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RESUMO

Ainda que as acdes do estrogénio tenham sido atribuidas a ativacdo de receptores
nucleares (ERa e ERB), um terceiro receptor de estrogénio (receptor de estrogénio
acoplado a proteina G — GPER) tem sido apontado como mediador da a¢éo rapida
do hormonio. Contudo, sdo escassos 0s estudos que relacionam as diferencas
sexuais a ativacdo seletiva do GPER, principalmente em vasos de resisténcia,

tornando essa investigacdo necessaria.

Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos. Artérias de terceira ordem foram
isoladas para estudo das curvas concentracdo-resposta obtidas por adigbes
cumulativas do agonista G-1 (1 nM — 10 uM) ou veiculo (DMSO) apés pré-contracéo
com fenilefrina. O efeito do G-1 foi avaliado antes e ap6s a remoc¢ao endotelial ou
incubacdo por 30 minutos com inibidores da NOS e COX (L-NAME e INDO,
respectivamente), inibidor inespecifico da CYP (clotrimazol), inibidor da via de
sinalizacéo rapida PI3k-Akt (LY-294,002), bloqueador inespecifico de canal para K*
(TEA), antagonista especifico do GPER (G36) e antagonista do ERa e ERB (ICl
182,780). Adicionalmente, as artérias mesentéricas de resisténcia foram dissecadas
e a expressao proteica do GPER, da o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), da
catalase e da superdxido dismutase (SOD) teciduais foi analisada. Além disso,
avaliamos a fluorescéncia aos &anions superéxidos e peroxido de hidrogénio

vascular, bem como a imunolocalizacéo especifica do GPER.

O agonista do GPER induziu relaxamento concentracdo-dependente em artérias de
fémeas e machos. Nao houve diferenca entre 0os grupos na quantificacdo da
producdo de anions superoxidos e peréxido de hidrogénio assim como na expressao
de enzimas antioxidantes. A expressao proteica do GPER foi maior nos machos. Na
auséncia do endotélio a resposta do G-1 foi reduzida em ambos os grupos, sendo
maior nas fémeas. A imunolocalizagdo para GPER foi maior no endotélio das
fémeas, enquanto que nos machos nao houve diferenca entre o endotélio e musculo
liso vascular. O vasorelaxamento também foi atenuado na presenca de L-NAME, LY-
294,002 e TEA de forma semelhante em fémeas e machos. INDO, clotrimazol ou ICI
182,780 néo reduziram a vasodilatacdo. L-NAME + INDO néo alteram o padrao de
resposta observado na inibicdo individual com L-NAME. Nao houve diferenca de



sexo na expressao e atividade enzimatica da eNOS. A seletividade do agonista
GPER foi confirmada na presenca do G36.

Concluimos que o relaxamento vascular mediado pelo GPER em artérias
mesentéricas de resisténcia ndo € influenciado pelo sexo, mas em parte, por

mecanismos relacionados a via do NO endotelial e ativacdo de canais para potassio.

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

eNOS, Canais para K*, Relaxamento vascular.



ABSTRACT

Despite estrogen actions have been attributed to the activation of nuclear receptors
(ERa and ERp), 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 yM) 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 ERA/ER[ antagonist (ICl 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. INTRODUCAO

Os horménios sexuais enddgenos desempenham importante papel como
moduladores envolvidos na regulacdo e manutencdo da saude cardiovascular
(Orshal & Khalil, 2004; Maric-Bilkan & Manigrasso, 2012). Entretanto, € bem
conhecido que a populacdo 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 associacao entre o dimorfismo
sexual e as diferencas observadas na ocorréncia desses eventos. Além disso,
com o0 aumento cada vez maior da expectativa de vida da populagdo mundial,
mais mulheres tém atingido a fase da pds-menopausa o que vem acompanhado
de maior incidéncia epidemiologica de doencas cardiovasculares (DCVs)
(Kannel et al., 1976; Bush, 1990; Barrett-Connor & Bush, 1991), possivelmente
por alterac6es dos niveis hormonais (Kurt & Buyukafsar, 2013), evidenciando a
acdo dos horménios sexuais ovarianos no que se refere a cardioprotecdo
(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). Nao obstante, as DCVs também séo as
principais causas de morte entre individuos do sexo feminino em todo o mundo,
sobretudo na segunda metade de vida, sendo responsavel por um terco de todas
as mortes (Mosca et al., 2007; Heron, 2013), matando mais mulheres do que a
soma de todos os tipos de cancer, tuberculose, HIV e maléaria juntos (World
Heart Federation, 2012). A queda do nivel hormonal de estrogénio, que
caracteriza a fase da pds-menopausa, desempenha um papel critico no
surgimento e desenvolvimento dessas doengas, 0 que torna as mulheres mais
susceptiveis a eventos cardiovasculares, tais como infarto do miocardio (Kurt &
Buyukafsar, 2013; Schenkel et al., 2014).

A cardioprotecdo atribuida ao estrogénio enddégeno (mais especificamente o 17
B-estradiol), observada na fase pré-menopausa, deve-se a grande importancia

do seu papel funcional (Santollo & Daniels, 2015) que compreende efeitos
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hemodinamicos, metabdlicos e vasculares (Dantas et al.,, 1999). O efeito
benéfico sobre a homeostase vascular se relaciona ao fato desse horménio
modular a liberagdo 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 manutencédo do estreito balanco do processo de
vasomotricidade (Donato et al., 2009). A producdo equilibrada dos fatores
vasoativos ocorre por meio da liberacdo de potentes substancias vasorelaxantes
que regulam o ténus vascular, como o 6xido nitrico (NO), o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) e a prostaciclina (PGl,), bem como pela liberacédo
de fatores vasoconstritores, tais como endotelina (ET-1) e o tromboxano (TXA,)
(Sandoo et al., 2010). A ativacdo desses fatores nas células endoteliais depende
da concentracdo intracelular de ions célcio e o estrogénio parece ser capaz de
elevar a concentracéo intracelular desse ion nessas células por meio da ativacao
rapida da fosfolipase C (PLC), com consequente formacdo dos segundos
mensageiros inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), no qual provoca
a liberacéo de calcio de seus depdsitos intracelulares (Le Mellay et al., 1997) ou
por ativacdo direta de canais para potassio ativados por célcio (Kca) na
membrana dessas células o que levaria a hiperpolarizacdo com resultante

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

O relaxamento dependente do endotélio vascular em resposta ao estrogénio é
geralmente atribuido a interacdo com fatores endoteliais (Bhuiyan et al., 2007;
Loyer et al., 2007). O estrogénio possui uma forte ligacdo com o NO (Weiner et
al., 1994; White et al., 1995), uma das moléculas de sinalizacdo mais importante
na regulacdo do ténus vascular (Félétou & Vanhoutte, 2009; Mutchler & Straub,
2015). A biossintese do NO ocorre via clivagem da L-arginina e oxigénio
molecular, € catalisada pela enzima éxido nitrico sintase (NOS) com participacao
de cofatores tais como tetrahidrobiopterina (BH;) e da forma reduzida do
complexo nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH) (Fdrstermann,
2010; Mutchler & Straub, 2015). A liberacdo desse potente vasodilatador

endotelial por estimulacdo do estrogénio ocorre por aumento da atividade e
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expressao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Khalil, 2013). Um
dos possiveis mecanismos envolvidos nessa resposta € a ativacdo rapida da
fosfatidilinositol-3-quinase/proteina quinase B (PI3k-Akt) e subsequente
fosforilacdo da NO sintase tipo Il (eNOS) (Haynes et al., 2000; Simoncini et al.,
2000). Uma vez sintetizado, sua principal acao fisiolégica esta associada a
ativacdo da guanilato ciclase citosolica soluvel (GCs) e consequente formacao
de 3’5" monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), bem como relaxamento da
musculatura lisa vascular através dos canais para potassio (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 as ac¢bes induzidas pelo EDHF, o estrogénio promove
relaxamento por meio do aumento de sua producao (Orshal & Khalil, 2004) que
ativa canais para potassio ativados por calcio de condutancia intermediaria (IKca)
e/ou canais para potassio ativados por calcio de baixa condutancia (SKca)
provocando hiperpolarizacdo e consequente relaxamento do musculo 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 &cidos
epoxieicosatrienoicos (EETs) derivados do é&cido araquidbnico pela via da
enzima citocromo P450 (CYP) (Campbell & Harder 2001; Huang et al., 2004), o
peréxido de hidrogénio (H.O,) que é formado a partir da dismutacdo do anion
superéxido (O,") cuja maior fonte nos vasos é proveniente da NADPH oxidase
(NOX) (Minzel et al., 1999; Matoba et al., 2000; Lucchesi et al., 2005), o ion
potassio (Edwards et al., 1998) e as juncdes comunicantes endoteliais (juncdes
GAP) (Griffith & Taylor, 1999; Sandow & Hill, 2000), potenciais agentes

