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RESUMO

A progesterona parece exercer um papel na fisiologia cardiovascular uma vez que
seus receptores sdo expressos em células endoteliais de ambos os sexos de
mamiferos, entretanto pouco se sabe sobre sua acdo na circulagdo coronariana.
Desta forma, nosso objetivo foi investigar o efeito da administracdo aguda de
progesterona e envolvimento de seus possiveis mediadores endoteliais sobre o leito
vascular coronariano de ambos 0s sexos de ratos normotensos. Utilizamos ratos de
ambos 0s sexos para 0s protocolos previamente aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA — UFES, numero
64/2017). Os protocolos experimentais foram conduzidos pelo método de Langendorff
modificado. A reatividade vascular do leito coronariano foi avaliada por curva dose
resposta de progesterona (1-50 uM, in bolus) em coragdes isolados de fémeas e
machos. A presséo de perfusao coronariana (PPC) foi determinada e o efeito da
progesterona foi avaliado antes e apés perfusdo com N¥-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME, 100 uM), indometacina (2.8 uM), clotrimazol (0,75 pM), catalase (1000
u/mL), Tiron (1 mM) e apocinina (30 pM), mifepristona (1 uM) e G36 (1 pM), por 20
minutos. As analises dos niveis de Oxido nitrico (NO), anion superéxido (02*%) e
peroxido de hidrogénio (H202) foram realizadas por DAF-2 (10 uM), DHE (5 pM) e
DCF-DA (10 uM), respectivamente, com estimulo de progesterona (50 puM) na
presenca de L-NAME (300 uM), Tiron (10 uM) e catalase (1000 u/mL). As fémeas
apresentaram uma PPC maior que os machos. Entretanto, a progesterona promoveu
relaxamento de forma similar em ambos o0s sexos. Apoés inibicdo da sintese de NO
tanto fémeas quanto machos tiveram a resposta vasodilatadora aumentada, quando
comparada a resposta na auséncia de inibidor. Essa resposta foi confirmada com o
aumento da producdo de NO em ambos 0s sexos sob estimulo da progesterona. Apés
inibicdo da sintese de prostanoides, apenas 0s machos tiveram a resposta reduzida.
Quando inibimos a sintese dos acidos epoxieicosatriendicos (EETS), candidatos a
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), a resposta a progesterona foi
similar em ambos os sexos. Embora os machos tenham apresentado producéo
aumentada de H202, apenas as fémeas tiveram a vasodilatacdo a progesterona
reduzida quando inibimos esse outro possivel candidato a EDHF. Além disso, o O2*
parece estar envolvido nesta resposta nas fémeas, tendo em vista que a producao de

0O2* foi aumentada apoOs estimulacdo com progesterona e a vasodilatacdo a



progesterona foi diminuida tanto na presenca de Tiron quanto de apocinina. Apos
inibicdo de receptores nucleares de progesterona (PR), com mifepristona, apenas as
fémeas tiveram a resposta atenuada. Em contrapartida, apés inibicdo do receptor de
estrogénio acoplado a proteina G (GPER), com G36, o relaxamento foi completamente
abolido em ambos o0s sexos. Estes resultados sugerem papel protetor da
progesterona, de modo a promover relaxamento no leito coronariano de ratos de

ambos os sexos por meio de mediadores endoteliais sexo especifico.

Palavras chave: Progesterona, artérias coronarias, reatividade vascular, endotélio,

vasodilatacao.



ABSTRACT

Progesterone seems to play a role in cardiovascular physiology, since its receptors are
expressed on endothelial cells from both sexes of mammals. However, little is known
about its action on coronary circulation. Thus, the purpose of this study was to
investigate the acute effect of progesterone administration and the involvement of
possible endothelial mediators in this action on the coronary vascular bed from
normotensive rats of both sexes. We used Wistar rats of both sexes on the protocols
previously approved by the Ethics Committee on Animal Use of the Federal University
of Espirito Santo under protocol #64/2017. The experimental protocols were conducted
by the modified Langendorff method. The vascular reactivity of the coronary vascular
bed was evaluated by dose response curve of progesterone (1-50 yM, in bolus) in
isolated hearts from females and males rats. Coronary perfusion pressure (CPP) was
determined and the progesterone effect was assessed before and after perfusion with
N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 pM), indomethacin (2,8 pM),
clotrimazole (0,75 pM), Catalase (1000 u/mL), Tiron (1 mM), apocynin (30 uM),
mifepristone (1 uM) and G36 (1 yM). The analysis of nitric oxide (NO), superoxide
anion (O2*) and hydrogen peroxide (H20:2) levels and were performed by DAF-2 (10
puM), DHE (5 uM) and DCF-DA (10 uM), respectively, with progesterone (50 uM)
stimulation in the presence of L-NAME (300 uM), Tiron (10 uM) and catalase (1000
u/mL). The sexual difference in CPP was confirmed so that females had a higher CPP
when compared with males. However, progesterone showed similar vasodilatation in
both sexes. After inhibition of NO synthesis, both females and males had an increased
vasodilatory response when compared to the curve performed in the absence of
inhibitor. This response was confirmed with increased NO production in both sexes
following stimulation with progesterone. After inhibition of prostanoids synthesis, only
males had a reduced response. When we inhibited the synthesis of
epoxyeicosatrienoic acids (EETs), EDHF candidate, the progesterone response was
similar in both sexes. Although males showed increased production of H202, only
females had reduced progesterone vasodilation when we inhibited this possible
candidate for endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). In addition, O2*
appears to be involved in this response in females, since O2°* production was
increased following stimulation with progesterone and vasodilation to progesterone

was decreased both in the presence of Tiron and apocynin. After inhibition of



progesterone nuclear receptors (PR), with mifepristone, the vasodilation was
attenuated only in females. In contrast, after inhibition of the estrogen receptor coupled
to protein G (GPER), with G36, the relaxation was abolished in both sexes. These
results suggest a protective role of progesterone, which promotes relaxation in the rats

coronary vascular bed of both sexes by means of sex specific endothelial mediators.

Keywords: Progesterone, coronary arteries, vascular reactivity, endothelium,

vasodilation
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em artérias coronarias de (A) fémeas (n = 4) e (B) machos (n = 4) na auséncia ou
presenca de estimulos com quantificacéo da fluorescéncia produzida. Barra de escala
= 20 ym. Os valores foram expressos com média + EPM. * p < 0,05. #p < 0,05
comparado as mesmas condi¢cdes experimentais na auséncia de Tiron. @ p < 0,05
comparado ao grupo fémea sob as mesmas condicfes experimentais. A analise

estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc

Figura 21: Analise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por DCF
em artérias coronarias de (A) fémeas (n = 4) e (B) machos (n = 4) na auséncia ou
presenca de estimulos com quantificacdo da fluorescéncia produzida. Barra de escala
= 20 ym. Os valores foram expressos com média + EPM. * p < 0,05. #p < 0,05
comparado as mesmas condi¢cdes experimentais na auséncia de catalase. 2p < 0,05
comparado ao grupo fémea sob as mesmas condicbes experimentais. A andlise
estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc
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Figura 22: Possiveis fatores envolvidos no relaxamento induzido pela progesterona
no leito coronariano de ratos normotensos de ambos 0s sexos. — Estimulacao

unidirecional. < Estimulacao bidirecional. 4 Inibi¢cdo ou bloqueio............................ 80
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCAS CARDIOVASCULARES E MENOPAUSA

Os estudos epidemioldgicos tém apontado as doencas cardiovasculares (DCVs), que
incluem doenca arterial coronariana (DAC) e acidente vascular encefélico, como as
principais causas de morte em todo o mundo (WHO, 2011), inclusive no Brasil
(MANSUR; FAVARATO, 2012), sendo responsavel por mais mortes que a soma de
todos os tipos de cancer (WHO, 2011).

Estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morreram de DCVs em 2016, representando
31 % de todas as mortes globais. Destas, 85 % sao causadas por ataques cardiacos
e derrames. Das 17 milhdes de mortes prematuras (com menos de 70 anos) devido a
doencas ndo transmissiveis em 2015, 82 % estdo em paises de baixa e média renda
e 37 % sao causadas por DCVs (WHO, 2017). A cada 1 em 3 pessoas € acometida
por DCVs em paises desenvolvidos e mais de 50 % dessas pessoas estdo abaixo de
60 anos (BENJAMIN et al., 2018).

E bem estabelecido que os homens sdo mais acometidos por DCVs quando
comparados a mulheres na pré-menopausa (BENJAMIN et al., 2018), ao passo que
as mulheres na pés-menopausa tém um risco similar ou maior em comparagcao aos
homens (MOSCA et al., 2007; BENJAMIN et al.,, 2018). Nesse contexto, com 0
decorrente aumento de DCVs em mulheres na pés-menopausa, € bem estabelecido
um papel protetor dos horménios sexuais femininos sobre o sistema cardiovascular
(ORSHAL; KHALIL, 2004). Além disso, a disfuncdo endotelial aparenta estar
intimamente ligada aos fatores de risco comuns para o desenvolvimento de DCVs
(WIDLANSKY et al., 2003; HADI; CARR; AL SUWAIDI, 2005) e as diferencas sexuais
parecem ser elemento chave na modulag&o da funcao endotelial, podendo levar a um
aumento do risco de desenvolvimento de DCVs (MCCULLOCH; RANDALL, 1998;
ROSANO; SPOLETINI; VITALE, 2017).

Embora o efeito cardioprotetor observado no sexo feminino durante a pré-menopausa

tem sido atribuido, em especial, ao estrogénio (MACLENNAN, 2009), na poés-
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menopausa, também ocorre diminuicdo da producéo de progesterona, uma vez que a
principal fonte de horménios femininos, sdo o0s oo0citos que sao depletados na
menopausa (DALAL; AGARWAL, 2015).

Por volta dos 40 anos de idade, inicia-se o climatério na vida da mulher, que
compreende a transicdo gradual da fase reprodutiva para a fase néo reprodutiva
(BRASIL, 2008; ALVES et al., 2015). Neste periodo ocorre a menopausa, que é a
cessacao permanente da menstruacéo, resultando na perda do desenvolvimento dos
foliculos ovarianos (SPINELLI, 2004). Retrospectivamente, € definida como o tempo
do periodo menstrual final, seguido por 12 meses de amenorréia (SOULES et al.,
2001). Antes da menopausa propriamente dita, ocorre a transicdo menopausica, ou
‘perimenopausa’. Este é um periodo de tempo definido do inicio dos ciclos menstruais
irregulares até ao ultimo periodo menstrual que é marcado por flutuagcbes nos
horménios reprodutivos (BURGER et al., 2008; GIBBS; LEE; KULKARNI, 2013).

Depois da ultima menstruacéo inicia-se a pdés-menopausa (SOULES et al., 2001).
Neste periodo, muitos sintomas sao relatados a curto e longo prazo, sendo eles:
fogachos, irritabilidade, variacbes de humor, insénia, menor lubrificacdo vaginal,
confusdo mental, sintomas osteoporoticos, depressao, dor de cabeca, sintomas
vasomotores, insonia, entre outros (DALAL; AGARWAL, 2015), o que diminui a
qualidade de vida da mulher. Assim, para aliviar os sintomas da p6s-menopausa e
prevenir DVCs e osteoropose, 0os horménios sexuais femininos tem sido amplamente
utilizados como opcéo terapéutica (BLUMING; TAVRIS, 2009).

Em estudos observacionais, a mortalidade por casos de doenca coronariana, na pos-
menopausa, mostrou-se diminuida em 20-40 % com terapia de reposicdo com
estrogénio (HENDERSON; PAGANINI-HILL; ROSS, 1991; GRADY et al.,, 1992).
Esses achados foram um importante gatilho para mulheres usarem terapia de

reposicao estrogénica apos a menopausa (LOBO, 2017).

O efeito protetor do estrogénio no sistema cardiovascular € atribuido principalmente a
acOes diretas sobre os vasos sanguineos (MENDELSOHN; KARAS, 2005),
estimulando a liberacdo de fatores derivados do endotélio (SANTOS et al., 2004,
2014). Esse hormonio tem efeito antiproliferativo (ODENLUND; EKBLAD; NILSSON,
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2008) e um importante papel na regulacédo dos canais i6nicos nas células do musculo
liso vascular (HAN et al., 2007).

