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RESUMO

As doencas cardiovasculares representam a principal causa de morte no mundo.
Diversos estudos tém demonstrado que a incidéncia de doencgas cardiovasculares em
mulheres no periodo fértil € menor que em homens da mesma faixa etaria. Essa
diferenca parece estar relacionada a acdo dos horménios femininos que conferem
cardioprotecdo as mulheres. A terapia de reposicdo hormonal classica € composta por
estrogénio e progesterona, e os efeitos benéficos do estrogénio sdo bem
estabelecidos. Por outro lado, a progesterona (P4) possui efeitos ainda controversos
dependendo do leito vascular estudado. Devido a essa variabilidade da resposta em
diferentes leitos vasculares a progesterona, o presente trabalho investigou os efeitos
do tratamento com progesterona sobre a reatividade vascular coronariana dependente
do endotélio em ratas Wistar ovariectomizadas. Para esse estudo foram selecionadas
ratas adultas com 8 semanas de vida divididas em SHAM, Ovariectomizadas (OVX) e
Ovariectomizadas tratadas com progesterona (OVX P4). Ao final do tratamento, a
pressao arterial sistdlica foi avaliada por pletismografia de cauda. Apds eutanasia 0s
coracdes foram removidos e a reatividade vascular coronariana foi avaliada pela
técnica de Langendorff modificada. A Curva dose resposta de bradicinina (BK) foi
construida seguida por inibigdes com 100 uM L-NAME, 2,8 uM indometacina (INDO),
L-NAME + INDO ou L-NAME + INDO + 0,75 uM clotrimazol (CLOT). A densidade
protéica da eNOS total, Akt e gp91lfox, foi quantificada pelo método de Western
blotting. O protocolo de dihidroetidio (DHE) foi usado para quantificar a concentragéo
de anion superoxido (0O2*), assim como a analise de peréxido de hidrogénio (H2032) foi
realizada pelo protocolo de marcacéo para 2', 7'-diclorofluoresceina (DCF). Os dados
foram expressos como média + EPM e a comparacgao entre os grupos foi realizada
por ANOVA de 1 ou 2 vias, seguida de post hoc de Tukey (p < 0,05). Nao houve
diferenca entre os grupos em relacdo a pressao arterial sistolica. A pressdo de
perfusdo coronariana (PPC) basal foi reduzida pela ovariectomia, e o tratamento com
P4 foi capaz de prevenir essa reducédo (SHAM =88 £ 3; OVX =70 £ 8; OVX P4 = 96
+ 8 mmHg). Observamos que a vasodilatacdo coronariana dependente do endotélio,
induzida pela BK, no grupo OVX foi menor e mantida no grupo OVX P4. Apés inibicao
isolada, ou conjugada dos fatores de relaxamento dependente do endotélio (NO, PGl2
e EDHF), observamos que a vasodilatacéo induzida por BK foi maior no grupo OVX

P4 do que nos demais grupos, e apenas a inibicdo combinada dos trés fatores



relaxamento aboliu essa resposta. O tratamento com progesterona preveniu o
estresse oxidativo induzido pela ovariectomia. Estes resultados sugerem que a
progesterona possui acao benéfica sobre o leito vascular coronariano, impedindo os
efeitos deletérios sobre 0 endotélio provocados pela deficiéncia de hormoénios sexuais

ovarianos promovida pela ovariectomia.

Palavras Chaves: Progesterona, Artérias coronarias, Reposi¢cao hormonal, Endotélio,