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

Adicionalmente, o estrogénio possui efeito benéfico sobre a fung¢éo endotelial por
estimular a liberagcdo da PGl,, principal metabdlito da enzima ciclooxigenase
(COX) (Alvarez et al., 2002; Sherman et al., 2002). A PGl, é formada a partir do
acido araquidénico, que é um metabdlito da acdo da fosfolipase A, (PLA,) sobre
os fosfolipidios de membrana (Chang et al., 1987). O relaxamento vascular em

resposta a PGl, esta geralmente associado a hiperpolarizacéo das células do
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musculo liso vascular (CMLV) podendo envolver a abertura de canais para
potéssio sensiveis a ATP (Katp), ativados por calcio de larga condutancia (BKca),
retificadores de influxo (Kir) e os ativados por voltagem (Ky) (Félétou &
Vanhoutte, 2006, 2009).

Aléem dos fatores vasodilatadores, as células endoteliais também liberam
agentes vasoconstritores (Sandoo et al., 2010). Em relacdo a ET-1, o efeito
vasoconstritor ocorre por estimulagéo dos receptores ETp e ETg, presentes nas
CMLV (Khalil, 2013). O estrogénio atenua a resposta vascular de constricdo da
ET-1 possivelmente via inibicdo da dindmica de célcio (Jiang et al., 1992;
Prakash et al., 1999), reducdo da expressado da propria ET-1 ou ainda do seu
receptor ETg, (Khalil, 2013). O TXA, por sua vez é sintetizado a partir do &cido
araquidénico por acédo da enzima tromboxano sintase e seu efeito vasoconstritor
ocorre através dos receptores tromboxano-prostandides (TP) presentes nas
CMLYV. De forma similar a ET-1, o estrogénio atenua o efeito vasoconstritor do
TXA, por meio da reducéo dos niveis intracelulares de calcio no MLV (Sandoo et
al., 2010; Khalil, 2013).

N&o obstante, o estrogénio também afeta o tbnus vascular por mecanismos
diretos sobre as CMLV através da inibicdo dos canais de calcio do tipo L
voltagem dependente (Crews & Khalil, 1999; Mazzuca et al., 2015), atuando
sobre o0s mecanismos de liberacdo intracelular de célcio do reticulo
sarcoplasmatico e entrada de célcio a partir do espaco extracelular (Ruehlmann
et al., 1998). Os efeitos inibitérios sobre a mobilizacdo de calcio ocorrem por
meio da reducdo na concentracdo intracelular desse ion desencadeada pelo
antagonismo dos canais de calcio (Sudhir et al., 1995; Reslan & Khalil, 2012) e
consequentemente relaxamento. E ainda, o estrogénio estimula diretamente a
corrente de saida de potassio (White et al., 1995; Rosenfeld et al., 2000; Tep-
areenan et al., 2003) com consequente hiperpolarizacdo das CMLV, a0 mesmo
tempo, essa hiperpolarizacdo modula a abertura de canais de calcio do tipo L

levando ao relaxamento do MLV (Valverde et al., 1999).
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Figura 1: Vias de relaxamento vascular induzidas pelo estrogénio. Estrogénio se liga a
ERa, ERB ou GPER e provoca a liberacdo dos mediadores endoteliais (NO, PGI, e
EDHF) que podem ativar canais para potassio, promovendo hiperpolarizacdo e
consequente relaxamento do MLV. O estrogénio também poderia inibir a liberacao de
ET-1 e TXA,, 0 que atenuaria a resposta vascular de constricdo. No MLV, o estrogénio
modula o tbnus por mecanismos diretos, reduzindo a probabilidade de abertura dos
canais de calcio do tipo L voltagem dependente ou ativacdo de BKca, levando a
hiperpolarizacdo da membrana. BKca, canais para potassio ativados por célcio de larga
condutancia; EDHF, fator hiperpolarizante derivado do endotélio; ERa, receptor de
estrogénio alfa; ER, receptor de estrogénio beta; ET-1, endotelina; GPER, receptor de
estrogénio acoplado a proteina G; MLV, musculo liso vascular; NO, 6xido nitrico; PGl,,
prostaciclina; TXA,, tromboxano (acervo do laboratorio).

No entanto, o prejuizo no balango entre a biodisponibilidade dos fatores
endoteliais de relaxamento e consequente acdo acentuada dos agentes
vasoconstritores leva a dano na funcdo vascular, processo caracterizado como
disfungéo endotelial e o estresse oxidativo pode interferir nesse mecanismo
colaborando consequentemente com aumento do risco cardiovascular (Furchgott
& Vanhoutte, 1989; Stankevicius et al., 2003; Leung et al., 2006; Qiao et al.,
2008). O processo de estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a

geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
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antioxidante, sendo a NOX a principal enzima formadora de O," na parede dos
vasos (Arnal et al., 1996; Minzel et al., 1999; Cai & Harrison, 2000; Muller &
Morawietz, 2009). As enzimas antioxidantes (catalase, superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase) por sua vez atuam frente a producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) evitando seu acumulo (Yu, 1994). Nesse contexto, é
bem estabelecido que o estrogénio previne a disfuncdo endotelial por possuir
propriedades antioxidantes que leva a regulagdo positiva da expressdo e
atividade de enzimas antioxidantes e potencializacdo da biodisponibilidade de
NO com consequente reducdo na producdo dos niveis de EROs o que pode
contribuir para um menor quadro de estresse oxidativo vascular (Wagner et al.,
2001; Strehlow et al., 2003).

Assim, os estrégenos parecem desempenhar papel significativo sobre a funcéo
vascular que contribui para sua acéo 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 horm6nios podem ter sua acao
mediada pela regulacéo da transcricdo de genes ou via sinalizacao intracelular
responsavel pelos efeitos agudos do estrogénio (Meyer et al., 2006; Meyer &
Barton, 2009; Meyer et al., 2011). Além dos receptores estrogénicos que
medeiam as acdes classicas, ou seja, a ligacdo do estrogénio aos receptores
intracelulares alfa (ERa) e beta (ERB), um terceiro receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (GPER) tem sido apontado como um dos responsaveis
pela via de sinalizacao intracelular que medeia efeitos agudos (extra-nucleares)

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

O terceiro receptor de estrogénio (GPER) foi identificado no final da década de
1990 como um receptor 6rfédo, sem nenhum ligante conhecido, e assim nomeado
primariamente como GPR30 (baseado no esquema de numeracdo sequencial
para receptores 6rfaos) (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 sinalizacado rapida em resposta a ligacdo do
estrogénio (Alexander et al.,, 2008). Este receptor pertence a familia dos
receptores acoplados a proteina G, esta localizado no cromossomo 7 l6cus 22, é

composto por trés éxons, apresenta um peso molecular de aproximadamente 38
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KDa e possui 375 aminoacidos (Mizukami, 2010). Com relacdo a localizacéo
celular deste receptor, existe descricdo na membrana plasmatica (Funakoshi et
al., 2006), na membrana do reticulo endoplasmatico e do aparelho de Golgi
(Revankar et al., 2005; Sakamoto et al., 2007) possivelmente devido ao

processo de endocitose apés estimulacdo (Cheng et al., 2011).