A utilizac&o de terapia de reposi¢céo estrogénica em mulheres na pés-menopausa foi
associada a uma reducao na incidéncia de DAC e a uma diminui¢cdo na taxa de mortes
por DCVs (STAMPFER et al., 1991). Entretanto, desde 1975, pesquisas mostram que
o tratamento com estrogénio aumenta a incidéncia de cancer de Gtero (WEISS, 1975),
mas este risco aumentado é eliminado quando se adiciona progestina (GAMBRELL,
1987). As progestinas foram entdo associadas ao estrogénio em ensaios clinicos,
como Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS) e HERSII, Women'’s
Health Initiative (WHI), com o intuito de reduzir ou eliminar os riscos de seu uso isolado
em mulheres com Gtero (WOODRUFF; PICKAR, 1994), mas falharam em mostrar um
papel benéfico dessa terapia, aumentando os efeitos cardiovasculares adversos,
como o risco de desenvolver DVCs aumentado e oposicdo aos efeitos
cardioprotetores do estrogénio (HULLEY et al., 1998, 2002; GRIMES; LOBO, 2002;
ROSSOUW et al., 2002; DUBEY et al., 2004).

Véarios fatores foram apontados como possiveis causas para esses efeitos
indesejados da terapia de reposicdo hormonal combinada com estrogénio e
progestinas (TRH), incluindo a idade avancada dos individuos (62,5-66,7 anos) e o
longo intervalo ap6s a menopausa para o inicio da terapia (12 ou mais anos), quando
pode ter havido declinio na resposta hormonal e da expressdo dos receptores de
esteroides (ROSS; SEROCK; KHALIL, 2008). Os tipos de individuos selecionados
para esses estudos também parecem ser determinantes, uma vez que mulheres ja na
pés-menopausa, com DAC estabelecida, foram recrutadas para o estudo HERS
(HULLEY et al., 1998; ROSSOUW et al., 2002; ROSS; SEROCK; KHALIL, 2008).

Além desses, outro possivel fator relacionado aos efeitos indesejados da TRH pode
ser o tipo de progestina usada nesses estudos (ROSS; SEROCK; KHALIL, 2008). O
acetato de medroxiprogesterona (MPA), por exemplo, mostrou ter efeitos divergentes
daqueles observados com a progesterona (Figura 1). Diferente da progesterona, o
MPA, esta associado ao aumento do risco de doencga coronariana e acidente vascular
cerebral dentre outros efeitos adversos (HULLEY et al., 1998; GRADY et al., 2002;
ROSSOUW et al., 2002; MANSON et al., 2003; BRANDIN et al., 2010).
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Figura 1: Efeitos da progesterona e do acetato de medroxiprogesterona no sistema cardiovascular.

Desta forma, potenciais efeitos benéficos cardiovasculares do tratamento com
progesterona em mulheres pés-menopausicas foram subestimados e amplamente
ignorados, provavelmente devido aos efeitos divergentes da MPA e de outras
progestinas sintéticas observadas nos ensaios de TRH, e também devido a escassez
de informacbes sobre os efeitos da progesterona nas fungcbes cardiovasculares
(SIMONCINI et al., 2007; BOSCHITSCH; MUECK; SEEGER, 2009; MAYERHOFER,;
MAGOMETSCHNIGG, 2010). Ao contrario dos efeitos com progestinas sintéticas, em
2013, o Kronos Early Estrogen Prevention Study (KEEPS), utilizando a progesterona
micronizada que possui formula estrutural semelhante a progesterona natural,
demonstrou efeito benéfico da TRH no sistema cardiovascular. Além disso, este
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estudo ndo detectou aumento significativo do risco de cancer de mama ap6s TRH com
estrogénio equino conjugado associado a progesterona micronizada (WHARTON et
al.,, 2013). Desta forma, sugere-se que a progesterona natural tenha efeito

cardioprotetor, além de minimizar os riscos induzidos pelo tratamento com estrogénio.

1.2. BREVE HISTORICO DA PROGESTERONA NATURAL

A histoéria da progesterona foi iniciada em 1672 com a publicacdo de Regner de Graaf:
“De mulierum organis generation inservientibus” em que, pela primeira vez, o sistema
reprodutor feminino, incluindo o corpo luteo (CL), foi descrito em formato de livro
(CORNER, 1974). Contudo, foi s6 em 1898, que o CL foi sugerido como um orgdo que
secretava uma substancia capaz de proteger o embrido e facilitar sua implantacéo no
utero (CORNER, 1974). Essa sugestao foi confirmada com estudos em coelhos, uma
vez que o hormoénio no CL sustentou a gravidez e foi essencial para a sobrevivéncia
do embrido pré-implantado (ALLEN, 1930)

Em 1933 o “hormbnio do corpo lateo” foi, finalmente, isolado e descrito por Willard
Allen (ALLEN, 1932). E, um ano depois, em 1934, foi realizada a conversao de
pregnanediol em uma forma quimicamente pura do horménio do corpo luteo, que
recebeu o nome de progesterona (ALLEN, 1974). Em 1939, a sintese da progesterona
pelo colesterol foi realizada de maneira direta por Adolf Butenandt, que foi premiado
no mesmo ano, juntamente com Leopold Ruzicka, com o Prémio Nobel de Quimica

por seu trabalho com hormonios sexuais (NEWTON, 2007).

Embora sintetizada de forma direta, a producéo de progesterona ainda demandava
altos valores financeiros, mas em meados da década de 1940, deu-se inicio a sintese
de progesterona com menor custo. Isso foi possivel a partir da sintese da
progesterona por meio de um composto chamado diosgenina, extraido da planta
japonesa Dioscorea tokoro e, mais tarde, da Dioscorea mexicana. Inicialmente, altas
concentracdes de extrato foram necessarias para atingir um efeito bioldgico suficiente,
entretanto, o desenvolvimento de formulacdes galénicas permitiu que pequenas
guantidades fossem capazes de exercer efeito biologico. A partir disso, a

progesterona passou a ser utilizada em terapias hormonais (STEFANICK, 2005).
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1.3. PROGESTERONA: DA SINTESE A ACAO

A progesterona € um horménio esterdide e um intermediario de esterdides sexuais
produzidos por todos os tecidos esteroidogénicos (SATO; MIYAGAWA,; IGUCHI,
2016). Os hormonios esteroides sao caracterizados por uma estrutura basica comum
de ciclopentanoperidrofenantreno, um complexo policiclico de 17 atomos de carbono
formando um sistema de quatro anéis (STRAUSS, 2009). O colesterol, precursor
comum de todos os hormonios esteroides, € sintetizado de produtos intermediarios da
interconversdo de duas moléculas de acetil coenzima A (acetil-CoA) (ANDERSEN;
DIETSCHY, 1978). Uma vez formado, o colesterol sérico é presente no plasma como
colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (BROWN; GOLDSTEIN, 1976)
que interage com receptores de membrana, internalizado em vesiculas e depois
fundido com lisossomos. As hidrolases lisossdmicas permitem a liberacao intracelular
do colesterol de forma livre, que € transportado para a mitocondria para ser,

posteriormente, convertido em pregnenolona (TARABORRELLI, 2015).

A pregnenolona liberada das mitocondrias é convertida a progesterona pela enzima
3B hidroxiesteroide desidrogenase (3B3-HSD), localizada no reticulo endoplasmatico
liso, nas células da granulosa e células luteinicas do ovario, células de Leydig dos
testiculos, zona fasciculada e glomerulosa da glandula supra-renal e na placenta
(SATO; MIYAGAWA; IGUCHI, 2016). Enquanto, a progesterona produzida a partir das
gbnadas é transportada principalmente no sangue para exercer sua funcéo biolégica,
a progesterona de origem adrenal € amplamente convertida em glicocorticéides e
androgenos. A progesterona circula na corrente sanguinea ligada a globulina de
ligacdo ao cortisol (cerca de 10 %) e a albumina sérica. Sua meia-vida € relativamente
curta no corpo, apenas cinco minutos. Os metabdlitos produzidos principalmente no
figado sdo reduzidos e excretados na urina (TARABORRELLI, 2015). Os principais
metabolitos séricos da progesterona sao precursores para esteroides intermediarios
na biossintese de androgénios e estrogénios (figura 2). Assim, a progesterona € de
fundamental importancia para a manutencdo dos horménios esterbides
independentemente de suas acfes especificas (SHACKLETON; MALUNOWICZ,
2003).
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Figura 2. Esteroidogénese: uma revisao (traduzida de TARABORRELLI, 2015).

A progesterona, por sua caracteristica lipofilica, atravessa facilmente as membranas
celulares por difuséo e interage, principalmente, com os receptores de progesterona
nucleares (PRs) especificos, PR-A e PR-B. Embora codificados por um Unico gene, o
gene que codifica os PRs utiliza promotores separados e diferentes pontos de partida
para a producéo de duas isoformas, que sao praticamente idénticas, exceto por um
grupo adicional de aminoacidos na por¢do N-terminal do PR-B (HAGAN; FAIVRE,
2009). Embora PR-A e PR-B compartilhem varios dominios estruturais, a atividade
transcricional é distinta, de modo que desempenham respostas fisiologicas com pouca
sobreposicao (SCARPIN et al., 2009). Ambos os PRs foram identificados no musculo
liso e no endotélio vascular de humanos, camundongos, ratos, coelhos e primatas
(GOLETIANI; KEITH; GORSKY, 2007). Sob condig¢@es fisiologicas em humanos, as
células que expressam PR-A e PR-B sao igualmente representadas em todos 0s
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tecidos reprodutivos (CONDON et al., 2006). No entanto, uma terceira isoforma de
PR, PR-C, é abundantemente encontrada no tecido miometrial (CONDON et al.,
2006). A interacdo da progesterona aos PR, promovem a ativagéo de cerca de 300
co-reguladores distintos que atuam no RNA ribossémico (PARKER; CHRISTIAN;
WHITE, 2006) e resultam na producdo de proteinas correspondentes (LONARD;
LANZ; O'MALLEY, 2007). A ativacdo da transcricdo ribossémica leva minutos ou
horas (GELLERSEN; FERNANDES; BROSENS, 2008).

Além de se ligar aos PRs, uma nova classe de receptores de membrana de
progesterona (MPR) tem sido indicada como responsavel por iniciar acdes
extranucleares da progesteron. Os mPR sdo expressos em 5 subtipos: mPRa, mPR3,
mPRy, mPR& and mPRe presentes em humanos, sendo que o mPRa, mPR3 e mPRy
ja foram descritos em células endoteliais de veia umbilical humana (TANG et al., 2005;
THOMAS et al., 2007; SMITH et al., 2008).

No sexo feminino, a progesterona afeta a motilidade tubaria interagindo em receptores
especificos e atua na maturacdo endometrial e na vascularizacdo uterina na fase preé-
implantacdo. Juntamente com a gonadotrofina coribnica humana e o cortisol tecidual,
ela inibe a reacao tecidual mediada por linfécitos T entre os compartimentos materno
e fetal (SCHNEIDER; DAVIES; HONOUR, 1993). No sexo masculino, o PR € expresso
na prostata (BONKHOFF et al., 2001; YU et al., 2014), mas pouco se conhece sobre
o seu papel ou fungéo no crescimento normal ou anormal da préstata (YU et al., 2014).
A progesterona apresenta um importante papel no processo de esteroidogénese uma
vez que regula enzimas responsaveis pela conversdo de testosterona em
diidrotestosterona (DHT) por meio de PR (CHEN, R.; YU; DONG, 2017). Embora a
progesterona exerca suas acfes caracteristicas no sistema reprodutor, ela também
desempenha um papel importante em varios tecidos que nao pertencem a esse
sistema, como sistema nervoso central (ROSSETTI et al., 2016), sistema 0sseo (XIU
et al., 2016) e sistema cardiovascular (PANG; DONG; THOMAS, 2015). Entretanto,
as informagbes sobre o0s outros sistemas, principalmente sobre o sistema

cardiovascular ainda ndo foram totalmente elucidadas.
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1.4. PROGESTERONA E A FUNCAO VASCULAR

O sistema vascular é indispensavel para a saude dos tecidos e 6rgados biol6gicos
(NORTH; SINCLAIR, 2012). De modo geral os vasos séo formados por trés camadas:
tunica adventicia, média e intima (KUMAR, 2014). A camada adventicia € composta
principalmente de feixes de colageno, terminacdes nervosas e alguns fibroblastos; a
camada média é composta de uma lamina elastica interna aposta por uma ou duas
camadas de musculo liso e lamina elastica externa; e a camada intima, mais interna,
é formada por células endoteliais localizadas em uma membrana basal, formando o
endotélio vascular. (MARTINEZ-LEMUS, 2012; FORTIER; GULLAPALLI;
MIRSHAMS, 2014). O endotélio € um importante 6rgdo enddcrino modulador do fluxo
sanguineo nas artérias corondrias (SUN; HUANG; KALEY, 2004). Sua integridade &
essencial para a manutencdo do ténus vascular, de modo que, 0 prejuizo nessa
integridade é causa comum entre as DCVs (TENNANT; MCGEACHIE, 1990).