Vasodilatacao.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a leading cause of death in the world. Several studies
have shown that the incidence of cardiovascular diseases in women in the fertile period
is lower than in men of same the age group. This question seems to be related to the
action of the female hormones that confer cardioprotection to the women. Classic
hormone replacement therapy is made by estrogen and progesterone, and the
beneficial effects of estrogen are well established. On the other hand, progesterone
(P4) has different effect depending on the bed studied. For this reason, in the present
study we investigated the effect of the progesterone treatment on endothelium-
dependent coronary vascular reactivity in female Wistar rats. For this study were
selected adult rats with 8 weeks of life divided into SHAM, Ovariectomized (OVX),
Ovariectomized and progesterone treated (OVX P4). The systolic blood pressure was
measured by plethysmography. After euthanasia the hearts were removed and
coronary vascular reactivity was assessed by modified Langendorff technique. Curve
dose response of bradykinin (BK) was constructed followed by inhibitions with 100 uM
L-NAME, 2.8 uyM indomethacin (INDO), L-NAME + INDO or L-NAME + INDO + 0.75
MM clotrimazole (CLOT). Expression of the proteins, eNOS, Akt and gp91fox, was
quantified by the Western blotting method. The dihydroethyde (DHE) protocol was
used to quantify the superoxide anion concentration (O2°*), as well as the hydrogen
peroxide (H202) production was evaluated by 2, 7'-dichlorofluorescein (DCF) protocol.
Data were expressed as mean + SEM and the comparison between groups was
performed by 1 or 2-way ANOVA, followed by Tukey post hoc (p < 0.05). There was
no statistical difference regarding systolic blood pressure. Baseline coronary perfusion
pressure (CPP) was reduced by ovariectomy, although P4 treatment was able to
prevent this reduction (SHAM =88 + 3, OVX =70 + 8, OVX P4 = 96 + 8 mmHg). We
observed that BK-induced endothelium-dependent coronary vasodilatation was
impaired in the OVX group and maintained in the OVX P4 group. After isolated or
conjugated inhibition of endothelium-dependent relaxation factors (NO, PGI2 and
EDHF), we observed that BK-induced vasodilatation was greater in the OVX P4 group
than in the other groups, and only the combined inhibition of the three relaxation factors
abolished this response. Treatment with progesterone prevented oxidative stress

induced by ovariectomy. These results suggest that progesterone has a beneficial



action on the coronary vascular bed, preventing deleterious effects on the endothelium

induced by the ovarian sex hormone deficiency promoted by ovariectomy.

Key words: Progesterone, Coronary arteries, Hormonal replacement, Endothelium,
Vasodilation.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a maioria dos paises ocidentais tem melhorado a atencéo e os
cuidados a saude. Essas mudancas culminaram no aumento da expectativa de vida
(North; Sinclair, 2012). Dessa forma, a preocupacdo com a qualidade de vida durante
o processo de envelhecimento aumentou (Dawalibi et al., 2013). O envelhecimento &
um processo natural ocasionado por um declinio fisiolégico, bioquimico e funcional
dos 6rgdos, o que aumenta a susceptibilidade as doencas crénico-degenerativas,

exibindo caracteristicas préprias em diferentes individuos (McHugh; Gil, 2018).

Nos paises desenvolvidos a expectativa de vida da mulher é de 80 anos, dessa forma
a mulher pode passar cerca de um terco da sua vida na pés-menopausa (Benjamin et
al., 2019). A menopausa €é caracterizada pela interrupcdo definitiva dos ciclos
menstruais, ocasionada pela deplecdo dos foliculos ovarianos, com consequente
faléncia funcional dos ovarios (Paoletti; Wenger, 2003). Portanto, o entendimento do
climatério, que se configura na fase de transicdo entre o periodo reprodutivo e nao

reprodutivo da mulher, ganhou relevancia nos ultimos anos (Chalouhi, 2017).

Embora o climatério seja um processo fisiolégico, ele desencadeia varias
modifica¢cdes no organismo da mulher, trazendo, diversos sintomas clinicos, além de
tornar a mulher propensa ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCVs),
osteoporose, declinio cognitivo, depresséo e a doenca de Alzheimer (Xu et al., 2005).

Dentre as doencas que podem ser desenvolvidas na pés-menopausa é importante
destacar as DCVs, pois mesmo com 0s avancos tecnoldgicos no diagndéstico e no
entendimento dos mecanismos e no tratamento, as DCVs ainda sdo a principal causa
de mortalidade no mundo (Benjamin et al.,, 2019). No Brasil as doengas
cardiovasculares sao responsaveis por aproximadamente 30% de todas as mortes
registradas em um ano (Brasil, 2017). Além disso, as DCVs representam uma das
principais causas de morte em mulheres na pés-menopausa nho mundo ocidental
(Tsai; Stefanick; Stafford et al, 2011), dentre as quais a doenca arterial coronariana
assume grande importancia (Benjamin et al., 2019).