1 Dominio
extracelular

Dominio
transmembrana

Dominio (a)
intracelular GTP ~ Y c

Figura 2: Estrutura molecular do GPER. GPER, receptor de estrogénio acoplado a
proteina G (acervo do laboratério).

O GPER possui ampla distribuicdo sistémica e mostra forte expressao
especialmente no sistema cardiovascular, sugerindo papel fisioldgico na
regulacéo da funcéo vascular e miocéardica (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 estrogénio mais complexos (Prossnitz & Barton,
2014). Nao obstante, estudos experimentais de imunorreatividade mostraram
que o GPER é expresso nas células endoteliais e do MLV de artéria carétida de
rato de ambos o0s sexos e aorta de rato, bem como em artéria mamaria e veia
safena humana. Sendo assim, a expressdao do GPER se d& ao longo da parede
arterial e agonistas desse receptor poderiam provocar relaxamento dependente
e independente do endotélio (Arefin et al., 2014). E ainda, as a¢6es do GPER
tém sido associada a ativacdo de vias de sinalizacdo rapidas como quinase
regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) (Filardo et al., 2000), PI3k-Akt
(Meyer et al., 2014) e geracao de 3’5’ monofosfato ciclico de adenosina (CAMP)
(Filardo et al., 2002). Ademais, varios grupos tém relacionado a ativacdo do

GPER com efeitos cardiovasculares benéficos em modelos animais, como
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reducdo da pressdo sanguinea (Lindsey et al., 2009), manutencdo da glicemia

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

Sistema Imune

Timo: Diferenciagao e/ou regulagéo
das células T, desenvolvimento das
células T

Macréfagos: Inibigdo da inflamagéo

Inflamacao, autoimunidade, atrofia
do timo (17-B estradiol dependente)

Sistema Reprodutivo

Mama: Desenvolvimento

Ovarios: Maturagdo do Oécito
Utero: Crescimento do endométrio,
contragdo miometrial

Cancer de mama, carcinoma ovariano,
cancer endometrial, carcinoma de utero

Sistema Nervoso Central
Cérebro: Fungédo neuroenddcrina

Depressao, AVE, esclerose multipla

Sistema Cardiovascular

Coragao: Crescimento do cardiomiécito,
inibicdo da apoptose, contratibilidade do
cardiomiécito

Vasos: Vasodilatagdo, liberagao de
oxido nitrico, inibicao da proliferagdo nas
células do musculo liso vascular e

células endoteliais

Sistema Endécrino

Pancreas: Secresséo de insulina,
sobrevivéncia das células B

Lesao por isquemia-reperfusao apos
infarto do miocardio, cardiomiopatia
dilatada, cardiomiopatia hipertensiva,
hipertensdo arterial, doenga vascular
Obesidade, resisténcia a insulina,
diabetes mellitus

Sistema Musculoesquelético

Diferenciagao dos condrécitos
Crescimento 6sseo
Trabecularizagéo do osso

Sistema Renal

Rim

Proteindria
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Figura 3: Acdes do GPER em condigdes fisiologicas (mostrada em preto) e patologicas
(mostrada em vermelho) em ambos os sexos. GPER, receptor de estrogénio acoplado a
proteina G (adaptado de Prossnitz & Barton, 2014).

Terapias que envolvem compostos em esquema de reposicdo capazes de
oferecer beneficios semelhantes ao estrogénio, sem os efeitos secundarios
indesejaveis da terapia de reposicdo hormonal classica tém despertado
interesse, dentre eles: fitoesterdides (Dos Santos et al., 2016), tibolona (De
Medeiros et al., 2012), moduladores seletivos de receptor de estrogénio, 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 possivel fator
protetor contra o desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Dentre esses
compostos farmacoldgicos, destaca-se o G-1, a mais recente alternativa utilizada
nas pesquisas experimentais sobre reposicdo 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 especifico e de alta afinidade em relacdo a esse receptor com
pouca ou nenhuma ligacdo a ERa ou ER[B (Revankar et al., 2005). Os efeitos
desse agonista como vasodilatador foram determinados na aorta (Lindsey et al.,
2009), artéria carétida (Broughton et al., 2010), artérias mesentéricas (Lindsey et
al., 2011a; Lindsey et al., 2013; Lindsey et al., 2014), arteriolas intracerebrais
(Murata et al., 2013), artérias uterinas (Tropea et al.,, 2015), assim como, em
artérias coronarias suinas (Meyer et al., 2010) e nas artérias mamarias internas
humanas (Haas et al., 2007). Contudo, também foi constatado o efeito
vasoconstritor do G-1 no rim isolado e perfundido de ratos, sugerindo agcdes

bivalentes deste farmaco (Kurt & Buyukafsar, 2013).

o

Figura 4: Estrutura molecular do (A) estrogénio 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 laboratério).

Embora as a¢cbes do G-1 sobre a funcéo vascular estdo sendo exploradas, os
reais e potenciais efeitos desse farmaco sobre o sistema cardiovascular ainda
nao foram totalmente esclarecidos. Além disso, sdo escassos 0s estudos que
abrangem as diferencas sexuais relacionadas a ativacdo seletiva do GPER,
principalmente em vasos de resisténcia, 0s mais importantes na regulacdo da
homeostase vascular. Desse modo, fez-se necessario maiores avaliaces
experimentais a fim de melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na

ativacdo do GPER em ambos 0s sexos.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta de relaxamento induzida pelo agonista seletivo de receptor de
estrogénio acoplado a proteina G (GPER) em artérias mesentéricas de

resisténcia de ratos normotensos de ambos 0S sexos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as diferencas sexuais na acdo induzida pelo G-1 em artérias

mesentéricas de resisténcia;
- Verificar a participacédo do GPER na acéo induzida pelo G-1;

- Verificar a modulagdo dos receptores estrogénicos classicos (ERa/ERB) na

acao induzida pelo G-1;

- Verificar a participacdo do endotélio na resposta de vasorelaxamento induzida

pelo agonista seletivo do GPER,;

- Avaliar a contribuicdo dos mediadores endoteliais nha acao induzida pelo G-1

mediante a:

Inibicdo da sintese do 6xido nitrico (NO);

Inibicdo da sintese de prostaciclina (PGly);

Inibicdo combinada da sintese de NO e PGly;

Inibicdo da sintese do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF);

- Analisar a participacdo da via de sinalizagéo rapida PI3k-Akt;

- Verificar a participacdo dos canais para potassio na acao induzida pelo G-1,

- Quantificar a expressao do GPER bem como das enzimas Oxido nitrico sintase

endotelial (eNOS), catalase e superdxido dismutase (SOD) teciduais;



- Quantificar a producao de anions superoxidos vascular;
- Quantificar a producéo de peroxido de hidrogénio vascular;

- Avaliar a imunolocalizacdo especifica do GPER.

25
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3. MATERIAL E METODOS
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 Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos
em ambiente com iluminacgao (ciclo claro-escuro de 12 h), temperatura (22 °C) e
umidade (50 %) controladas e livre acesso a agua e racao (racdo padrao 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 laboratério, como indicado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e aprovados pela Comisséo de Etica para Uso
de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (031/2015).

