaxamento induzido 

pelo G-1 em artérias mesentéricas de fêmeas e machos, mas não a aboliu, 

sendo essa resposta mais acentuada nas fêmeas. Isto sugere que a ativação do 

GPER em artérias mesentéricas de ambos os sexos é parcialmente mediada 

pelo endotélio, sendo as fêmeas mais dependentes desse mecanismo, similar ao 

que foi observado por Murata et al. (2013). O relaxamento remanescente após a 

inibição dos fatores de relaxamento endoteliais e bloqueio dos canais para 

potássio pode ter sido resultado da ação inbitória direta do G-1 sobre a 

mobilização de cálcio no MLV (Mata et al., 2015), ação similar a do estrogênio 

(Crews & Khalil, 1999; Mazzuca et al., 2015). 
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Consistente com os nossos resultados funcionais, a avaliação da 

imunolocalização do GPER indicou a presença deste receptor tanto no endotélio 

quanto no MLV de artérias mesentéricas em ambos os grupos. De fato, 

evidências sugerem que o GPER é expresso nas células endoteliais e do MLV 

de vários tecidos tanto em humanos quanto em animais de ambos os sexos 

(Haas et al., 2007; Broughton et al., 2010; Li et al., 2012). Além disso, neste 

estudo os vasos das fêmeas apresentaram predominância do GPER no 

endotélio, enquanto que nos machos este receptor parece se distribuir de forma 

semelhante entre as células endoteliais e do MLV. A predominância do GPER no 

endotélio das fêmeas poderia explicar a menor resposta de relaxamento na 

ausência do mesmo, quando comparado com os machos em mesma condição 

indicando maior dependência das fêmeas em relação a esse mecanismo. 

Uma vez identificada a participação do endotélio, nosso próximo passo foi 

avaliar a participação dos mediadores endoteliais nessa ação (NO, PGI2 e 

EDHF). O estrogênio é capaz de induzir a liberação dos fatores vasoativos por 

meio do aumento da concentração intracelular de íons cálcio nas células 

endoteliais (Rusko et al., 1995; Le Mellay et al., 1997). Similarmente, Altmann et 

al. (2015) demonstraram que o G-1 é capaz de produzir rápido aumento na 

concentração intracelular de cálcio em células endoteliais de microvasos 

cerebrais de ratos, através dos canais de cálcio do tipo L, bem como promover 

hiperpolarização induzida pela ativação de canais de Kca, sugerindo que o 

GPER poderia modular os efeitos do estrogênio relacionados a mobilização 

intracelular do cálcio no endotélio. Observamos que na presença do L-NAME, a 

vasodilatação induzida pelo G-1 foi atenuada de forma semelhante em ambos os 

sexos. De fato, diversos estudos tem demonstrado a participação do NO como 

mediador do relaxamento após estimulação do GPER (Broughton et al., 2010; 

Meyer et al., 2010; Mata et al., 2015; Tropea et al., 2015), inclusive em artérias 

mesentéricas (Lindsey et al., 2011a; Lindsey et al., 2014). Portanto, os dados 

desses estudos em conjunto com os nossos indicam claramente que, pelo 

menos em parte, a ação vasodilatadora do GPER está ligada a liberação de NO. 

Oportunamente, pudemos observar ausência de diferença de gênero na 

expressão e atividade enzimática da eNOS, retratando a modulação do GPER 

sobre o NO vascular independente do sexo. Entretanto, Laughlin et al. (2003) 
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relataram diferença de gênero na expressão enzimática da eNOS em artérias 

braquiais e femorais suínas. Assim, nossos resultados fornecem evidências 

adicionais que sustentam a conclusão de Barber & Miller (1997) de que os 

mecanismos das diferenças de gênero na função vascular diferem por agonistas, 

espécies e origem anatômica da artéria. 