Ja se sabe que os horménios sexuais podem interagir com o endotélio por meio de
receptores nucleares e extranucleares e/ou segundos mensageiros e, assim,
estimular fatores vasoativos (MENDELSOHN; KARAS, 2005), como demonstrado na
figura 3. A literatura jA demonstrou a presenca de receptores de progesterona em
células endoteliais (VAZQUEZ et al., 1999; ORSHAL; KHALIL, 2004) em homens e
mulheres (INGEGNO et al., 1988), o que sugere que esse hormonio pode apresentar
um importante papel fisioldgico na manutencdo dos processos vasculares
(THOMPSON; KHALIL, 2003). Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos da
progesterona sobre leitos vasculares (SELLES et al., 2001). O que se sabe é que a
progesterona, por meio de acdes ndo classicas, acbes que ocorrem sem interacao
desse horménio com elementos responsivos presentes no nucleo celular, interage
com o0s vasos, estimulando a liberacdo de fatores de relaxamento derivados do
endotélio (CUTINI; SELLES; MASSHEIMER, 2009; PANG; DONG; THOMAS, 2015).

O endotélio, em resposta a determinados estimulos, é capaz de liberar fatores
vasodilatadores, tais como 6xido nitrico (NO), protaciclina (PGl2) e fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), ou fatores vasoconstritores, tais como
tromboxano A2 (TXA2) e endotelina-1 (ET-1) que participam da modulagéo do tonus
vascular (ORSHAL; KHALIL, 2004; SANDOO et al., 2010).
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Figura 3: Representacdo esquematica das acdes gendmicas e ndo gendmicas dos hormdnios

esteroides.

O NO é sintetizado pela 6xido nitrico sintase (NOS). Esta enzima possui 3 isoformas,
sendo elas constitutivas: neural (NNOS, NOS1) e endotelial (eNOS, NOS3); e
induzivel  (INOS, NOS2) (FELETOU; KOHLER; VANHOUTTE, 2012;
FORSTERMANN; SESSA, 2012). Todas as 3 isoformas da NOS sao expressas no
sistema cardiovascular, mas a eNOS é a isoforma dominante nos vasos
(FORSTERMANN; LI, 2011). No geral, a NOS utiliza a L-arginina como substrato,
oxigénio molecular (O2) e fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzido
(NADPH) como co-substratos. Flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina
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mononucleotideo (FMN) e (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterin (BH4) sdo cofatores de
todos as isoformas. A NOS funcional transfere elétrons do NADPH, via FAD e FMN
no dominio da redutase carboxiterminal, para o dominio da oxigenase amino-terminal.
O dominio oxigenase também se liga ao cofator essencial BHs, O2 e ao substrato L -
arginina (CRANE et al.,, 1998; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). Para
sintetizar o NO, a enzima NOS passa por duas etapas. Num primeiro passo, a NOS
hidroxila a L -arginina em N“-hidroxi- L -arginina (que permanece largamente ligada a
enzima). Em um segundo passo, a NOS oxida N*-hidroxi- L -arginina em L -citrulina e
NO (STUEHR; POU; ROSEN, 2001).

O NO possui meia vida que varia de aproximadamente 3 a 60 segundos, mas pode
ser maior devido ao ambiente, concentracdo de Oz e anion superoxido (O2*)
(KIECHLE; MALINSKI, 1993). Uma vez sintetizado, o NO se difunde para o masculo
liso vascular, onde estimula a enzima guanilato ciclase soltvel (GC), responsavel pela
conversdo de guanosina trifosfato (GTP) em 3’, 5’-guanosina monofosfato ciclico
(cGMP) (RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1983; FORSTERMANN, et al., 1986;
IGNARRO et al., 1986). O aumento do cGMP intracelular, ativa a proteina cinase
dependente de GMP (PKG) (HANAFY; KRUMENACKER; MURAD, 2001). Uma das
funcdes da PKG é ativar a enzima fosfatase de cadeia leve da miosina, no musculo
liso vascular. Essa enzima desfosforila a miosina no musculo liso tendo como
resultado final o relaxamento vascular (DUDZINSKI et al., 2006). Além disso, o
aumento das concentracdes de GMPc e ativacdo da PKG também diminuem o influxo
de ions célcio, bem como sua liberacdo dos estoque intracelulares, além de abrir
canais para potassio, promovendo hiperpolarizacdo e relaxamento da musculatura lisa
vascular (ARNOLD et al., 1977). O NO, ainda por meio de cGMP, pode estimular a
atividade da bomba Na*/K*-ATPase, o que contribui para hiperpolarizacéo das células
do musculo liso vascular (GUPTA et al., 1994; MCKEE; SCAVONE; NATHANSON,
1994; ELIAS et al., 1999).

Embora, o NO seja capaz de modular a atividade de canais para potassio por via
dependente de cGMP, ele também é capaz de agir diretamente sobre canais para
potassio dependentes de calcio de larga condutancia (BKc.), 0 que consequentemente
causa hiperpolarizacdo da membrana e propicia relaxamento (BOLOTINA et al., 1994;
MURRAY et al., 1995; JURY; BOEV; DANIEL, 1996).
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O endotélio também promove a producdo de prostanoides (por exemplo,
postaglandinas, PGs, e TXA2), derivados do acido todo-cis-5,8,11,14-
eicosatetraendico, acido araquidénico (AA). O AA pode ser submetido a acdes
enzimaticas. Em primeiro lugar, a fosfolipase A2 (PLA2) degrada fosfolipidios dos
estoques celulares e, em seguida, 0 AA livre € exposto as enzimas disponiveis em
vérios tipos de células e em varios compartimentos (CHLOPICKI; GRYGLEWSKI,
2004). Nas células endoteliais 0 AA é metabolizado pela ciclo-oxigenase (COX),
lipoxigenase (LOX), e citocromo P450 (CYP) (ROSOLOWSKY; CAMPBELL, 1993,
1996).

As prostaglandidas sintase mais conhecidas como COX 1 e 2 (COX-1, constitutiva e
COX-2, induzivel) geram endoperoxidos de prostaglandina (por exemplo: PGH2).
PGH2 € o substrato para vérias sintases, incluindo a tromboxano sintase (TX-S) e
prostaciclina sintase (PGI-S). Em plaquetas sanguineas, a COX-1 € a principal enzima
fornecedora de substrato para agao da tromboxano sintase (TXA-S) para formar TXAo.
No endotélio vascular, a COX-2 forma suprimento para PGI-S sintetizar prostaciclina
(PGI2) (CHLOPICKI; GRYGLEWSKI, 2004).

Uma vez sintetizada, a PGlz, que medeia a¢cbes vasodilatadoras, rapidamente é
convertida a 6-ceto-PGFi1a. Sua meia vida é curta (aproximadamente 3 minutos)
(MOORE, 1982). A PGI2 por meio da ativagcéo de adenilato ciclase (AC), que converte
adenosina trifosfato (ATP) em 3’, 5’-adenosina monofosfato ciclico (CAMP), promove
aumento dos niveis de cAMP nas células do musculo liso vascular (MITCHELL et al.,
2008). Assim, a proteina cinase dependente de AMP (PKA), dependente de cAMP, é
ativada e estimula a abertura de diferentes canais para potassio, dependendo da
espécie, que culmina em hiperpolarizacdo e consequente relaxamento (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006). Assim, canais para potassio sensiveis a ATP (Katp), BKca,
canais para potassio refiticadores de influxo (Kir) e/ou canais para potassio
dependentes de voltagem (Kv) podem estar associados ao relaxamento induzido pela
PGl (BOUCHARD; DUMONT; LAMONTAGNE, 1994; TANAKA et al., 2004;
FELETOU; VANHOUTTE, 2006).
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Outras substancias de relaxamento derivadas do endotélio sédo os EDHFs. De acordo
com Campbell e Harder (2001), seria uma substancia capaz de promover o
relaxamento vascular dependente do endotélio, sendo resistente a inibicdo combinada
da NOS e COX, mas abolido por bloqueadores de canais para potassio (CAMPBELL,;
HARDER, 2001). Sendo assim, a atividade de um EDHF consiste em promover
relaxamento dependente do endotélio em artérias tratadas com inibidores da NOS e
COX e promove hiperpolarizagdo do musculo liso vascular de forma depende do
endotélio (CAMPBELL et al., 2010).

Vérias substancias sdo candidatas a EDHF, sendo elas: os derivados do AA pela via
da CYP, acidos epoxieicosatriendicos (EETs) (HECKER et al., 1994; CAMPBELL et
al., 1996), anandamida (RANDALL et al., 1996), ions potéssio (K*) (EDWARDS et al.,
1998), peptideo natriurético C (CHAUHAN; HOBBS; AHLUWALIA, 2004), peroxido de
hidrogénio (H202) (MATOBA et al.,, 2000, 2002; LUCCHESI; BELMADANI;
MATROUGUI, 2005), jungdes comunicantes (GRIFFITH; CHAYTOR; EDWARDS,
2004) e sulfeto de hidrogénio (H2S) (ZHAO et al., 2001).

Em artérias coronarias, estudos tém demonstrado os EETs como fortes candidatos a
EDHF (FISSLTHALER et al., 1999; FLEMING, 2000). In vivo, EETs séo rapidamente
metabolizados a substancias correspondentes ao acido dihidroxiepoxieicosatrienoico
(DHETSs), com uma meia vida curta de aproximadamente 8 min (FANG et al., 2004;
SPECTOR et al., 2004; VRIENS et al., 2005). Diversas vias estdo envolvidas na
mediacao da vasodilatacdo induzida por EETSs, incluindo canais para K* dependentes
de calcio, juncbes comunicantes, eNOS e canais de receptores de potenciais
transitérios (TRP). A via ou as vias exatas dependem do leito vascular, da espécie
e/ou agonista utilizado, e podem ser dependentes do endotélio via canais para
potassio dependentes de calcio de pequena e intermediaria condutancia (IKca € SKca,
respectivamente), canais TRP (VRIENS et al., 2005; SONKUSARE et al., 2012)
levando a ativacdo da NOS (HERCULE et al., 2009), ou por meio de um efeito de
musculo liso via canais TRP ou um receptor acoplado a proteina G (GPCR), e via BKca
(MAKI-PETAJA et al., 2015). O efluxo de K* e a hiperpolarizacdo da membrana celular
reduzem a probabilidade de abertura do canal para calcio nas células musculares lisas

e o relaxamento vascular ocorre como resultado da redugéo da concentragéo de calcio
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intracelular (NELSON et al., 1990; BOLTON et al.,, 2002; VALLE-RODRIGUEZ;
LOPEZ-BARNEO; URENA, 2003).

Outro possivel candidato a EDHF € o H202 (MATOBA et al., 2000, 2002, 2003;
MORIKAWA et al., 2003), que uma vez formado, promove vasodilatacdo por
diferentes mecanismos, incluindo cGMP nas artérias pulmonares bovinas (BURKE;
WOLIN, 1987), cicloxigenase e cCAMP em artérias cerebrais caninas (IIDA; KATUSIC,
2000) e PLA2 em microvasos coronarianos porcinos (BARLOW; EL-MOWAFY;
WHITE, 2000). O H202 exdgeno também causa vasodilatagéo, abrindo varios canais
para K*, incluindo os canais Karp nas artérias cerebrais do gato cerebral (WEI,
KONTOS; BECKMAN, 1996) e do mesentério de coelho (HATTORI et al., 2003) e 0s
canais para potassio dependentes de calcio (Kca) nhas artérias cerebrais de rato
(SOBEY; HEISTAD; FARACI, 1997).