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.2.1. Determinacgéo da Fase do Ciclo Estral

O ciclo estral das fémeas foi monitorado por meio de esfregagos vaginais. As
células epiteliais vaginais foram coletadas diariamente entre 08:00 h e 09:00 h e
examinados por microscopia Optica conforme descrito por Marcondes et al.
(2002) para identificacdo dos tipos de células presentes nas diferentes fases do
ciclo estral. As fémeas foram consideradas aptas para o0s protocolos
experimentais quando estavam na fase do proestro, caracterizada por altos
niveis de estrogénio, para evitar quaisquer influéncias provocadas pela variacédo
hormonal em diferentes fases do ciclo (Dalle Lucca et al., 2000). Os machos
foram submetidos ao mesmo procedimento de pega diario, em horario
semelhante, com o intuito de reproduzir o possivel estresse sofrido pelas

fémeas.
3.2.2. Reatividade Vascular

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, sem utilizacdo de anestésicos, a
fim de evitar a interferéncia nos padrdes de resposta (Hatano et al., 1989) e
tiveram as artérias mesentéricas de terceira ordem identificadas, isoladas e

dissecadas dos tecidos circundantes nao vasculares. Os segmentos arteriais
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foram seccionados em anéis de 2 mm e montados entre dois fios de tungsténio
(40 um de didmetro) dentro de camaras do miografo de resisténcia (Modelo
620M; Danish Myo Tecnologia, Aarhus, Dinamarca) preenchidas com solugéo de
Krebs (composicdo em mM): NaCl (119), KCI (4.7), KH;PO4 (0.4), NaHCO3
(14.9), MgSO,4.7H,O (1.17), CaCl,.2H,O (2.5) e glicose (5.5) a 37 °C e
gaseificada com mistura carbogénica (5 % CO, e 95 % O,), como descrito por
Mulvany & Halpern (1977). A circunferéncia interna foi normalizada para
0,9-1C100, onde os anéis foram gradualmente estirados até que o diametro
interno correspondesse a uma pressao transmural de 100 mmHg. A viabilidade e
integridade do endotélio foram testadas em resposta a administracdo de
acetilcolina (10 uM, ACh), nos anéis previamente contraidos com fenilefrina (3
UM, 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 a ACh foi < 10 % apoés a
remocgao mecanica. As curvas concentracao-resposta foram obtidas por adi¢coes
cumulativas de G-1 (1 nM — 10 uM; Azano Pharmaceuticals, Albuquerque, NM—
USA) ou veiculo (dimetilsulfoxido — DMSO) apos prévia contracdo com 3 UM
Phe. O efeito vasodilatador do agonista foi estudado na auséncia e na presenca
de endotélio e dos inibidores N“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, inibidor da
NOS, 300 uM; Sigma, St. Louis, MO — USA), indometacina (INDO, inibidor da
COX, 10 uM; Sigma, St. Louis, MO — USA), L-NAME (300 uM) associado a
INDO (10 pM), clotrimazol (inibidor inespecifico da CYP, 0.75 puM; Sigma, St.
Louis, MO — USA), LY-294,002 (inibidor da PI3k-Akt, 2.5 pM; Sigma, St. Louis,
MO — USA), tetraetilamonio (TEA, bloqueador inespecifico de canais para K*, 5
mM; Sigma,St. Louis, MO — USA), G36 (antagonista especifico do GPER, 1 uM;
Azano Pharmaceuticals, Albuquerque , NM— USA), ou ICI 182,780 (antagonista
do ERa e ERB, 1 pM; Sigma,St. Louis, MO — USA) incubados 30 minutos antes
da curva concentracdo-resposta de G-1. A porcentagem de relaxamento foi
determinada usando o sistema de aquisicdo de dados LabChart 8 (AD

Instruments Pty Ltd, New South Wales, Australia).
3.2.3. Western Blot

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

livres do tecido conectivo e adiposo. ApOs a disseccdo, as artérias foram
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congeladas a -80 °C para posterior homogeneiza¢cdo na presenca de tampao de
lise (NaCl 150 mmol/L; Tris 50 mmol/L; EDTA.2Na 5 mmol/L; MgCl, 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 propor¢ao de 25 mg de tecido para 100 pl
de tampé&o de lise enriquecido com o cocktail de inibidores de proteases. Para se
evitar a desfosforilacdo dos residuos de aminoacidos avaliados, foram
acrescidos ao tampéao de lise inibidores de fosfatase (NaF 20 mM; Na3vO4 0,1
mM e PMSF 0,1 mM). ApGOs o0 processamento, as amostras foram centrifugadas
a 7200x g por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e congelado a -80 °C

para posterior utilizac&o.

A determinacdo de proteina total das amostras foi mensurada de acordo com o
meétodo de Bradford (Bradford, 1976) com algumas modificacdes (Reagente de
Bradford, Sigma®, numero de catadlogo B6916). As amostras foram diluidas em
tampao da amostra (4X tris HCI/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 separagao, foram aplicados 30 ug de proteina em gel de SDS-
PAGE (sodium dodecyl (lauryl) sulfate-poliacrilamida) a 10 %. Apos serem
separadas no gel de poliacrilamida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF (Millipore®, USA) com poro de 0,45 um. A qualidade da
transferéncia foi monitorada através da coloracdo da membrana com solucéo de
Ponceau 0,3 %. A membrana foi entdo lavada em agua destilada e colocada por
4 horas em solucédo de bloqueio (TBS-Tween 0,1 % mais 3 % de albumina).
Apoés o blogueio, a membrana foi incubada overnight em camara fria (6-8 °C),
com o anticorpo primario especifico diluido em 1,5 % de albumina em TBS-
Tween. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-GPER
(policlonal feito em coelho; diluicdo de 1:1000), anti-catalase (policlonal feito em
coelho; diluicdo de 1:1000), anti-SOD- 1 (policlonal feito em coelho; diluicdo de
1:1000), anti-SOD-2 (policlonal feito em coelho; diluicdo de 1:1000), anti-eNOS
(monoclonal feito em camundongo; diluicdo de 1:1000), anti-phospho-eNOS-
Serll177 (1:500; policlonal feito em cabra; Santa Cruz Biotechnology Inc - Santa
Cruz,CA, EUA) e anti-B-actina (monoclonal feito em camundongo; diluicdo de
1:3000). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0.1 % de

Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por duas horas
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com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP) (1:10000, anti-cabra
IgG-HRP, anti-coelho IgG-HRP e anti-camundongo IgG-HRP, Millipore,
Massachusetts, EUA) diluido em 2 % de albumina em TBS-Tween. Apds o
periodo de incubacdo a membrana foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos
por quatro vezes). As bandas proteicas foram detectadas por uma reacédo de
guimioluminescéncia (kit ECL plus — Amersham Biosciences do Brasil Ltda) e a
intensidade das mesmas foi avaliada por andlise densitomérica através do
software ImageQuant TL 8.1 (GE company, UK). Foram utilizados o sistema Mini
Protean llI-Tetracell e Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD®,
CA, USA).

3.2.4. Dihidroetidio — DHE

Apos realizacdo dos cortes de mesentérica, as laminas foram incubadas com a
sonda dihidroetidina (DHE; Invitrogen), que é permeéavel & membrana celular. E
postulado que o DHE reage com o superdoxido e forma dois produtos
fluorescentes, etidio e 2-hidroxietidio que se intercalam com o DNA da célula e
podem ser visualizados com a fluorescéncia vermelha. Sendo assim, através de
um microscopio de fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo e
emissao de 518 e 605 mm, respectivamente, esta sonda € utilizada como um

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

O protocolo foi realizado de acordo com Silva et al. (2016), com algumas
modificacdes. Brevemente, foram incubadas 4 laminas para cada animal (fémea
ou macho) ao abrigo da luz. A primeira lamina foi incubada com DHE (5 puM) por
30 minutos, em 37 °C, para investigar a producdo basal de superoxido. A
segunda lamina foi incubada com DHE + G-1 (10 pM) pelo mesmo tempo, para
investigar se a incubacdo com o0 agonista do receptor de estrogeno induzia
alteracdo na producao de superéxido. A terceira lamina foi incubada com tyron
(2 mM) por 30 minutos, antes de passar por nova incubagédo com DHE + G-1 (10
uM), sendo um controle de que a fluorescéncia observada era proveniente do
anion superoxido. A quarta e ultima lamina era incubada apenas com o G-1,

para observar se este produto produzia alguma fluorescéncia.
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Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 63x, usando o microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager com modulo Apotome do Centro de Aquisicao e
Processamento de Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no
programa Image J 1.48, usando a funcdo de analise de densidade Optica de
fluorescéncia da area de interesse (ROl manager). Dez areas de interesse foram
selecionadas em cada corte analisado, sendo que 5 cortes de cada animal foram
analisados. Um numero amostral de cinco animais por grupo experimental foi

utilizado.
3.2.5. Diclorofluoresceina — DCF

A analise da produgédo de H,O, em cortes de artéria mesentérica através da
microscopia de fluorescéncia foi realizada de maneira indireta, através da
utiizacdo das sonda 2°,7° Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA;
Invitrogen). O DCF € uma sonda permeavel a membrana celular e nao
fluorescente. Entretanto, na presenca de espécies reativas, especialmente o
H,O,, este composto € oxidado no interior da célula e produz um composto
fluorescente, 2°, 7°- diclorofluoresceina (DCF) que permanece intracelular. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao utilizados foram de 480 e 530

nm, respectivamente.