Esse aumento a propensdo ao desenvolvimento de DCVs na pés-menopausa pode
ter relacdo com a reducdo ou cessacdo da producdo dos horménios sexuais

femininos. Estudos clinicos tém demonstrado que hormdnios sexuais femininos



18

exercem efeitos benéficos sobre as func¢des cardiovasculares (Wenner; Stachenfeld,
2012). Além disso, durante a gravidez, em que 0s niveis de estrogénio e progesterona
sao elevados na circulacdo, a presséao arterial da mulher reduz (Wilson et al.,1980) o
que indica um papel desses hormoénios na regulacéo da pressao arterial. Consoante,
estudos clinicos tém demonstrado que horménios sexuais femininos exercem efeitos

benéficos sobre as fungdes cardiovasculares (Wenner; Stachenfeld, 2012).

Portanto, com objetivo de melhorar a qualidade de vida, e diminuir o risco do
desenvolvimento DCVs para a mulher na pés-menopausa, foram propostas as
terapias de reposicdo hormonal (TRH) (Chalouhi, 2017). As primeiras formas de
terapia foram propostas apenas com estrogénio, uma vez que esse horménio exerce
papel importante no sistema cardiovascular, bem como possui acdo benéficas
diversos outros sistemas do organismo. (Rozenberg et al., 2013). Dentre todas as
acOes cardiovasculares do estrogénio, em especial o 17B-estradiol (E2), esta a sua
atuacao direta sobre o vaso que caracteriza um dos principais fatores de protecao
atribuidos a esse hormonio. O E2 modula o ténus vascular, e é ativo tanto no musculo
liso vascular quanto nas células endoteliais. Além disso, o E2 possui acdo antioxidante
por reduzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), e devido a sua
estrutura fendlica € capaz de sequestrar radicais livres como o anion superoéxido
(Pang; Dong; Thomas, 2013). O efeito cardioprotetor do E2 se estende a inibicdo da
agregacdao plaquetaria e a inibicdo da proliferacdo de musculo liso vascular (Tostes et
al., 2003).

Outro fator importante, que confere ao estrogénio caracteristica cardioprotetora € a
modulacao benéfica do perfil lipidico, pois ele atua no metabolismo das lipoproteinas,
aumentando a sintese de lipoproteina de alta densidade (HDL) e a degradacédo de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Tostes et al., 2003), além de ser capaz de
modular o sistema renina angiotensina aldosterona, diminuido a expressao de
receptor da angiotensina tipo 1 (Fisher; Baessler; Schunkert, 2002), inibindo a
atividade da renina, dessa forma diminuindo a conversao de angiotensinogénio em

angiotensina (Gragasin et al., 2003).

Apesar das acgbes benéficas do E2 sobre o sistema cardiovascular, as terapias
estrogénicas causaram complicacbes principalmente em nivel endometrial,

aumentando a predisposicéo de cancer de utero, bem como a proliferacao celular nas
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glandulas mamarias favorecendo o desenvolvimento de cancer de mama (Rozenberg
et al., 2013). Para sanar esses inconvenientes, foi proposta a THR classica, na qual
foi adicionada progesterona (P4) com o intuito de impedir os efeitos colaterais
promovidos pelo E2 (Utianab, 1997). Entretanto, alguns estudos clinicos
demonstraram efeitos adversos desta terapia conjugada, uma vez que houve aumento

na incidéncia de eventos cardiovasculares e tromboembodlicos (Grady et al., 1998).

Esse foi 0 caso do Heart and Estrogen-Progestin Replacement Study (HERS), que
possuiu duas fases, na primeira fase do estudo foram incluidas 2763 mulheres com
idade média de 66,7 anos, todas apresentavam doencas coronarias prévias e utero
intacto. Essas mulheres foram acompanhadas por um periodo de 4,1 anos, a cada
quatro meses eram realizadas avaliagées parciais dos resultados. Posteriormente,
esse estudo foi ampliado para um novo seguimento (HERS II), nessa segunda fase
foram admitidas 2321 mulheres, acompanhadas por um periodo de 2,7 anos (Grady
et al., 1998).