Diante desses mecanismos vasoativos conhecidos, tem sido demonstrado que em
modelos animais de ambos 0s sexos, a progesterona por meio de acodes
extranucleares (ndo classicas) pode agir nos vasos, estimulando a liberacdo de
fatores de relaxamento derivados do endotélio (ZHANG, et al., 2002; CUTINI;
SELLES; MASSHEIMER, 2009). Em aorta de ratos (SELLES et al., 2001), porcos e
ovelhas (ROSS; SEROCK; KHALIL, 2008), a progesterona causou um aumento na
atividade da eNOS que esta associada com a producédo de fatores vasodilatadores
derivados do endotélio, tais como NO (SELLES et al., 2001; SIMONCINI. et al., 2007;
ROSS; SEROCK; KHALIL, 2008) e EDHF (MATOBA et al., 2000), e aumento fatores
vasodilatadores derivados do AA, tais como PGIl2 (CUTINI; CAMPELO;
MASSHEIMER, 2014). Além das ac¢des endoteliais, a progesterona é também capaz
de interagir com o musculo liso vascular promovendo uma rapida diminuicédo do influxo
de Ca?* em coelhos, porcos e humanos (MURPHY; KHALIL, 1999; MINSHALL et al.,
2002; CAIRRAO et al., 2012). Em conjunto, esses dados sugerem um potencial efeito
vasodilatador exercido pela progesterona. Entretanto, o0s mecanismos envolvidos na
modulacdo do tdnus vascular pela progesterona ainda ndo estdo totalmente
elucidados, fato que torna relevante a busca por esclarecimentos acerca do papel que

a progesterona exerce nos vasos.
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Estudos conduzidos com o intuito de avaliar a acdo aguda da progesterona nos
diferentes sexos sdo escassos, principalmente no que se refere ao leito vascular
coronariano. Elucidar os mecanismos envolvidos na acdo da progesterona, pode
prover base para um melhor entendimento de seus efeitos nos vasos, especialmente
na circulacdo coronariana. Nossa hipotese € que a progesterona exerca um efeito
vasodilatador no leito coronariano. Assim, com a finalidade de testar nossa hipotese,
0 objetivo deste estudo foi avaliar as agdes agudas da progesterona afim de esclarecer
esses efeitos e apontar possiveis diferencas sexuais envolvidas nesta acdo na

circulacao coronariana de ratos de ambos 0s sexos.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
o Investigar o efeito agudo da progesterona sobre o leito vascular coronariano em

ambos 0s sexos de ratos normotensos, bem como avaliar os possiveis mediadores

endoteliais envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar as possiveis diferencas sexuais na acdo da progesterona no leito

vascular coronariano;

. Verificar a agdo da progesterona no leito vascular coronariano mediante as

diferentes fases do ciclo estral em ratas;

. Avaliar a acdo da progesterona sobre a liberacdo dos principais mediadores
endoteliais de relaxamento (NO, PGlz e EDHF);

. Verificar a participagdo de O2* e H202 na agdo da progesterona sobre o leito

vascular coronariano de ratos de ambos 0s sexos;

. Verificar a participacao dos receptores nucleares de progesterona (PR-A, PR-B)
e do receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER) na a¢do da progesterona

em ratos de ambos 0s sexos;

. Verificar a formacéo de NO mediante administracao de progesterona em artérias

coronarias;

. Verificar a formacgéo de espécies reativas de oxigénio (O2* e H202) mediante

administracdo de progesterona em artérias coronarias.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus) de
ambos os sexos, divididos em dois grupos, com idade de 10 a 12 semanas, fornecidos
pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas que
permitiram ao animal o livre aceso a ingestdo de agua e racdo em condicOes
controladas de temperatura (20-24 °C) e umidade (40-60 %), com um ciclo claro-
escuro de 12/12 horas. Todos os protocolos foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFES) sob o numero 64/2017.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em dois grupos: Fémea e Macho

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Esfregago vaginal

O ciclo estral das fémeas foi monitorado por meio de esfregacos vaginais. As células
epiteliais vaginais foram coletadas diariamente entre 8 e 9 horas a.m. e foram
examinadas de acordo com o protocolo de Marcondes et al. (2002). Os machos foram
submetidos a0 mesmo manuseio diario para reproduzir o possivel estresse sofrido
pelas fémeas durante a coleta. A identificacdo das fases do ciclo estral ocorreu de
acordo com a figura 4. Optamos por realizar os protocolos apenas com as fémeas que
estavam no diestro I, fase com concentracdo basal de hormdnios femininos
(BERNARD; WOODRUFF, 2001; GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007), para que

fossem mantidas as mesmas condi¢cdes experimentais.
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Figura 4: Representac¢ao do fluido vaginal seco ndo marcado obtido em diferentes dias do ciclo
estral de ratos. A, B: Proestro; células tendem a aparecer em aglomerados e tém uma aparéncia
granular. C: Proestro; as células podem alternativamente estar presentes como cadeias. D: Estro;
células queratinizadas classicas, semelhantes a agulhas. E: Estro; células podem aparecer
alternativamente arredondadas, com bordas irregulares. F: Metaestro ou diestro |; uma combinacao de
"células de pavimento" redondas, algumas células semelhantes a agulhas e alguns leuc6citos menores
podem estar presentes durante um periodo de transicdo durante a primeira por¢éo do primeiro dia de
diestro. G: Diestro ou diestro Il; os leucécitos podem aparecer em combinagdo com varias células
arredondadas maiores. H: Diestro ou diestro II; esfregaco leucocitario classico com algumas células

epiteliais redondas maiores (GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007).

3.3.2 Reatividade Vascular

Os animais foram anestesiados com cetamina (70 mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg,
i.p.). O térax foi aberto, o coragéo foi dissecado de suas conexdes e imediatamente
transferido para o aparelho de perfusdo, onde se canulou a aorta, ao nivel de sua
curvatura. Em seguida, iniciou-se a perfusao retrograda pelo método de Langendorff
previamente descrito com algumas modificacbes (SANTOS et al., 2004; DEBORTOLI
et al., 2017).
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Resumidamente, para perfuséao foi utilizada a solucéo nutridora modificada, composta
de: NaCl, 120 mM; CaCl:H20, 1,25 mM; KCI, 54 mM; MgSO4.7H20, 2,5 mM;
NaH2P04.H20, 2,0 mM; NaHCOs3, 27,0 mM; Na2S04, 1,2 mM; EDTA, 0,03 mM e
glicose 11,0 mM, mantida a 37 °C por um banho maria, e continuamente aerada com
mistura carbogénica (95 % Oz e 5 % CO2) na camara de saturacdo de oxigénio,
mantendo o pH estavel em 7.4. O fluxo foi mantido constante em 10 mL/min por meio
de uma bomba peristéltica (Hugo Sachs, Germany). A presséo isovolumétrica do
ventriculo esquerdo foi mantida por meio de um baldo de latex, preenchido com agua,
gue ainda vazio foi introduzido no ventriculo esquerdo e conectado a um transdutor
de pressao (AD Instruments MLT0380/A Reusable BP Transducer). O volume do
baléo foi ajustado por uma seringa de vidro (2 mL), de forma a se controlar a pressao
diastélica intraventricular em torno de 10 mmHg. A presséo de perfusdo coronariana
(PPC) foi avaliada usando um transdutor de pressdo (AD Instruments MLTO0380/A
Reusable BP Transducer) conectado imediatamente proximo a canula de perfuséo

aortica, por meio do qual foi perfundido o leito coronariano.

Os dados gerados pelos transdutores de pressao foram registrados por um sistema
de aquisicdo de dados (PowerLab System). Como o fluxo foi mantido constante, as
alteracdes na pressdo de perfusdo puderam ser diretamente relacionadas as
mudancas na resisténcia vascular. Apos 40 minutos de estabilizacdo, a PPC foi
determinada e uma curva dose resposta de progesterona foi administrada in bolus em
concentracdes crescentes (1 — 50 uM) antes e ap0s inibicao individual ou combinada

de possiveis fatores envolvidos na resposta da progesterona.

Todos os inibidores e bloqueadores foram perfundidos durante pelo menos 20 minutos
e depois a curva dose-resposta da progesterona foi repetida como demonstrado na
figura 5. A resposta vasodilatadora foi expressa como o percentual de relaxamento e

calculada pela seguinte equacéo:

A %= PPC antes da infusdo- PPC apos a infuséo | 100
o PPC antes da infusdo
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_ Progesterona Progesterona
Anestesia (1,3, 5,10, 30 e 50 uM) (1, 3, 5,10, 30 e 50 uM)
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Figura 5: Esquema representativo do protocolo experimental de reatividade vascular.

3.3.2.1 Protocolos realizados

e Com o intuito de avaliar a resposta vasodilatadora da progesterona nas fases
diferentes do ciclo estral de fémeas, a curva dose-resposta de progesterona foi
administrada no leito coronariano de ratas nas fases proestro, estro, diestro |

(metaestro) e diestro Il;

e Com intuito de avaliar a participacdo do NO na resposta vasodilatadora da
progesterona no leito coronariano, um inibidor inespecifico da NOS, N*-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME, 100 pM), foi adicionado a solucdo de perfusdo

por pelo menos 20 minutos antes que a curva de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participacdo de PGI2 na resposta vasodilatadora da
progesterona no leito coronariano, um inibidor inespecifico da COX,
indometacina (2,8 pM), foi adicionado a solugéo de perfuséo por pelo menos

20 minutos antes que a curva de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participacdo de EDHFs na resposta vasodilatadora da
progesterona no leito coronariano, foi realizada inibicdo combinada de NOS e
COX, com L-NAME (100 uM) e indometacina (2,8 uM) respectivamente. Todos
inibidores foram adicionados, simultaneamente, a solucao de perfusao pelo

menos 20 minutos antes que a curva de progesterona fosse repetida,
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e Com intuito de avaliar a participacdo dos EETs como EDHFs na resposta
vasodilatadora da progesterona no leito coronariano, foi realizada inibicao
combinada de NOS, COX e CYP com L-NAME (100 puM), indometacina (2,8
MM) e clotrimazol (0,75 M) respectivamente. Todos inibidores foram
adicionados, simultaneamente, a solucdo de perfusédo pelo menos 20 minutos

antes que a curva de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participagdao de H202 como EDHFs na resposta
vasodilatadora da progesterona no leito coronariano, foi realizada inibicao
combinada de NOS, COX e degradacdo de H202 com L-NAME (100 uM),
indometacina (2,8 uM) e catalase (1000 u/mL) respectivamente. Todos
inibidores foram adicionados, simultaneamente, a solugdo de perfusdo pelo

menos 20 minutos antes que a curva de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participacdo de O2* na resposta vasodilatadora da
progesterona no leito coronariano, um scavenger para O2°*, Tiron (1 mM), foi
adicionado a solucéo de perfuséo por pelo menos 20 minutos antes que a curva

de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participacdo da NADPH oxidase (NOX) na resposta
vasodilatadora da progesterona no leito coronariano, um inibidor da NOX,
apocinina (30 pM), foi adicionado a solugcédo de perfusdo por pelo menos 20

minutos antes que a curva de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participacdo de PR-A e PR-B na resposta
vasodilatadora da progesterona no leito coronariano, bloqueador de PR-A e
PR-B, mifepristona (1 uM), foi adicionado a solucéo de perfuséo por pelo menos

20 minutos antes que a curva de progesterona fosse repetida;

e Com intuito de avaliar a participacdo do receptor de estrogénio acoplado a
proteina G (GPER) na resposta vasodilatadora da progesterona no leito
coronariano, antagonista do GPER, G36 (1 uM), foi adicionado a solucdo de
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perfusdo por pelo menos 20 minutos antes que a curva de progesterona fosse

repetida;

e Com intuito de avaliar qualquer efeito de taquifilaxia na resposta vasodilatadora
da progesterona no leito coronariano, foi administrada uma segunda curva de
progesterona ap6s 20 minutos sem qualquer perfusdo com inibidores e/ou

bloqueadores.