O protocolo foi realizado de acordo com Somberg et al. (2016), com algumas
modificacdes. Brevemente, foram incubadas 4 laminas para cada animal (fémea
ou macho) ao abrigo da luz. A primeira lamina foi incubada com DCF (10 uM)
por 30 minutos, em 37 °C, para investigar a producéo basal de H,O,. A segunda
lamina foi incubada com DCF + G-1 (10 uM) pelo mesmo tempo, para investigar
se a incubacdo com o agonista do receptor de estrégeno induzia alteracdo na
producdo de H,O,. A terceira lamina foi incubada com catalase (1000 Ul/ml),
sendo um controle de que a fluorescéncia observada era proveniente do H,O,. A
quarta e utlima lamina era incubada apenas com o G-1, para observar se este

produto produzia alguma fluorescéncia.

Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 63x, usando o microscépio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager com modulo Apotome do Centro de Aquisicao e

Processamento de Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no
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programa Image J 1.48, usando a funcdo de analise de densidade Optica de
fluorescéncia da érea de interesse (ROl manager). Dez areas de interesse foram
selecionadas em cada corte analisado, sendo que 5 cortes de cada animal foram
analisados. Um numero amostral de cinco animais por grupo experimental foi

utilizado.
3.2.6. Imunofluorescéncia

A deteccéo por imunofluorescéncia do GPER foi realizada em cortes de artérias
mesentéricas, de acordo com Aires et al. (2013) com algumas modificacdes.
Para tal, as artérias foram cuidadosamente removidas, lavadas em PBS para
remocao 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 uym de espessura em um criostato
(Minotome Plus, IEC). As laminas com os cortes foram armazenadas em freezer
-80 °C.

No dia da realizagdo da imunofluorescéncia, as laminas foram retiradas do
freezer, e os cortes foram fixados com acetona PA gelada por 15 minutos
seguido de permeabilizacdo com 1 % albumina (BSA) + 0.3 % Triton X-100 em
PBS, por 15 minutos. As ligacdes inespecificas foram bloqueadas com 3 %
albumina (BSA) + 0.3 % Triton X-100 em PBS por 30 minutos. Apos 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 camara fria e imida. Apés lavagens, os cortes foram incubados com o
anticorpo secundario especifico marcado com o fluoréforo Alexa fluor-555
(1:500; goat anti-rabbit; Invitrogen) por 1,5 hora em camara fria e ao abrigo da
luz. Apos lavagens, as laminas receberam um meio de montagem (Fluorescent
Mounting Media, Calbiochem) e foram cobertos com laminula. Uma vez
montadas, as laminas foram analisadas em um microscéopio de fluorescéncia
Zeiss Axio Imager com modulo Apotome com excitagdo a 555 nm e emissao a
580 nm para deteccdo do Alexa fluor-555. A autofluorescéncia das artérias foi

visualizada em verde.
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As imagens adquiridas no microscopio de fluorescéncia foram processadas e
analisadas pelo software ImageJ® 1.42q (Wayne Rasband, NIH). A intensidade
de fluorescéncia dos vasos foi expressa em intensidade relativa de fluorescéncia
(unidades arbitrarias). Foram analisados 16 campos por lamina, sendo 8 na

camada endotelial e 8 na camada de musculo liso vascular.
3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
As curvas concentracdo-resposta foram analisadas por ANOVA duas vias
seguida do teste post-hoc de Bonferroni. Para comparagdo dos valores
referentes a formacdo de espécies reativas de oxigénio foi utilizado ANOVA
duas vias seguida do teste post-hoc de Tukey, e para as demais comparacdes
foi utilizado teste t de student ndo pareado, ambos analisados via software
(Graphpad Prism 6, La Jolla, CA —USA). O nivel de significancia estabelecido foi
p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. REATIVIDADE VASCULAR EM ARTERIAS MESENTERICAS DE
RESISTENCIA

A influéncia do sexo sobre a resposta vascular mediada por GPER foi avaliada
em segmentos arteriais isolados. O agonista GPER [G-1 (1 nM — 10 uM)] foi
capaz de induzir relaxamento concentracdo dependente em artérias
mesentéricas de resisténcia tanto de fémeas (77.3 = 2.0 %) quanto de machos

(78.2 £ 2.6 %), sem apresentar diferenca entre os sexos (Fig. 5).
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Figura 5: Curva concentragédo-resposta ao agonista seletivo do GPER [G-1 (1 nM — 10
UM)] em artérias mesentéricas de resisténcia na auséncia de inibidores [fémeas (n=31)
e machos (n=34)]. Os valores foram expressos com média + EPM.

A seletividade do agonista GPER foi testada na presenca do inibidor seletivo
G36 (1 uM). O pré-tratamento com o antagonista especifico do GPER reduziu o
relaxamento de forma significante, mas ainda manteve uma resposta residual
(fémea — 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 0s grupos estudados quando foi administrado
isoladamente como veiculo (F: 23.3 + 6.0 %; M: 24.1 £ 1.4 %) (Fig. 6C). Além
disso, a especificidade do agonista G-1 foi confirmada na presenca do
antagonista do ERa e ERP [ICI 182,780 (1 uM)], o qual ndo 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).
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Figura 6: Curva concentragédo-resposta do agonista seletivo do GPER [G-1 (1 nM — 10
MM)] em artérias mesentéricas de resisténcia (A) na presenca do inibidor seletivo do
GPER (G36 — 1 uM) [fémeas (n=8) e machos (n=8)], (B) na presenga do inibidor do ERa
e ERB (ICI 182,780 — 1 uM) [fémeas (n=8) e machos (n=8)] e (C) resposta ao veiculo
(DMSO) [fémeas (n=5) e machos (n=5)]. Os valores foram expressos com média *
EPM. ** p < 0.01 vs curva obtida antes da inibicdo. Para a andlise utilizou-se ANOVA
duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni.

4.1.1. Avaliacdo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio

Para investigar a participacdo do endotélio no relaxamento induzido por G-1 em
ambos 0s grupos, o endotélio das artérias foi removido. Na auséncia do
endotélio, a resposta ao G-1 produziu relaxamento reduzido tanto nas fémeas
(43.1 £ 3.0 %) quanto nos machos (63.3 £ 4.9 %). Entretanto, a resposta ao G-1
nao foi abolida em ambos os grupos, indicando que este agonista também é

capaz de agir sobre o MLV. Nas fémeas, 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).

_20_
0_
3
o 20-
e
c
e 40-
]
2 %97 - G-1(Femea) \ B+
o - G-1-E (Fémea)
801 3 G-1(Macho)
& G-1-E (Macho)
100 T T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

-Log [G-1] (M)

Figura 7: Efeito do agonista seletivo do GPER (1 nM — 10 uM) na presenca [fémeas
(n=31) e machos (n=34)] ou auséncia [fémeas (n=10) e machos (n=8)] do endotélio. Os
valores foram expressos com média + EPM. ** p < 0.01 vs curva obtida antes da
remoc&o do endotélio. T p < 0.001 vs macho apds a remoc&o endotelial. Para a anélise
utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni.

4.1.2. Avaliacado da participacdao dos mediadores endoteliais (NO, PGI, e
EDHF)

Para avaliar quais mediadores endoteliais estariam envolvidos no relaxamento
induzido pelo G-1 em artérias mesentéricas de resisténcia, investigamos a
participacdo das principais vias de relaxamento (NO, PGIl, e EDHF) nessa
resposta (Fig. 8).