Nesse estudo foi concluido que a TRH nao foi capaz de reduzir os riscos de doencas
coronarianas, em contrapartida foi observado aumento dos riscos cardiovasculares no
primeiro ano. Ademais, houve elevacdo de eventos de tromboembolismo. Em
decorréncias dos fatos ocorrido com as integrantes do estudo, o HERS foi

interrompido, ndo permitindo avaliacdo da TRH em longo prazo (Grady et al., 2002).

Outro estudo denominado Women’s Health Initiative (WHI), que teve como um dos
objetivos avaliar os riscos e beneficios da TRH para a reducdo da incidéncia de
doencas cardiovasculares e cancer de mama, também nao teve um desfecho positivo.
O WHI incluiu participantes com idades entre 50 e 79 anos sem doenca coronarias
prévias. O seguimento do estudo que comparou a utilizacdo de TRH com placebo foi
interrompida antes do final planejado, pois o comité de seguranca do estudo constatou
excesso de risco de cancer de mama invasivo ap6s média de 5,2 anos de seguimento
(Stefanick et al., 2003).

Esses achados negativos quanto aos efeitos da TRH sobre o sistema cardiovascular
podem estar relacionados com diversas questdes contidas nos desenhos
experimentais desses estudos. No caso do HERS, as participantes, ja possuiam

doencga coronariana. Uma outra questdo que deve ser destacada, foi a idade
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avancada das integrantes, e principalmente o tipo de progestina utilizada. Tanto no
HERS quanto no WHI, foi utilizado o acetato de medroxiprogesterona (MPA), uma
progestina sintética, com estrutura molecular parecida com a P4 que, no entanto, pode
apresentar efeitos fisiologicos diferentes aos observados com a P4.

A P4 é um hormonio esteroide produzido pelas gbnadas, suprarrenais, sistema
nervoso central e periférico bem como pela placenta. Nos ovarios a P4 é secretada
pelas células foliculares do ovario antes da ovulagdo e também em maiores
quantidades pelo corpo luteo, que se forma apds a ovulacdo, sob estimulagdo do
horménio luteinizante (LH). Tem como precursor o colesterol que é transformado em
pregnenolona, para posteriormente ser convertido em progesterona (Taraborrelli,
2015). A progesterona circula na corrente sanguinea ligada geralmente a albumina
sérica ou a globulina de ligacao ao cortisol, mas uma pequena percentagem encontra-
se na sua forma livre bioativa (Scarpin et al., 2009). Uma vez no tecido alvo, a P4
atravessa a membrana celular e se liga ao seu respectivo receptor citosoélico. Quando
ocorre a interagdo hormonio-receptor comeca o processo de mudanga conformacional
precedendo a dissociacdo das proteinas de choque térmico (Allan et al., 1992),
resultando na dimerizacdo desse receptor (Tsai et al., 1988; Tsai; O'Malley 1991).
Apods a formacdo de um homodimero o complexo horménio receptor se liga em
sequéncias especificas do DNA denominadas elementos responsivos ao horménio. O
complexo horménio-receptor atua como um fator de transcricdo, modulando a sintese
de mRNA e de proteinas responsaveis pelos efeitos finais da P4 (Brys et al., 2009).
Os efeitos da P4 sdo mediados pela ligacao ao receptor de progesterona nuclear (PR).
Os receptores nucleares para progesterona sao expressos em duas isoformas
distintas, PR-A e PR-B (Scarpin et al., 2009). Por meio desse mecanismo a P4 afeta
o desenvolvimento e o comportamento sexual e uma variedade de outras funcdes

reprodutivas e nao reprodutivas (Taraborrelli, 2015).
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Figura 1: Representagéo esquematica da via de sinalizagcado gendmica da progesterona.