3.3.3 Disseccéo de artérias coronérias

A disseccao de artérias coronarias foi realizada de acordo com Debortoli et al. (2017).
Os animais foram anestesiados com cetamina (70 mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg,
i.p.). O térax foi aberto, o coragdo foi dissecado de suas conexdes e mantido em
solucéo nutridora modificada, composta de: NaCl, 120 mM; CaCl2H20, 1.25 mM; KCl,
5.4 mM; MgS04.7H20, 2.5 mM; NaH2P0O4.H20, 2.0 mM; NaHCOs, 27.0 mM; Na2S04,
1.2 mM; EDTA, 0.03 mM e glicose 11.0 mM, durante o procedimento de disseccdo. O
ramo descendente anterior da artéria coronaria esquerda e septal foram isolados, com
o auxilio de um estereomicroscopio (BEL Photonics, SZ-B LED, S&o Paulo, Brasil),
livres de tecido muscular ventricular circundante e congelados em liquido de

crioprotecao (Tissue Tek - OCT) a -80 °C até sua utilizagao.

3.3.4 Diamonofluoresceina (DAF-2)

Para avaliacdo da producao de NO, apos realizacdo dos cortes das artérias coronarias
(10 um), as laminas foram incubadas com o corante fluorescente diacetato de 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), DAF-2 € uma sonda
de permeabilidade a membrana nao fluorescente, reage com NO e produz DAF-2T,
um derivado fluorescente. Assim, o inicio de uma resposta fluorescente, observada
por um microscopio de fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo e
emissao de 515 e 500 nm, respectivamente, é indicativo da formagao de NO (KOJIMA
et al., 1999; HETRICK; SCHOENFISCH, 2009).
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O protocolo foi realizado de acordo Costa et al. (2018) com algumas modificagdes.
Brevemente, foram incubadas 6 laminas para cada animal (fémea ou macho) ao
abrigo da luz. A primeira lamina foi incubada com DAF-2 (10 uM) por 30 minutos, em
37 °C, para investigar a producdo basal de NO. A segunda lamina foi incubada foi
incubada com DAF-2 + L-NAME (300 uM) por 30 minutos sendo um controle negativo
para a producédo de NO. A terceira lamina foi incubada com DAF-2 + progesterona (50
puM), por 30 minutos, para investigar se a incubacdo com progesterona induzia
alteracdo na producao de NO. A quarta lamina foi incubada com L-NAME (300 uM)
por 30 minutos, antes de passar por nova incubacdo com DAF-2 + progesterona,
sendo um controle de que a fluorescéncia observada era proveniente de NO. Para
testar a viabilidade dos vasos a sexta lamina foi incubada com DAF-2 + Acetilcolina
(ACh, 10 uM) por 30 minutos e posteriormente, a sétima e ultima lamina foi incubada
com L-NAME por 30 minutos, antes de passar por nova incubacdo com DAF-2 + ACh,

sendo um controle negativo.

Foram obtidas imagens digitais na objetiva de 40x, o microscopio de fluorescéncia
Zeiss Axio Imager com modulo Apotome do Centro de Aquisicdo e Processamento de
Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no programa Image J 1.48,
usando a funcao de andlise de densidade 6ptica de fluorescéncia da area de interesse
(ROI manager). Dez areas de interesse foram selecionadas em cada corte analisado,
sendo que 3 cortes de cada animal foram analisados. Foi utilizado nimero amostral

de 4 animais por grupo experimental.

3.3.5 Dihidroetidio (DHE)

ApoOs realizacdo dos cortes das artérias coronarias (10 um), as laminas foram
incubadas com a sonda dihidroetidina (DHE; Invitrogen™), que € permeavel a
membrana celular. E postulado que o DHE reage com o superéxido 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 emisséo de
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518 e 605 nm, respectivamente, esta sonda é utilizada como um marcador indireto da
presenca de Oz*" (FERNANDES et al., 2007).

O protocolo foi realizado de acordo com Silva et al. (2016), com algumas modificagdes.
Brevemente, foram incubadas 6 laminas para cada animal (fémea ou macho) ao
abrigo da luz. A primeira lamina foi incubada com DHE (5 uM) por 30 minutos, em 37
°C, para investigar a producgéo basal de O2*". A segunda lamina foi incubada com DHE
+ Tiron (10 uM), por 30 minutos, sendo um controle negativo da producdo basal de
O2*. A terceira lamina foi incubada com DHE + progesterona (50 uM) pelo mesmo
tempo, para investigar se a incubagdo com progesterona induzia alteracdo na
producgéo de O2*. A quarta lamina foi incubada com Tiron por 30 minutos, antes de
passar por nova incubagdo com DHE + progesterona, sendo um controle de que a
fluorescéncia observada era proveniente do O2*". A quinta lamina foi incubada apenas
com a progesterona, para observar se este produto produzia alguma fluorescéncia.
Para testar a viabilidade dos vasos a quinta lamina foi incubada com DHE +
Angiotensina Il (Ang Il) por 30 minutos e posteriormente, a sexta e Ultima |amina foi
incubada com Tiron por 30 minutos, antes de passar por nova incubacdo com Ang I,

sendo um controle negativo.

Foram obtidas imagens digitais na objetiva de 40x, usando o microscépio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager com médulo Apotome do Centro de Aquisi¢do 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 3 cortes de cada animal foram

analisados. Foi utilizado niumero amostral de 4 animais por grupo experimental.

3.3.6. Diclorofluoresceina (DCF)

Apoés realizagdo dos cortes das artérias coronérias (10 um), a analise da producéo de
H202 nas artérias coronarias atravées da microscopia de fluorescéncia foi realizada de
maneira indireta, por meio da utilizagdo da sonda 2°,7" Diclorodihidrofluoresceina-

diacetato (DCF-DA; Invitrogen™). O DCF-DA é uma sonda permeavel a membrana
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celular e néo fluorescente. Entretanto, na presenca de espécies reativas,
especialmente o H202, este composto é oxidado no interior da célula e produz um
composto fluorescente, 2, 7°- diclorofluoresceina (DCF) que permanece intracelular.
Os comprimentos de onda de excitacao e emissao utilizados foram de 480 e 530 nm,

respectivamente.

O protocolo foi realizado de acordo com Somberg et al. (2017), com algumas
modificagcdes. Brevemente, foram incubadas 6 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 producdo basal de H202. A segunda lamina foi
incubada DCF + catalase (1000 u/mL) pelo mesmo tempo, sendo um controle negativo
para a producdo basal de H202. A terceira lamina foi incubada com DCF +
progesterona (50 uM) pelo mesmo tempo, para investigar se a incubacdo com
progesterona induzia alteracdo na produgédo de H202. A quarta lamina foi incubada
com catalase por 30 min antes de passar por uma nova incubacdo com DCF +
progesterona, sendo um controle de que a fluorescéncia observada era proveniente
do H202. Para testar a viabilidade dos vasos a quinta lamina foi incubada com DCF +
Angll por 30 minutos e posteriormente, a sexta e Ultima lamina foi incubada com Tiron
por 30 minutos, antes de passar por nova incubacdo com Angll, sendo um controle

negativo.

Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 40x, usando o0 microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager com modulo Apotome do Centro de Aquisicdo e
Processamento de Imagens do ICB/UFMG. As imagens foram analisadas no
programa Image J 1.48, usando a funcdo de analise de densidade o6ptica de
fluorescéncia da area de interesse (ROI manager). Dez areas de interesse foram
selecionadas em cada corte analisado, sendo que 3 cortes de cada animal foram

analisados. Foi utilizado numero amostral de 4 animais por grupo experimental.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada pelo programa estatistico Graph-PadPrism 6. Os
dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A normalidade
dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Uma vez que a normalidade foi
confirmada a comparagéo da PPC basal foi realizada por meio de Student’s t test ndo
pareado. Para a andlise da resposta vasodilatadora a progesterona foi utilizada a
analise de variancia de uma e duas vias (two-way ANOVA), seguida pelo teste post
hoc de Bonferroni. A area abaixo da curva foi avaliada por Student’s t test pareado e
ndo pareado. Para andlise de fluorescéncia foi utilizada analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey. Foram considerados

como significativos valores com p < 0,05.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 REATIVIDADE VASCULAR

4.1.1. Presséo de perfusdo coronariana e diferenca sexual

De acordo com a figura 6, pudemos observar a diferenca da PPC basal entre os
grupos Fémea e Macho. As fémeas apresentaram uma PPC basal mais elevada
guando comparada aos machos (fémea — F = 87,39 + 2,4 mmHg vs. macho — M =
69,04 = 2,7 mmHg). A tabela 1 resume a variacao percentual do aumento da PPC
apos diferentes inibicdes, demonstrando dessa forma, a importancia dos mediadores

na manutencao do ténus basal sexo especifico.

100 -

PPC (mmHg)
= » o0
T < 9

N
o
1

0-
Fémea Macho

Figura 6: Presséo de perfuséo coronariana (PPC) basal dos grupos Fémea (n = 39) e Macho (n = 29).
Valores expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A analise estatistica foi realizada por
meio de Student’s t test ndo pareado. *p < 0,05 quando comparado ao grupo Fémea.
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Tabela 1. Variacdo percentual do aumento da PPC ap0s utilizacdo de diferentes

inibidores.
L-NAME + Indo L-NAME + Indo
L-NAME Indo L-NAME + Indo + Clot + Cat
(n) % (n) % (n) % (n) % (n) %

Fémea (7) 68+4 (9) 23+7* (8) 50%6* 9 40+5  (10) 38%6

Macho (8) 589 (8) 18+ 3* 8) 38t5 (10) 37+9 (7) 100 £ 5*#*fa
Tiron Apocinina Mife G36
(n) % (n) % (n) % (n) %
Fémea 9) 8z3 (8) 225 9) 17+3 8) 162

Macho  (9) 2%3 (10) 7+8 (9 102 (8 8%5

Os valores foram expressos como média £ EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de one-
way ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey e Student’s t test ndo pareado. *P<0,05 comparado
ao mesmo grupo na presenca de L-NAME; #P<0,05 comparado ao mesmo grupo na presenca de
Indo;+P<0,05 comparado ao mesmo grupo na presenca de L-NAME + Indo; 1P<0,05 comparado ao
mesmo grupo na presenga de L-NAME + Indo + Clot; aP<0,05 comparado ao grupo fémea sob as
mesmas condi¢gbes experimentais.

Podemos observar que, embora demonstrada diferenca sexual na PPC basal, a
vasodilatacao induzida pela progesterona (figura 7) foi similar em ambos os grupos (F
=10,8+1,1%; M=10,2+1,7%).
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Figura 7: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 pM) entre os grupos
Fémea (n = 10) e Macho (n = 9). Os valores foram expressos como média + EPM. A analise estatistica
foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. A area abaixo da
curva (AUC) foi analisada por Student’s t test ndo pareado.
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4.1.2 Influéncia do ciclo estral em resposta a progesterona

Na figura 8 podemos observar a curva de progesterona nas diferentes fases do ciclo
estral do grupo fémea. Nao houve variacdo na reatividade em nenhuma das fases
(proestro = 11,4 + 0,7 %; estro = 12,2 + 1,3 %; metaestro = 11,9 £ 0,6 %; diestro =
12,9 £ 2,7 %).

04-
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D 20 o
o 304 -o- Metaestro 5200_
-o- Diestro =
3
40 T T T T T T T 0'
Veiculo 1 3 5 10 30 50 Proestro  Estro Metaestro Diestro

Progesterona (M)

Figura 8: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 pM) entre as fases do
ciclo estral: proestro (n = 6), estro (n = 6), metaestro (n = 3) e diestro (n = 5). Os valores foram expressos
como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de one-way e two-way ANOVA seguida
pelo teste post hoc de Bonferroni.