A modulacdo do NO sobre o relaxamento induzido pelo G-1 foi avaliada apo6s
inibicdo inespecifica da NOS (L-NAME — 300 puM). Quando inibida a enzima
NOS, observamos redugéo 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 prostanoides foi avaliado na presenca do inibidor da ciclooxigenase
(INDO, 10 pM) 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 participacao de outro mediador endotelial além
do NO e PGil,, isto é o EDFH, os anéis foram incubados concomitantemente com
L-NAME e INDO. Essa inibigdo combinada atenuou o relaxamento quando
comparado com a curva na auséncia desses inibidores (F: 56.6 + 5.8 %, M: 50.4
+ 5.3 %; Fig. 8C). Entretanto, essa resposta nao foi diferente quando comparada
com a inibi¢éo individual com L-NAME, indicando o NO como principal mediador
dessa resposta em ambos os sexos. Além disso, testamos uma provavel via
relacionada ao EDHF, a via dos EETs (clotrimazol — 0.75 uM), e ndéo
observamos diferenca no vasorelaxamento induzido pelo G-1 na presenca desse
inibidor (F: 77.0 + 4.3 %; M: 71.4 + 2.5 %) (Fig. 8D).
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Figura 8: Participacdo dos mediadores endoteliais nos efeito vasodilatador do G-1 em
artérias mesentéricas de resisténcia de ambos os sexos. Efeito da (A) inibicdo nao
seletiva da 6xido nitrico sintase (NOS) com N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME —
300 puM) [fémeas (n=8) e machos (n=10)], (B) inibicdo da ciclooxigenase (COX) com
indometacina (INDO — 10 pM) [fémeas (n=8) e machos (n=9)], (C) inibicAo combinada
da NOS e COX com L-NAME + INDO [fémeas (n=8) e machos (n=9)] e (D) inibicdo
inespecifica da citocromo endotelial P450 (CYP) com clotrimazol (0.75 pM) [fémeas
(n=8) e machos (n=10)]. Os valores foram expressos com média + EPM. ** p < 0.01 vs
curva obtida antes da inibicdo. Para a analise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do
teste post hoc de Bonferroni.
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4.1.3. Avaliacao da via de sinalizacao rapida PI3k-Akt

Buscando identificar o mecanismo envolvido na produ¢édo do NO mediado por
GPER segmentos foram incubados na presenca de LY-294,002 (2.5 pM), um
inibidor da via de sinalizacéo rapida PI3k-Akt. Essa inibicdo 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 ap0s inibicao individual

com L-NAME, sugerindo ser esta a principal via envolvida na resposta relaxante
mediada pelo GPER.
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Figura 9: Participacdo da via de sinalizagdo rapida PI3k-Akt (LY-294,002, 2.5 uM) na
resposta vasodilatadora do agonista seletivo do GPER em artérias mesentéricas de
resisténcia de ambos os sexos [fémeas (n=8) e machos (n=8)]. Os valores foram
expressos com média + EPM. ** p < 0.01 vs curva obtida antes da inibicdo. Para a
analise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni.
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4.1.4. Avaliagcio da participagéo dos canais para K*

O papel dos canais para potassio na resposta vasodilatadora ao G-1 foi avaliado
pelo bloqueio inespecifico desses canais. Na presenca de TEA (5 mM), o
relaxamento induzido por G-1 foi atenuado tanto em fémeas (54.4 £ 3.0 %)
guanto em machos (59.1 + 6.1 %) (Fig. 10).
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Figura 10: Efeito do bloqueio inespecifico de canais para potassio com tetraetilaménio
(TEA, 5 mM) no relaxamento induzido por G-1 de artérias mesentéricas de resisténcia
[fémeas (n = 8) e machos (n = 9)]. Os valores foram expressos com média + EPM. ** p
< 0.01 vs curva obtida antes da inibicdo. Para a andlise utilizou-se ANOVA duas vias
seguida do teste post hoc de Bonferroni.
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4.2. EXPRESSAO PROTEICA

4.2.1. Expresséao proteica do GPER

Na avaliagdo da expresséo proteica relativa do GPER em artérias mesentéricas
de resisténcia a quantificacdo por meio da técnica de western blot revelou que
0S machos expressam quantidades significativamente maiores desse receptor

em relacao as fémeas (F: 0.37 £ 0.05; M: 0.62 + 0.07) (Fig. 11).
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Figura 11: Analise representativa western blot com quantificacdo da expressao proteica
relativa do GPER (38 kDa) normalizada pela 3-actina (42 kDa) dos ramos vasculares de
resisténcia do leito mesentérico em fémeas (n=5) e machos (n=5). Os valores foram
expressos com média + EPM. * p < 0.05 vs fémea. Para a analise utilizou-se teste t de

student ndo pareado.
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4.2.2. Expressao proteica de enzimas antioxidantes (catalase, SOD-1 e

SOD-2)

A expresséo proteica das enzimas antioxidantes ndo mostrou diferenga 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).
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Figura 12: Analise representativa western blot com quantificacdo da expressao proteica
relativa da (A) catalase (64 kDa), (B) SOD-1 (45 kDa) e (C) SOD-2 (51 kDa)
normalizadas pela B-actina (42 kDa) dos ramos vasculares de resisténcia do leito
mesentérico em fémeas (n=5) e machos (n=5). Os valores foram expressos com média
+ EPM.
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4.2.3. Expressao proteica da isoforma endotelial da 6xido nitrico sintase
(eNOS)

Na avaliacdo da expressdo proteica da eNOS observamos que 0s grupos
apresentaram quantidades similares da eNOS total (F: 0.19 £ 0.02; M: 0.26 +
0.05) e phospho-serl177-eNOS (F: 0.55 £ 0.12; M: 0.62 + 0.06) (Fig. 13).
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Figura 13: Analise representativa western blot com quantificacdo da expresséo proteica
relativa da (A) eNOS (135 kDa) e (B) eNOS fosforilada (140 kDa) normalizadas pela -
actina (42kDa) dos ramos vasculares de resisténcia do leito mesentérico em fémeas
(n=5) e machos (n=5). Os valores foram expressos com média + EPM.
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4.3. MEDIDA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)
4.3.1. Quantificacdo da producdao de anions superoxidos (0O2")

Em condi¢cdes basais (auséncia de estimulos), a analise da fluorescéncia
produzida pela oxidacdo com dihidroetidio em artérias mesentéricas revelou
similar producdo de anion superoxido (O,") em ambos os grupos. Da mesma
forma, a fluorescéncia produzida apos estimulagdo com G-1 néo foi diferente. Na
presenca do inibidor (Tyron + G-1), um eliminador de superodxido, a fluorescéncia
emitida foi reduzida. Além disso, o padréo de fluorescéncia produzido foi similar,
tanto no basal quanto apos estimulacdo com G-1, dentro do mesmo grupo (Fig.
14). O agonista GPER néo foi capaz de emitir fluorescéncia quando utilizado

sem a presenca do dihidroetidio (dados ndo mostrados).
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Figura 14: Analise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por
dihidroetidio em artérias mesentéricas de (A) fémeas (n=5) e (B) machos (n=5) na
auséncia ou presenca de estimulos com quantificacao da fluorescéncia produzida. Barra
de escala = 20 um. Os valores foram expressos com média + EPM. * p < 0.05 vs Fémea
basal. T p < 0.05 vs Macho basal. * p < 0.05 vs Fémea G-1. ® p < 0.05 vs Macho G-1.
Para a andlise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Tukey.
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4.3.2. Quantificacdo da producéo de peroxido de hidrogénio (H20,)