Em contraste, o envolvimento de outros mediadores endoteliais na resposta 

induzida pelo G-1 não foi observado. A inibição individual com INDO não foi 

capaz de atenuar a resposta mediada pelo GPER em ambos os sexos, 

sugerindo que o agonista GPER pode promover relaxamento independente de 

PGI2, como tem sido previamente relatado (Lindsey et al., 2014). Da mesma 

forma, a inibição dupla (L-NAME + INDO) revelou que o EDHF parece não 

participar do efeito vasodilatador pela ativação do GPER, uma vez que o efeito 

inibidor individual da NOS não foi modificado pela inibição concomitante da 

COX. Embora o EDHF seja definido como uma substância capaz de participar 

da resposta aguda de relaxamento induzido pelo 17 β-estradiol, mesmo após a 

inibição combinada da NOS e COX (Santos et al., 2004; Santos et al., 2016), em 

nosso estudo após dupla inibição a resposta de relaxamento não foi alterada, 

sugerindo que o EDHF não é um importante mediador da vasodilatação induzida 

pelo G-1. De fato, Murata et al. (2013) também não observaram alteração no 

relaxamento mediado por GPER após o uso de inibidores da NOS e da COX. 

Em geral, estes dados implicam que a ativação do GPER não afeta 

componentes prostanóides ou de EDHF de relaxamento, mas estimula a via do 

NO. 

Buscando identificar qual o mecanismo molecular envolvido na liberação de NO 

induzido pelo G-1, realizamos a inibição da via de sinalização rápida associada a 

ativação da eNOS (PI3k-Akt) com o inibidor LY-294,002. Nossos resultados 

mostraram que o relaxamento induzido pelo G-1 foi atenuado na presença de 

LY-294,002, em fêmeas e machos. Estes resultados são indicativos de 

participação da via de sinalização rápida PI3k-Akt-eNOS na resposta de 

relaxamento mediada por GPER em ambos os sexos. De fato, a ativação da via 

PI3k-Akt por ação não-genômica tem sido relacionada a fosforilação da óxido 

nítrico sintase endotelial (eNOS), resultando na produção e liberação de NO  

(Lee et al., 2014; De Francesco et al., 2013; Meyer et al., 2014). Portanto, em 
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conjunto, esses dados sugerem fortemente que a liberação de NO induzida por 

G-1 seja proveniente de fonte endotelial, via eNOS. 

Em nosso estudo, o bloqueio inespecífico dos canais para potássio atenuou o 

vasorelaxamento induzido por G-1 em ambos os grupos. Está bem estabelecido 

que o 17 β-estradiol é capaz de agir modulando diretamente os canais para 

potássio (Valverde et al., 1999; Santos et al., 2010; Santos et al., 2016) e 

consequentemente causar vasorelaxamento. Entretanto, a contribuição dos 

canais para potássio para regulação do tônus vascular mediado por GPER tem 

sido pouco descrita e as informações que existem atualmente são controversas. 

Estudos prévios mostraram papel fundamental dos canais para potássio na 

resposta aguda de relaxamento mediado por GPER em células endoteliais de 

microvasos cerebrais de ratos (Altmann et al., 2015), bem como no MLV de 

artéria coronária descendente anterior esquerda de suínos (Yu et al., 2011). Em 

contraste, outro estudo relatou que os canais para potássio não participam da 

resposta dilatadora induzida por G-1 em artérias uterinas de fêmeas Sprague-

Dawley (Tropea et al., 2015). Assim, a participação dos canais para potássio na 

ação induzida pelo G-1 parece variar não apenas em relação ao leito vascular, 

mas também em relação a espécie estudada. Sugerimos com nossos resultados 

que o G-1 é capaz de exercer efeito modulatório sobre os canais para potássio 

em artérias mesentéricas de ambos os sexos, como demonstrado para ação do 

estrogênio nessas artérias (Tep-areenan et al., 2003; Tsang et al., 2003). 
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6. CONCLUSÃO 

O relaxamento vascular induzido pelo G-1 em artérias mesentéricas de 

resistência não é influenciado pelo sexo e apresenta dependência parcial do 

endotélio em ambos os grupos, sendo essa dependência maior nas fêmeas, 

possivelmente pela maior presença do GPER no endotélio. Dentre os fatores 

endoteliais, o NO via ativação da PI3k-Akt-eNOS, bem como os canais para 

potássio parecem participar de maneira similar no relaxamento em ambos os 

sexos. Essas observações podem fornecer uma nova perspectiva para a 

compreensão dos mecanismos vasculares envolvidos nas respostas induzidas 

pelo estrogênio via GPER, que poderiam contribuir para o desenvolvimento de 

terapias que visam contrabalancear as alterações cardiovasculares que são 

observadas com a modificação na produção de hormônios sexuais. 
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