4.1.3 Participacdo dos mediadores endoteliais em resposta a progesterona

Analisamos as possiveis vias endoteliais pelas quais a progesterona pode atuar,
sendo elas a via de NO, prostanoides e EDHF. Assim, o primeiro passo foi verificar a
participacdo do NO nesta a¢do. Apos a inibicdo da NOS, tanto fémeas (figura 9.A, n
= 8) quanto machos (figura 9.B, n = 9) tiveram a resposta vasodilatadora aumentada,

guando comparada a seus respectivos controles (F = 23,5 + 4,4 %; M = 26,6 + 3,4 %).
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Figura 9: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibicdo com L-NAME (A — Fémea, n = 8; B - Macho, n = 9). Os valores foram expressos como média
+ EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle.

Apos a inibicdo da sintese de prostanoides (figura 10. A - F, n = 7; figura 10.B - M, n
= 8), apenas 0s machos tiveram a resposta reduzida (F=11,5+24%; M=4,3%+1,0
%). Quando comparada a inibicdo sexo especifica, podemos observar diferenca na

vasodilatacao induzida pela progesterona.
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Figura 10: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibicdo com indometacina (A — Fémea, n = 8; B - Macho, n = 9). Os valores foram expressos como
média £ EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post
hoc de Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle. 2 p < 0,05
comparado ao grupo fémea sob as mesmas condi¢cdes experimentais.

A fim de identificar a participacdo de possivel EDHF na resposta induzida pela
progeterona, repetimos a curva de progesterona na presenca de L-NAME +
indometacina (figura 11.A - F = 19,6 + 2,9 %; figura 11.B - M = 17,9 £ 2,0 %).
Observamos que a inibicAo combinada também potencializou a resposta
vasodilatadora da progesterona. Entretanto, nos machos, apesar de a resposta ter

sido potencializada, essa foi menor que a observada no bloqueio individual com L-
NAME.
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Figura 11: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 pM) antes e apés
inibicdo com L-NAME + Indometacina (A — Fémea, n = 8; B - Macho n = 8). Os valores foram expressos
como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste
post hoc de Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle.

Possiveis candidatos a EDHF nas coronérias de ratos sdo os EETs. Para analisar a
participacdo desse metabdlito da CYP foi realizada a curva de progesterona apés a
inibicdo combinada de L-NAME, indometacina e clotrimazol (figura 12). Tanto fémeas

guanto machos nao apresentaram alteracao na resposta.



Diferencas sexuais do relaxamento induzido pela progesterona 58

04-
S

o 104 800~

5 3
g 20- = 600

> Ug
© 235 4001

n @
¢ 304 -e- Fémea g
S 2004

+ L-NAME + Indo + Clot 2
40 1 L] L L L L] L] 3 0-

Veiculo 1 3 5 10 30 50
Progesterona (uM)
04
S

9 10- . 8001

5
% 20- E 600+

X oL
© 2E 400,
¢ 304 -= Macho £ e
- 4

+ L-NAME + Indo + Clot 2

=
40 T L L L] L] o'

Veiculo 1 3 5 10 30 50
Progesterona (uM)

Figura 12: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibicAo com L-NAME + Indometacina + Clotrimazol (C — Fémea, n = 8; D - Macho, n = 8). Os valores
foram expressos como média = EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA
seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e Student’s t test ndo pareado.

Visando analisar a participagdo de H202 como EDHF, foi realizada curva de
progesterona apos a inibicdo com L-NAME, indometacina e catalase. A resposta
vasodilatadora a progesterona foi menor nas fémeas, enquanto nos machos, nao
houve diferenca (figura 13.A - F = 6,7 + 2,4 %; figura 13.B - M = 17,0 £ 2,6 %). Além
disso, pode-se observar diferenca na vasodilatacdo a progesterona entre 0S sexos
apos a inibigao.
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Figura 13: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibicAo com L-NAME + Indometacina + Catalase (C — Fémea, n = 8; D - Macho, n = 6). Os valores
foram expressos como média = EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA
seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao
grupo controle. 2 p < 0,05 comparado ao grupo fémea sob as mesmas condi¢ces experimentais.

4.1.4 Participacdo de espécies reativas de oxigénio em resposta a progesterona

Uma vez que a inibicdo da sintese de NO potencializou o efeito vasodilatador,
sugerimos que a via de producdo do NO poderia gerar metabdlitos (por exemplo, O2*
) que atuariam de forma a inibir a resposta induzida pela progesterona. Assim,
verificamos o relaxamento apoés inibicdo com Tiron, scavenger para O2*". Nas fémeas,
apos a adicao de Tiron a solucéo de perfusao, o relaxamento foi reduzido, porém sem
alteracao nos machos (figura 14.A-F =1,9 £ 0,8 %; figura 14.B-M =9,0 £ 1,9 %).

Além disso, foi observada diferenca sexo especifica apds a perfusdo com Tiron.
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Também verificamos a participacdo de uma fonte geradora de 0O2°, NOX, no
relaxamento induzido pela progesterona. Apoés a inibicdo deste complexo enzimatico,
com apocinina, as fémeas tiveram a resposta a progesterona reduzida, a qual nao foi
alterada nos machos (figura 15.A - F=5,2+ 0,8 %; 15.B-M =8,3 £ 1,6 %).
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Figura 14: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibicdo com Tiron, (A - Fémea, n =5 ; B - Macho, n = 6 ). Os valores foram expressos como média +
EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle. 2 p < 0,05 comparado
ao grupo fémea sob as mesmas condi¢des experimentais.
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Figura 15: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibigdo com apocinina (C - Fémea, n = 8.; D - Macho, n = 7). Os valores foram expressos como média
+ EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle.

4.1.5 Participacdo de possiveis receptores envolvidos na resposta da

progesterona

Para analisar os possiveis receptores envolvidos na vasodilatacdo induzida pela
progesterona, foi realizada a inibicdo dos receptores classicos de progesterona, PR-
A e PR-B (figura 16), com mifepristona. A resposta vasodilatadora induzida pela
progesterona, mostrou-se atenuada apenas nas fémeas (F=2,0+0,4 %; M=11,0 =
3,7 %). E pode-se observar diferenca entre os sexos. Por outro lado, quando
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realizamos o bloqueio do GPER ambos os grupos tiveram a resposta vasodilatadora
abolida (figura 17.A-F=0,4+0,1%; 17.B-M=1,2 + 0,6 %).
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Figura 16: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibigdo com mifepristona (A - Fémea, n =5; B - Macho, n = 6). Os valores foram expressos como média
+ EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle. 2 p < 0,05 comparado
ao grupo fémea sob as mesmas condi¢Bes experimentais.
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Figura 17: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apos
inibicdo com G36 (A - Fémea, n = 5; B - Macho, n = 6 ). Os valores foram expressos como média +
EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni e Student’s t test ndo pareado. * p < 0,05 comparado ao grupo controle.

Para descartar a possibilidade de taquifilaxia realizamos uma segunda curva de
progesterona 20 min apds a primeira curva (figura 19). Podemos observar que nao
houve variagdo na resposta vasodilatadora induzida pela progesterona em nenhum

dos grupos estudados.
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Figura 18: Resposta vasodilatadora a doses crescentes de progesterona (1 — 50 uM) antes e apds 20
minutos de perfusédo apenas com solucéo nutridora (A — Fémea, n = 8; B - Macho, n = 7). Os valores
foram expressos como média = EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA

seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e Student’s t test pareado.

4.1.6 Representacdo dos mediadores e receptores envolvidos na resposta da
progesterona

A tabela 2 resume a participacdo dos mediadores e receptores envolvidos na
vasodilatacao induzida pela progesterona sexo expecifico. Podemos observar que o
NO, EETs e GPER participam da resposta tanto em fémeas quanto em machos. Por
outro lado, H202, O2* e PRs tem participacdo apenas em fémeas, enquanto

prostanoides apenas em machos.
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Tabela 2: Classificagédo representativa dos mediadores e receptores envolvidos

na resposta vasodilatadora induzida pela progesterona no leito coronariano.

Mediadores/ Receptores Fémea Macho
NO + +
Prostanoides - +
EETs + +
H.O; + -
O.* + -
PRs + -
GPER + +

+ participacdo; - ndo participacao
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4.2 NIVEIS VASCULARES DE NO, 0>* E H»0>

Os niveis de NO foram mensurados pela producao de fluorescéncia emitida por DAF-
2 (figura 19). Em condigbes basais (auséncia de estimulos), a analise fluorescéncia
revelou maior producdo de NO em machos que em fémeas. Esse resultado se
manteve mesmo apos a estimulacdo com progesterona, tendo os machos maior
producéo de NO que as fémeas. Embora haja essa diferenga entre os sexos, ambos

0s grupos tiveram a fluorescéncia aumentada apds o estimulo com progesterona.

Em condicfes basais (auséncia de estimulos), a producéo de fluorescéncia emitida
da oxidacdo do DHE por O2*, em artérias coronarianas, mostrou-se maior no grupo
Macho quando comparado ao grupo Fémea (figura 20). Ap6s a estimulacdo com
progesterona, a fluorescéncia produzida foi aumentada nas fémeas quando
comparadas ao basal, enquanto nos machos foi similar ao basal. Além disso, na
presenca de Tiron (scavenger para O2°*) todos 0s grupos tiveram a resposta

diminuida.

A analise dos niveis de H202 demonstrou que em condi¢cdes basais (auséncia se
estimulos), a fluorescéncia emitida pelo DCF em artérias coronarias foi maior em
fémeas que em machos (figura 21). Apos estimulacdo com progesterona, 0s niveis de
fluorescéncia foram aumentados em ambos 0s sexos comparados as condicdes
basais. Apds estimulacdo com progesterona, os niveis de fluorescéncia foram
aumentados em ambos 0s sexos comparados as condices basais. Ndo obstante, na

presenca de catalase os niveis de fluorescéncia foram diminuidos em todos os grupos

A viabilidade dos vasos na analise de fluorescéncia emitida por DAF-2 foi testada
mediante estimulo por ACh, controle positivo para formacdo de NO. Os resultados
demonstraram que 0s vasos estavam viaveis, uma vez que a fluorescéncia foi
aumentada apos estimulo por ACh quando comparado as condi¢cdes basais em
ambos 0s sexos. Nas analises por DHE e DCF a viabilidade dos vasos foi testada por
estimulo da Ang Il, controle positivo para formacdo de espécies reativas. A
fluorescéncia foi aumentada tanto em fémeas quanto em machos confirmando que os

vasos estavam viaveis.
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Figura 21: Andlise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por DCF em artérias coronarias de (A) fémeas (n = 4) e (B) machos (n = 4) na
auséncia ou presenca de estimulos com quantificacdo da fluorescéncia produzida. Barra de escala = 20 ym. Os valores foram expressos com média + EPM. *
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experimentais. A analise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc deTukey.
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5. DISCUSSAO

O principal achado desse estudo foi que a progesterona foi capaz de promover
relaxamento no leito coronariano de ratos normotensos de ambos 0s sexos e esse
efeito foi similar em fémeas e machos. Apesar de essa resposta ter sido similar, os

mediadores envolvidos parecem ser diferentes em cada grupo.

Inicialmente confirmamos uma diferenca na PPC basal entre fémeas e machos,
corroborando estudos prévios de nosso laboratorio (MOYSES; BARKER; CABRAL,
2001; SANTOS et al., 2004, 2016; DOS SANTOS et al., 2012; DEBORTOLI et al.,
2017). Os mecanismos pelos quais o tbnus coronariano de ratas normotensas é mais
elevado que dos machos ainda ndo sdo completamente elucidados. Experimentos
com ratos gonadectomizados de ambos o0os sexos demonstraram que, apdés a
castracdo a PPC é reduzida nas fémeas, porém néo sofre alteracdo nos machos. Apés
o tratamento com estrogénio, a PPC foi restaurada nas fémeas e aumentada nos
machos, para valores similares aqueles observados em fémeas nao
gonadectomizadas (MOYSES; BARKER; CABRAL, 2001). Além disso, Santos et al.
(2016) demonstraram que a castragéo néo teve efeito na PPC de machos e reduziu a
PPC basal em fémeas, sugerindo um papel para os horménios sexuais femininos na
manutencdo do tbnus coronariano. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios
para determinar se esta elevacdo da PPC teria algum papel nos efeitos
cardioprotetores dos estrogenos observados em fémeas, bem como as possiveis vias
envolvidas nessa resposta. Talvez uma PPC mais elevada permita maior
vasodilatacdo quando o fornecimento de oxigénio e/ou nutrientes se torna reduzido
(SANTOS et al., 2016). De acordo com Figueroa-Valverde et al., (2011), a infusdo com
estrogénio aumenta significativamente a PPC e a resisténcia vascular com coragdes
isolados devido ao influxo de célcio por ativagdo dos canais para célcio do tipo-L via
mecanismo molecular extra nuclear o que poderia justificar o tdnus mais elevado
(FIGUEROA-VALVERDE et al., 2011).