Na auséncia de estimulos (condicbes basais), a analise da fluorescéncia
produzida pela oxidagdo com diclorofluoresceina em artérias mesentéricas
revelou similar producdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) em fémeas e
machos. Da mesma forma, a fluorescéncia produzida apos estimulacdo com
agonista seletivo do GPER néo foi diferente nos grupos estudados. Na presenca
do inibidor (Catalase + G-1), um decompositor de perédxido, a fluorescéncia
emitida foi reduzida. Além disso, o padréo de fluorescéncia produzido foi similar,
tanto no basal quanto apds estimulagcdo com G-1, dentro do mesmo grupo (Fig.
15). O agonista GPER né&o foi capaz de emitir fluorescéncia quando utilizado

sem a presenca da diclorofluoresceina (dados ndo mostrados).
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Figura 15: Analise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por
diclorofluoresceina em artérias mesentéricas de (A) fémeas (n=5) e (B) machos (n=5)
na auséncia ou presenca de estimulos com quantificacdo da fluorescéncia produzida.
Barra de escala = 20 um. Os valores foram expressos com média £+ EPM. * p < 0.05 vs
Fémea basal. T p < 0.05 vs Macho basal. * p < 0.05 vs Fémea G-1. ° p < 0.05 vs Macho
G-1. Para a analise utilizou-se ANOVA duas vias seguida do teste post hoc de Tukey.
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4.4. IMUNOLOCALIZACAO DO GPER

A microscopia de fluorescéncia foi realizada para avaliar a presenca do GPER
na parede vascular de artérias mesentéricas de resisténcia de ambos 0s sexos.
Nas fémeas, a imunocoloracdo para GPER foi vista com mais intensidade no
endotélio, quando comparado ao MLV. Nos machos, entretanto, ndo houve

diferenca na fluorescéncia do receptor entre o endotélio e MLV (Fig. 16).

Figura 16: Imunodeteccdo do GPER em artérias mesentéricas de fémeas (A; n=5) e
machos (B; n=5). A imunolocalizacdo para GPER é demonstrada tanto no endotélio
(setas) como no musculo liso (traco). Barra de escala = 20 um.
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5. DISCUSSAO

Nossos dados evidenciam que o relaxamento induzido pelo agonista seletivo do
GPER em artérias mesentéricas de resisténcia ndo é influenciado pelo sexo,
mas em parte, pela via PI3k-Akt-eNOS bem como pelos canais para potassio e,
simultaneamente, demonstram a imunolocalizacdo especifica no endotélio e

MLV assim como expresséao proteica do GPER.

Os resultados deste estudo indicam que a ativacéo seletiva do GPER provoca
relaxamento em artérias mesentéricas sem apresentar diferenca entre fémeas e
machos. Embora Lindsey et al. (2013) tenham observado diferengca sexual no
relaxamento induzido por G-1 em artérias mesentéricas de ratos Lewis, n0ssos
dados corroboram com estudos anteriores que nao mostraram diferenga na
resposta mediada pelo GPER. De fato, Broughton et al. (2010) e Murata et al.
(2013) nao observaram diferencas sexuais em artérias carétidas e em arteriolas
intracerebrais de ratos Sprague-Dawley, respectivamente, no relaxamento
induzido por G-1, sugerindo que o efeito vasodilatador mediado pelo GPER nao
parece variar de acordo com o leito vascular, mas sim de acordo com a espécie
estudada. Além disso, estudos tém demonstrado que o 17 B-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 nao-
gendmicos poderiam estar envolvidos no relaxamento desencadeado pelo
estrogénio em ambos o0s sexos, uma vez que em todos estes estudos a agéo do

estrogénio ocorreu dentro de poucos segundos apos a aplicacdo do hormonio.

Para melhor elucidar os mecanismos relacionados a resposta vascular,
realizamos a quantificacdo da expressdo proteica do GPER, uma vez que a
variacdo na expressao vascular desse receptor entre 0s 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 expressdo do GPER nas artérias mesentéricas do
grupo macho, uma vez que 0s niveis circulantes de estrogénio sao
significativamente menores no sexo masculino (Hess et al., 2003; Lindsey et al.,

2013). Em contraposicdo aos nossos dados, estudos mostram expressao do
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GPER significativamente reduzida na veia cava inferior de ratos Sprague-Dawley
(Raffetto et al., 2010), ilhotas pancreaticas de ratos da estirpe NMRI (Balhuizen
et al., 2010), ilhotas pancreaticas humanas (Kumar et al.,, 2011) e artérias
mesentéricas de ratos mRen2.Lewis (Lindsey et al., 2013). Por outro lado, outros
estudos ndo apontam diferenca sexual na expressédo do GPER no hipocampo de
ratos Sprague-Dawley com 10 semanas de idade (Matsuda et al., 2008) e
miocardio de ratos dessa mesma linhagem (Deschamps & Murphy 2009).
Apesar dos diferentes niveis de GPER, a expressdo vascular reduzida desse
receptor pode comprometer os efeitos benéficos do estrogénio relacionados a
idade (Lindsey et al., 2013), dessa forma, possivelmente a maior expressao do
GPER observada nas artérias mesentéricas dos machos se configure em

mecanismo que poderia justificar a resposta vascular similar as fémeas.

O estresse oxidativo pode interferir na reatividade vascular pela interacdo com
agentes vasoativos (Zou & Ulrich, 1996; Liu et al., 2002; Férstermann, 2010). Em
concordancia com nossos estudos funcionais, ndo observamos diferengca na
qguantificacdo da producdo de anions superoxidos e peroxido de hidrogénio
assim como nha expressdo de enzimas antioxidantes, frequentemente
relacionados ao prejuizo na resposta vasodilatadora quando em desequilibrio
(Mccord, 1993; Cai & Harrison 2000; Heitzer et al., 2001; Landmesser et al.,
2002; Miller et al., 2007b). De fato, as acbes favoraveis dos estrégenos sobre o
sistema vascular sdo bem conhecidas e contribuem para menor quadro de
estresse oxidativo com consequente manutencdo de um efeito vasodilatador
dependente do endotélio (Nasr & Breckwoldt, 1998; Hassan & Abdel-Wahhab,
2012), sugerindo que agonistas de receptores de estrogénio poderiam promover
o equilibrio do efeito antioxidante por meio da regulacao na formacédo de O,",
como ja demostrado para o 17 B-estradiol (Lee et al., 2005). Relatos prévios
apontam uma relacédo entre a ativacdo do GPER e a reducdo de componentes
do quadro de estresse oxidativo em diversos modelos como células endoteliais
da veia umbilical humana (Kong et al., 2014), tubulos renais de ratas
mRen2.Lewis sensiveis ao sal (Lindsey et al.,, 2011b) e no plasma de ratos
Wistar (De Francesco et al., 2016). Além disso, essa mesma auséncia de
diferenca de género no que se refere a expressdo de enzimas antioxidantes

poderia ter contribuido para a resposta vasodilatadora similar mediada pelo
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GPER. De fato, outros estudos também néo relataram diferenca na expressao
de SOD-1 em artérias braquiais de porcos sedentéarios (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, ndo foram encontradas diferencas de
género na atividade enzimatica da SOD-1, SOD-2 e catalase no pulméao, rim e
musculo esquelético de fetos de ovelhas aos 65 dias de gestacdo (Al-Gubory &
Garrel, 2016). Por outro lado, Yao & Abdel-Rahman (2016) demonstraram que a
ativacdo do GPER esta associada a maior geracdo de EROs em ratas Sprague-
Dawley ovariectomizadas e tratadas com etanol. Verificou-se também que
ablacdo genética do GPER teve efeito benéfico sobre o surgimento de eventos
cardiovasculares associados ao envelhecimento em camundongos knockout,
reduzindo a formacao de O," pela NOX (Meyer et al., 2016). Assim, a acdo do
GPER na regulagcdo do menor quadro de estresse oxidativo parece ser
paradoxal, indicando necessidade de exploracdo adicional para elucidar

totalmente este potencial.