Embora ndo tenha sido o objetivo deste estudo, a importancia dos mediadores

endotelias, bem como outros fatores, para a manutencéo ténus coronariano basal do
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leito coronariano foi confirmada, corroborando dados prévios do nosso laboratério
(SANTOS et al., 2004, 2016; ROUVER et al., 2015)

Ainda que a PPC basal das fémeas tenha sido maior que dos machos, quando
analisamos a reatividade vascular, observamos um efeito vasodilatador dose
dependente da progesterona similar em ambos 0s sexos. Sabe-se que os horménios
sexuais podem modular a reatividade vascular coronariana e isso pode ser observado
tanto pela acdo do estrogénio (SANTOS et al., 2004, 2016) como pela acdo da
testosterona em coronarias de rato (ROUVER et al., 2015). Um crescente corpo de
evidéncias indica que a progesterona também exerce importante efeito fisiologico
rapido, com acdes extra nucleares que regulam a vasodilatacdo e o tbnus vascular
(MINSHALL et al.,, 2002; RAMIREZ-ROSAS et al., 2014). Nossos resultados
demonstram que a progesterona pode atuar também na modulagéo da resisténcia das
artérias coronarianas em ambos 0s sexos, corroborando outros estudos em que a
administracdo de progesterona causou vasodilatacéo tanto em fémeas (MOLINARI et
al., 2001; MINSHALL et al., 2002) quanto em machos (CAIRRAO et al., 2012).

Depois de verificar a capacidade de relaxamento induzido pela progesterona,
analisamos as possiveis vias envolvidas nesta resposta no leito coronariano de ratos.
ApOs a inibicdo da sintese de NO, com L-NAME, o efeito vasodilatador da
progesterona foi potencializado em ambos o0s grupos. Outros estudos tém
demonstrado que a progesterona causa um aumento agudo na atividade da eNOS em
ovelhas, ratos e humanos, que foi associada com a producédo de NO (RUPNOW et al.,
2001; SELLES et al., 2001, 2002; SIMONCINI et al., 2004; PANG; DONG; THOMAS,
2015), um potente vasodilatador (HANAFY; KRUMENACKER; MURAD, 2001).
Nossos resultados sugerem que a via de formacdo do NO pode modular o
relaxamento induzido pela progesterona, uma vez que apds o estimulo com
progesterona os niveis de NO foram aumentados tanto em fémeas quanto em
machos. Curiosamente, o envolvimento de NO no relaxamento induzido pela
progesterona é estabelecido de uma forma negativa, uma vez que apos a inibicao de

sua sintese a vasodilatacdo induzida pela progesterona foi aumentada.

Uma possivel explicacéo para este resultado envolve a producéo de O2*". O O2* pode

ser proveniente de diversas fontes, dentre elas acdo da NOS (STUEHR; POU;
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ROSEN, 2001; MORIKAWA et al., 2003), COX (TANG; VANHOUTTE, 2009) e NOX
(TARAFDAR et al., 2018). Uma vez formado, o O2* pode sofrer acdo de enzimas
antioxidantes, tais como a SOD, que atua na dismutagdo do O2* e,
consequentemente, forma H202. Além disso, ele pode se ligar ao NO e formar
peroxinitrito (ONOQO") (ZOU.; SHI; COHEN, 2002). Contudo, a formacdo do ONOO"
ocorre de 3 a 4 vezes mais rapido que a formacao de H20: (KERR et al., 1999). Nao
obstante, o O2*, por si s6, pode agir diretamente como vasoconstritor aumentando a
sensibilidade ao Ca?* e induzir contricdo arterial (KNOCK et al., 2009) ou
indiretamente diminuindo a biodisponibilidade de NO (ZOU; SHI; COHEN, 2002).

O ONOO" é formado pela oxidacdo do NO pelo O2*, e pode agir inibindo a sintese de
fatores de relaxamento derivados do endotélio, uma vez que pode interferir
negativamente na producdo de substratos requeridos para formacdo de NO (por
exemplo: BH4), que consequentemente resulta no aumento da sintese de O2°* em vez
de NO pela NOS (LAURSEN et al., 2001; SATOH et al., 2005). Ademais, mesmo em
pequenas concentracdes (0.01 uM) ONOO" é capaz de inibir a sintese de PGl2 (ZOU,;
ULLRICH, 1996) e também prejudicar a vasodilatacdo mediada por EDHF, pelo fato

de reduzir a atividade dos canais para K* (LIU et al., 2002).

Assim, nos acreditamos que a progesterona pode estimular a sintese de NO,
resultando na formacdo de ONOO-, que pode agir prejudicando a sintese de NO e
PGlz, pela NOS e COX respectivamente, e prejudicar os efeitos do EDHF. Nesse
contexto, a auséncia de NO (para formacdo de ONOO") permite que o efeito da
progesterona seja aumentado. De fato, apds a estimulacdo com progesterona os
niveis de O2* ficaram elevados em artérias coronarias de fémeas. Desta forma, a
producdo de NO em resposta a progesterona justificaria a formagdo de ONOO". Os
machos, em contrapartida, ndo apresentaram alteracdo nos niveis de O2°* apds o
estimulo com progesterona. Entretanto, mesmo em condi¢cdes basais, 0os niveis de
O2°* em artérias coronarias de machos sdo maiores que nas fémeas, corroborando
estudo prévio de nosso laboratorio (DEBORTOLI et al., 2017). Isso poderia explicar o

fato de ocorrer a formagdo de ONOO™ neste grupo apds o estimulo de progesterona.

Outro possivel mediador endotelial é proveniente da via de formacdo dos

prostanoides. Assim, n0s também avaliamos o envolvimento desta via no relaxamento
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induzido pela progesterona no leito coronariano. Nossos dados demonstraram que a
inibicdo desta via diminuiu a resposta vasodilatadora da progesterona nos machos,
porém o mesmo ndo aconteceu nas fémeas, mostrando que, possivelmente, a via de
formacdo de prostanoides tem uma participacdo na acdo vasodilatadora da
progesterona nos machos, mas ndo em fémeas. De fato, em um estudo conduzido
com camundongos duplo knockout para eNOS e COX-1, chamados camundongos
EDHF, os machos ficaram hipertensos, enquanto as fémeas permaneceram
normotensas e apresentaram relaxamento de forma dependente do endotélio
(SCOTLAND et al., 2005), o que demonstra a importancia a via de formacéo dos
prostanoides em machos. JA hum estudo com anéis de aorta de fémeas jovens, foi
demonstrado que a progesterona pode atuar modulando positivamente a atividade da
COX, dessa forma, aumentando a disponibilidade de prostanoides vasodilatadores
(CUTINI; CAMPELO; MASSHEIMER, 2014). Os efeitos da progesterona podem ser
diferentes dependendo do tipo de vaso (SANTOS et al., 2014), o que explica nosso
resultado, tendo os prostanoides importancia na resposta vasodilatadora apenas de

machos.

Além das vias de formacdo de NO e prostanoides, investigamos se houve a
participacdo de algum candidato a EDHF. Quando inibimos com L-NAME +
indometacina, nas fémeas, a resposta vasodilatadora foi potencializada,
provavelmente em virtude da inibicdo individual com L-NAME, j& que as fémeas ap6s
inibicdo apenas com indometacina ndo houve diferenca na resposta vasodilatadora.
Esses achados sugerem a participacédo de algum EDHF nesta resposta. Nos machos,
por outro lado, apesar de a resposta ter sido potencializada, essa resposta € diferente
da observada na inibi¢cdo individual com L-NAME. Nés sugerimos que, neste grupo, a
reducado do relaxamento a progesterona com a inibicdo da via de prostanoides tenha
influéncia na diminuicéo da resposta potencializada pela inibicdo da formacéo de NO,
uma vez que, de acordo com nosso estudo, os prostanoides medeiam a vasodilatacao
induzida pela progesterona. Assim, quando inibimos esta via a resposta

vasodilatadora induzida pela progesterona fica diminuida.

Estudos do nosso grupo demonstraram que os EETs séo fortes candidatos a EDHF
no leito coronariano de ratos tanto normotensos (SANTOS et al., 2004; ROUVER et

al., 2015), quanto hipertensos (SANTOS et al., 2010). Assim, verificamos a
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participacdo desse mediador endotelial na vasodilatacdo induzida pela progesterona
com a inibicdo combinada das enzimas NOS, COX e CYP. Surpreendentemente, 0
relaxamento da progesterona foi similar em ambos os grupos, demonstrando que
algum outro fator poderia estar atuando ou mesmo, na auséncia de NO outros fatores
estariam evidenciados, uma vez que o NO, indiretamente, prejudica a formacédo dos
outros fatores de relaxamento derivados do endotélio (SILVA, B. R.; PERNOMIAN;
BENDHACK, 2012). Em ambos os sexos, na auséncia de outros fatores vasodilatares,
os EETs podem estar compensando o relaxamento induzido pela progesterona.

Os EETs interagem com os TRP membro 4 da subfamilia vallinoide (TRPV4) que, uma
vez ativado, disparam um gatilho para o grande influxo de célcio através de cada canal
TRPV4, levando a ativagao dos canais IKca € SKca (WATANABE et al., 2003; LOOT
et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Essa corrente é entdo propensa a se espalhar
através das junc¢des comunicantes mioendoteliais, resultando em relaxamento (POPP
et al., 2002; GRIFFITH; CHAYTOR; EDWARDS, 2004). Os canais TRP se translocam
rapidamente para cavéolas para modular o influxo de célcio em resposta a 11,12-
EETs nas células endoteliais (FLEMING, 2007). Em alguns leitos vasculares, um
aumento no célcio intracelular estimula a eNOS (KOHLER et al., 2006; HERCULE et
al., 2009).

Além disso, os EETs atuam nos canais BKca expressos nas células musculares lisas.
A ativacdo dos BKca pelos EETs parece ser via GPCR do tipo Gs (estimulatorio)
(YANG et al.,, 2007; CHEN et al.,, 2011). EETs promovem a ligacdo do GTP a
subunidade a dos GPCR em células endoteliais (NODE et al., 2001) e os BKca podem
ser ativados diretamente por uma agao delimitada por Gs, ou por ativagdo de uma
cascata de sinalizagéo classica. Os EETs ativam a AC e a PKA ( WONG et al., 1997,
WONG; LAI; FALCK, 2000; NODE et al., 2001; YANG et al., 2007) que podem
estimular a transmissdo da hiperpolarizacdo pelas juncdes comunicantes
(BURGHARDT et al., 1995; TAYLOR et al., 2001; GRIFFITH et al., 2002). Além disso,
os EETs podem ativar os canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) nas células
musculares lisas de ratos (LI et al., 1999; YE; ZHOU; LEE, 2005).

Outro fator capaz de agir como EDHF em artérias coronarias é o H202 (MATOBA et

al., 2000, 2002). Contudo, seu efeito pode variar de acordo com o leito vascular, a
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espécie estudada e as condi¢cOes experimentais (CHAYTOR et al., 2003; GLUAIS et
al., 2005; LUCCHESI; BELMADANI; MATROUGUI, 2005). Tem sido relatado que o
H20O2 causa vasodilatagdo e vasoconstricdo (quando a hiperpolarizacdo €
comprometida) de artérias mesentéricas de camundongo perfundidas (LUCCHESI,
BELMADANI; MATROUGUI, 2005) e pode ser diferente do EDHF em artérias femorais
de coelho (CHAYTOR et al.,, 2003). Foi também relatado que H202 induz
vasodilatacado dependente do endotélio por meio da liberacdo de PGE:2 pela COX-1 e
relaxa diretamente o musculo liso vascular por hiperpolarizacdo mediada pela
ativagdo de Kca (THENGCHAISRI; KUO, 2003).

Ao adicionarmos um catalizador da degradagcdo de H20: (catalase) na solucdo de
perfusdo, a reposta induzida pela progesterona foi reduzida apenas nas fémeas.
Assim, sugere-se que a vasodilatacdo induzida pela progesterona no grupo fémea,
tenha participacéo do H202. De fato, a anélise de DCF mostrou um aumento nos niveis
de H20:2 apos estimulagdo com progesterona nas fémeas. Embora os niveis de H202
em machos também tenham aumentado apdés estimulo com progesterona,

acreditamos que neste grupo néo ha participacdo de H202 no relaxamento.

No endotélio, o H202 é proveniente da dismutacdo do O2°* catalisada pela SOD
(FARACI; DIDION, 2004). A dismutacao é caracterizada por uma reacdo quimica,
conhecida por oxirreducdo, em que a mesma espécie reativa € oxidada e reduzida
(BIELSKI, B.H.; CABELLI, D.E, 1995). Neste caso, a SOD catalisa a reacao do O2*
em H202 + O2 por meio de reacdes alternadas de reducdo e oxidacdo dos metais
presentes no sitio ativo da enzima (Cobre, Cu e Manganés, Mn) (HASSAN;
FRIDOVICH, 1981; OSMAN; BASCH, 1984). Nos vasos sanguineos, existem trés
isoformas de SOD que dismutam o 02 em H202 (OKADO-MATSUMOTO;
FRIDOVICH, 2001). Cu, Zn-SOD esté localizado principalmente no citosol, nucleo e,
em menor grau, nas mitocondrias (FARACI; DIDION, 2004), dismutando o O2* e
prolongando a meia-vida do NO (MUGGE et al., 1991). A atividade Cu, Zn-SOD
representa aproximadamente 50-80 % de todas as atividades de SOD na parede
vascular (DIDION et al., 2002). A Mn-SOD esta localizada na mitocondria catalisa a
dismutacdo do O2* derivado das cadeias respiratorias (FARACI; DIDION, 2004). A
SOD extracelular (ecSOD) estéa localizada extracelularmente e catalisa a dismutacao

do O2* extracelular para proteger a difusdo do NO (FUKAI et al., 2002).
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Uma vez que a formacgéo de H202 pode ocorrer pela dismutacdo de O2* pela enzima
superdxido dismutase, realizamos a curva de progesterona na presenca de Tiron,
scavenger para O2°*. A resposta nas fémeas foi reduzida enquanto nos machos néo
foi alterada. Desta forma, sugerimos que o O2* teria sido catalizado a H202,
contribuindo para a resposta vasodilatadora nas fémeas. Wassman et al. (2005),
demonstraram que em aorta de ratos a progesterona promoveu a sintese de O2* e
esta sintese, em parte, ocorreu pela NOX (WASSMANN; WASSMANN; NICKENIG,
2005). No presente estudo, uma vez que o complexo enzimatico foi inibido e a
resposta a progesterona, nas fémeas, foi reduzida, o que indica que a sintese de O2*
também teve participacdo da NOX. Desta forma, a SOD atuaria na formacgéo de H202,
que atuaria como vasodilatador. Além disso, a formacdo de O2* estimulada pela

progesterona pode ter contribuido para formacdo de ONOO- em ambos em sexos.

Embora a resposta da progesterona, no leito coronariano de ratos normotensos tenha
por caracteristica uma acdo rapida (vasodilatacdo em poucos segundos), o que
sugere uma acao extranuclear, também avaliamos a participacdo dos receptores
nucleares de progesterona, tendo em vista que a literatura demonstra um possivel
envolvimento desses receptores tanto em ac¢des nucleares como extranucleares da
progesterona (BOONYARATANAKORNKIT; EDWARDS, 2004). Uma vez realizada
inibicdo desses receptores, apenas fémeas tiveram a resposta vasodilatadora

reduzida.

Sabe-se que, em artérias de humanos, como por exemplo nas artérias aodrticas, o PR-
B € igualmente expresso entre 0s sexos. Em contrapatida, no musculo liso vascular
feminino o PR-A apresenta maior expressdo quando comparado ao masculino
(NAKAMURA et al., 2005). Em outro estudo, foram identificados mRNA de PR-A e
PR-B em células endoteliais de veia umbilical humana apesar de apenas o0s
receptores PR-A tenham sido detectados nestas células (TATSUMI et al., 2002).
Assim, nossa sugestdo é que a resposta vasodilatadora tenha envolvimento de PR
apenas nas fémeas. A literatura sugere que possivelmente a resposta da
progesterona envolva a sinalizagdo via PR-A, uma vez que PR-B esta fortemente
ligado a transcricdo génica e PR-A, em geral, pode desencadear suas func¢des de

maneira dependente de ligagdes de outros receptores de hormonios esteroides, o que
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inclui PR-B, receptor de estrogénio, receptor de andrégeno, receptor de glicocorticoide
e receptor de mineralocorticoide cultura de células renais de macacos e cultura de

células endometriais humanas (VEGETO et al., 1993).

No final da década de 90 um novo receptor de estrogénio foi identificado, inicialmente
nomeado, GPR30 (OWMAN et al., 1996; CARMECI et al., 1997; TAKADA et al., 1997).
Evidéncias demonstram que este receptor poderia desempenhar um papel importante
na inibicdo do crescimento de células de cancer de mama humano (células MCF-7),
induzida por progesterona, uma vez que a superexpressdo deste receptor inibiu o
crescimento destas células, enquanto a inibicdo da sua expresséao reverteu o efeito
inibidor do crescimento estimulado pela progesterona (AHOLA et al., 2002). Thomas
et al. (2005), demonstraram que o GPR30, atualmente nomeado GPER, apesar da
alta afinidade pelo estrogénio, também pode desempenhar sua atividade quando
estimulado pela progesterona em concentracdes abaixo de 1 uM (THOMAS et al.,
2005).

Tendo em vista uma possivel participacdo do GPER na resposta vasodilatadora da
progesterona no leito coronariano de ratos, decidimos avaliar a participacdo deste
receptor. Nossos resultados demostraram que, o efeito vasodilatador da
progesterona, mesmo em concentracdes de acima de 1 uM, foi abolido em ambos os
sexos. Estudos realizados por Debortoli et al. (2017) demonstraram que o GPER é
expresso igualmente em coronarias de ratos normotensos de ambos 0s sexos. Desta
forma, acreditamos que, no leito coronariano de ratos fémeas e machos a
progesterona, ao desencadear suas acdes rapida também pode envolver a
participacdo do GPER o0 que levaria a hiperpolarizacdo e consequente relaxamento

vascular.

Sabendo que os GPCR, em geral, podem diminuir a quantidade do estimulo se
desligando da proteina G acoplada (FERGUSON; CARON, 1998) e para descartar a
possibilidade de uma diminui¢cdo da ac&o da progesterona frente a inibicdo do GPER,
por taquifilaxia, realizamos uma segunda curva de progesterona apés 20 minutos do
término da primeira curva sem a interferéncia de nenhum agente farmacolégico. Para
a farmacologia, taquifilaxia é entendida como uma diminuicdo progressiva em

resposta a uma dada dose apOs administracdo repetida de uma substancia
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farmacologicamente ou fisiologicamente ativa (STEDMAN, 2006). Essa diminuicao da
resposta pode estar atrelada a internalizacdo do receptor frente ao estimulo
(FERGUSON, 2001). Em nosso estudo, encontramos que a resposta vasodilatadora
da progesterona foi mantida, em ambos os sexos, mesmo apos 20 minutos de
intervalo, demonstrando dessa forma, que as modulacfdes que ocorreram em resposta
a progesterona (figura 22) foram decorrente dos efeitos dos agentes utilizados neste

estudo e ndo de uma possivel dessensibilizacdo ao estimulo da progesterona.
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Figura 22: Possiveis fatores envolvidos no relaxamento induzido pela progesterona no leito
coronariano de ratos normotensos de ambos o0s sexos. — Estimulag&o unidirecional. <> Estimulagao

bidirecional. - Inibicdo ou bloqueio.
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6. CONCLUSAO

A progesterona parece ter um papel protetor na circulagdo coronariana de ratos
normotensos de ambos 0s sexos, por ser capaz de promover relaxamento de maneira
dose dependente. Esse efeito €, em parte, mediado por NO e H202 em fémeas e NO
e prostanoides em machos. Além disso, a participacdo de outros fatores, em resposta
a progesterona nao pode ser desconsiderada. O GPER parece mediar a vasodilatacéo
induzida pela progesterona em fémeas e machos, enquanto o PR parece estar
envolvido nessa resposta apenas nas fémeas. Esses achados podem prover base
para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na acdo da progesterona no leito
coronariano, podendo assim, contribuir para o desenvolvimento de novas formas de
terapias que objetivam minimizar 0s riscos provenientes de alteragdes

cardiovasculares decorrentes da diminuicdo da producdo dos hormonios sexuais.
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APENDICE A — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo com L-NAME.
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APENDICE B — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo com indometacina.
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APENDICE C — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo combinada de L-NAME e indometacina.
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APENDICE D — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo combinada de L-NAME, indometacina e clotrimazol.

Fémeas
%) ﬁ t= 1155676 PPCm= 114,78 mmHg
200
i HWEM I A s
E
E d
: A I A K g ¥
o
& (=]
& 50 E
+
= £ =z 3 3% 5 w = = = 3 5 5
o g 2R ®S 8 g z 2 2 b R =] 2
= -+ - | = - | = - = = = - - - - -
= [=] o o o o o o — [~ - [-% o o o o
. : 3 (M0 “(W e a0 200 30 1-40: 1500 :
20:00 30:00 40:00 18 =T s e s 1:10:00 g 1:20:00 1:30:00 TS0 75000 15 2:00:00

Machos
) B t= PPCm =
200
:E“ 150 3
A dw s —— w
100 +
5 s A I 8 g
£ et o T S =t
50 =
=z =zz 5 % % w = =z =z % % 5
2 2R3 E R 8 3 2 2 A3 &2 =& 7
0
= = = = = = = = = - - = - - -
= [=] o o o [-% o o - [=] o o o o o [-%
:00 15:00 20:00 25:00 30:00 35:00 40:00 AS5: 00 Ltk ) Lo 0 1:00:00 1:05:00 1:10:00 1:15:00 1:20:00 1:25:00. ;3000 1:35:00 1:40:00 1:45:00
1 2| 3| 415 =] 7 8 g 10 112 13 14 15
]




APENDICE E — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo combinada de L-NAME, indometacina e catalase.
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APENDICE F — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo com Tiron.
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APENDICE G — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo com Apocinina.

Fémeas

_ A
oS bd| o7 2
g Zin
_ I, Wnos td| 37
“ WNOE bd| 7™ o
-
A WNoE | ™
- WNOT #d| |
i :
n |
- WNS $d o ' WNOT bd| 27
WNE tdf | &
' ' WS bd| |7
WAt bd] E
* % ' WNE bd] &
oswal |~ ' Wt b —
g oswa| &7
R &
g 8
A &
g g
& 2
Jo g
' WNOE Od¥] 4 I
N =
v WNOS +d
=
P  wnocwd g 8
T L
' WNOT #d| T WNDE YNINDOd:| =
WS bal| o
| -
Zen NS bd| &
- WNE #d| € =
. B
o
- WNT td WNOE bd

1

0skia i
1WN0T td| &

1:00:p0

WNS #d

55:00

WRE #d| g,

WNT +d

\
|
|
- OSka
-
5 g
g
g
B =]
44 5 g

> [l o = o
E = o w m -
= j ~

S []  Gruwjuwdd  [+[1] |

45:00

35:00

35.00

PPCmn
PPCm
30:00

30000
25:00

25:00
20:00

20:00
15:00

15:00

[t]gs ] «

250
200
150

o ] o
o ] o
] — —

|[~]
G [ GHuw)ungd  [#F[1] s

Machos




APENDICE H — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pela

inibicdo com mifepristona.
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APENDICE | — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida pelo inibicdo

com G36.
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APENDICE J — Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela progesterona no leito coronariano de ratos seguida de uma

nova curva sem influéncia de inibidores.
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