Tem sido demonstrado que os efeitos do agonista seletivo GPER sobre a
reatividade vascular em ambos os sexos sdo o resultado do equilibrio da acéo
sobre as células endoteliais e do muasculo liso vascular (Murata et al., 2013)
inclusive em artérias mesentéricas (Lindsey et al., 2011a; Lindsey et al., 2014), o
gue sugere que o agonista GPER poderia provocar relaxamento de forma
dependente do endotélio, bem como diretamente sobre o MLV. De fato, neste
estudo a remocao do endotélio atenuou parcialmente o relaxamento induzido
pelo G-1 em artérias mesentéricas de fémeas e machos, mas ndo a aboliu,
sendo essa resposta mais acentuada nas fémeas. Isto sugere que a ativacdo do
GPER em artérias mesentéricas de ambos 0s sexos € parcialmente mediada
pelo endotélio, sendo as fémeas mais dependentes desse mecanismo, similar ao
que foi observado por Murata et al. (2013). O relaxamento remanescente apés a
inibicdo dos fatores de relaxamento endoteliais e blogueio dos canais para
potassio pode ter sido resultado da acéo inbitoria direta do G-1 sobre a
mobilizacdo de célcio no MLV (Mata et al., 2015), acédo similar a do estrogénio
(Crews & Khalil, 1999; Mazzuca et al., 2015).
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Consistente com o0s nossos resultados funcionais, a avaliacdo da
imunolocalizacdo do GPER indicou a presenca deste receptor tanto no endotélio
quanto no MLV de artérias mesentéricas em ambos os grupos. De fato,
evidéncias sugerem que o GPER é expresso nas células endoteliais e do MLV
de vérios tecidos tanto em humanos quanto em animais de ambos 0S sexos
(Haas et al., 2007; Broughton et al., 2010; Li et al., 2012). Além disso, neste
estudo os vasos das fémeas apresentaram predominédncia do GPER no
endotélio, enquanto que nos machos este receptor parece se distribuir de forma
semelhante entre as células endoteliais e do MLV. A predominancia do GPER no
endotélio das fémeas poderia explicar a menor resposta de relaxamento na
auséncia do mesmo, quando comparado com 0s machos em mesma condi¢ao

indicando maior dependéncia das fémeas em relacdo a esse mecanismo.

Uma vez identificada a participacdo do endotélio, nosso proximo passo foi
avaliar a participagcdo dos mediadores endoteliais nessa acédo (NO, PGl, e
EDHF). O estrogénio é capaz de induzir a liberacdo dos fatores vasoativos por
meio do aumento da concentracdo intracelular de ions calcio 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 rapido aumento na
concentragdo intracelular de calcio em células endoteliais de microvasos
cerebrais de ratos, através dos canais de calcio do tipo L, bem como promover
hiperpolarizacdo induzida pela ativacdo de canais de Kca, sugerindo que o
GPER poderia modular os efeitos do estrogénio relacionados a mobilizagao
intracelular do célcio no endotélio. Observamos que na presenca do L-NAME, a
vasodilatacao induzida pelo G-1 foi atenuada de forma semelhante em ambos os
sexos. De fato, diversos estudos tem demonstrado a participacdo do NO como
mediador do relaxamento apo6s estimulacdo 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 0S nossos indicam claramente que, pelo
menos em parte, a acao vasodilatadora do GPER esté ligada a liberacdo de NO.
Oportunamente, pudemos observar auséncia de diferenca de género na
expresséo e atividade enzimatica da eNOS, retratando a modulagdo do GPER
sobre o NO vascular independente do sexo. Entretanto, Laughlin et al. (2003)
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relataram diferenca de género na expressao enzimatica da eNOS em artérias
braquiais e femorais suinas. Assim, nossos resultados fornecem evidéncias
adicionais que sustentam a conclusdo de Barber & Miller (1997) de que os
mecanismos das diferencas de género na funcao vascular diferem por agonistas,

espécies e origem anatdbmica da artéria.

Em contraste, o envolvimento de outros mediadores endoteliais na resposta
induzida pelo G-1 nédo foi observado. A inibicdo individual com INDO néo foi
capaz de atenuar a resposta mediada pelo GPER em ambos 0s sexos,
sugerindo que o agonista GPER pode promover relaxamento independente de
PGl,, como tem sido previamente relatado (Lindsey et al., 2014). Da mesma
forma, a inibicdo dupla (L-NAME + INDO) revelou que o EDHF parece né&o
participar do efeito vasodilatador pela ativacdo do GPER, uma vez que o efeito
inibidor individual da NOS nao foi modificado pela inibicdo concomitante da
COX. Embora o EDHF seja definido como uma substancia capaz de participar
da resposta aguda de relaxamento induzido pelo 17 B-estradiol, mesmo apos a
inibicdo combinada da NOS e COX (Santos et al., 2004; Santos et al., 2016), em
nosso estudo apos dupla inibicdo a resposta de relaxamento nao foi alterada,
sugerindo que o EDHF ndo é um importante mediador da vasodilatacdo induzida
pelo G-1. De fato, Murata et al. (2013) também n&o observaram alteracdo no
relaxamento mediado por GPER apd6s o uso de inibidores da NOS e da COX.
Em geral, estes dados implicam que a ativacdo do GPER nao afeta
componentes prostanéides ou de EDHF de relaxamento, mas estimula a via do
NO.

Buscando identificar qual o mecanismo molecular envolvido na liberacdo de NO
induzido pelo G-1, realizamos a inibicdo da via de sinalizacao rapida associada a
ativacdo da eNOS (PI3k-Akt) com o inibidor LY-294,002. Nossos resultados
mostraram que o relaxamento induzido pelo G-1 foi atenuado na presenca de
LY-294,002, em fémeas e machos. Estes resultados séo indicativos de
participagcdo da via de sinalizacdo rapida PI3k-Akt-eNOS na resposta de
relaxamento mediada por GPER em ambos os sexos. De fato, a ativagédo da via
PI3k-Akt por agdo ndo-gendmica tem sido relacionada a fosforilagdo da 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), resultando na producéo e liberacdo 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 liberacdo de NO induzida por

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

Em nosso estudo, o bloqueio inespecifico dos canais para potassio atenuou o
vasorelaxamento induzido por G-1 em ambos os grupos. Estd bem estabelecido
que o 17 B-estradiol é capaz de agir modulando diretamente os canais para
potassio (Valverde et al.,, 1999; Santos et al., 2010; Santos et al.,, 2016) e
consequentemente causar vasorelaxamento. Entretanto, a contribuicdo dos
canais para potassio para regulacdo do ténus vascular mediado por GPER tem
sido pouco descrita e as informacdes que existem atualmente sdo controversas.
Estudos prévios mostraram papel fundamental dos canais para potassio 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 coronaria descendente anterior esquerda de suinos (Yu et al., 2011). Em
contraste, outro estudo relatou que o0s canais para potassio nao participam da
resposta dilatadora induzida por G-1 em artérias uterinas de fémeas Sprague-
Dawley (Tropea et al., 2015). Assim, a participacdo dos canais para potassio na
acao induzida pelo G-1 parece variar ndo apenas em relacdo ao leito vascular,
mas também em relacdo a espécie estudada. Sugerimos com nossos resultados
que o G-1 é capaz de exercer efeito modulatério sobre os canais para potassio
em artérias mesentéricas de ambos 0s sexos, como demonstrado para ac¢ao do

estrogénio nessas artérias (Tep-areenan et al., 2003; Tsang et al., 2003).
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6. CONCLUSAO

O relaxamento vascular induzido pelo G-1 em artérias mesentéricas de
resisténcia ndo é influenciado pelo sexo e apresenta dependéncia parcial do
endotélio em ambos o0s grupos, sendo essa dependéncia maior nas fémeas,
possivelmente pela maior presenca do GPER no endotélio. Dentre os fatores
endoteliais, o NO via ativagdo da PI3k-Akt-eNOS, bem como os canais para
potdssio parecem participar de maneira similar no relaxamento em ambos 0s
sexos. Essas observacbes podem fornecer uma nova perspectiva para a
compreensao dos mecanismos vasculares envolvidos nas respostas induzidas
pelo estrogénio via GPER, que poderiam contribuir para o desenvolvimento de
terapias que visam contrabalancear as alteragcées cardiovasculares que sao

observadas com a modificacdo na producao de hormdnios sexuais.
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