Além do modelo classico de mecanismo de acdo da P4, também conhecido como
modelo genbmico ou nuclear, a P4 também pode atuar de forma rapida e nao-
gendbmica (extranuclear), por meio de receptores de membrana, ndo alterando a
expressdo génica e sintese de proteinas (Karteris et al., 2006). Recentemente foi
descoberto uma nova classe de receptores de progesterona localizada na membrana
plasmatica. Os receptores de membrana para progesterona (mPR) possuem cinco
isoformas (mPRa, mPRB, mPRy, mPRd e mPRe) e apresentam caracteristicas tipicas

dos receptores acoplados a proteina G (Thomas; Pang; 2013).

Apesar das progestinas serem moléculas parecidas com a P4, e atuarem nos mesmos
receptores, estudos tém demonstrado que as acOes desencadeadas pelas
progestinas, em algumas ocasides, parecem ser diferentes ou até opostas as da P4
(Clarkson, 1999; Fournier, 2005; Schumacher, 2008; Cutini et al., 2009; Cutini et al.,
2014). Tanto no estudo HERS quanto no WHI a progestina utilizada foi o MPA.
Estudos demonstraram que o uso dessa progestina na TRH foi um importante fator
para os resultados negativos, uma vez que o MPA parece ter efeitos deletérios no
aparelho cardiovascular, como: aumento da progresséo da aterosclerose, reducao do
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efeito vasodilatador promovido pelos estrogénios, aumento da deposicao de LDL na
placa de aterosclerose, aumento do potencial trombogénico da placa e aumento da

resisténcia periférica a insulina (Clarkson, 1999).

Além disso, a regulacdo da funcdo vascular ocorre de maneira diferente em relagao
ao MPA e a P4, devido ao fato de a P4 estimular a producédo de 6xido nitrico (NO),
enguanto o MPA inibe sua sintese nas células endoteliais. Em estudo de Chataigneau
et al. (2004), a administracéo cronica de P4 em ratas ovariectomizadas restaurou o
controle endotelial do tbnus vascular em anéis da artéria mesentérica por meio da
formacéo de NO endotelial, no entanto o MPA ndo desempenhou a mesma acao. Essa
resposta oposta do MPA em relacdo a P4 também ocorre sob condi¢des inflamatorias.
A P4 previne a adesdo de plaquetas as células endoteliais, enquanto o MPA
potencializa a adeséao de plaquetas (Cutini et al, 2014). Além disso, MPA, também se
liga a receptores de glicocorticéides que inibem a transcricdo génica da Oxido nitrico

sintase endotelial (eNOS) e a sua atividade enzimatica (Zerr-Fouineau et al., 2007).

Devido aos efeitos negativos do uso do MPA, alguns estudos recomendam o uso da
progesterona micronizada na TRH, pelo fato deste progestageno ter uma estrutura
guimica idéntica a da progesterona natural, tendo assim os mesmos efeitos biolégicos,
e ndo os efeitos deletérios sobre o metabolismo lipideos e aparelho cardiovascular
do MPA (Lignieres, 1999; Lange et al., 2006; Francieli, 2011). Esses efeitos incluem
regulacao do perfil lipidico e acéo direta sobre o sistema cardiovascular.

Sobre o perfil lipidico, a progesterona natural promove a elevacdo da sintese
lipoproteina de alta densidade (HDL) e o catabolismo de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), diminuindo assim os niveis de LDL, e aumentando os niveis de HDL
(Kamada et al., 2001). Dessa forma, podemos observar a participacdo da P4 de forma
benéfica na regulacdo do perfil lipidico, uma vez que na pés menopausa, em que
ocorre diminuicdo dos horménios sexuais, a mulher desenvolve um perfil lipidico mais
propenso a aterogénese com elevagdo dos niveis de LDL e diminuicdo de HDL
(Keaney et al., 1994).

Em se tratando do sistema cardiovascular, evidéncias sugerem que o P4 exerce seus
efeitos por acdo direta sobre o coragdo promovendo um efeito antiarritmico

acelerando a repolarizagdo cardiaca e tem papel preventivo na lesdo de isquemia,
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reduzindo a resposta inflamatoéria (Dhote; Balaraman, 2007). Além disso, a P4
demonstrou a capacidade de inibir a apoptose de cardiomiocitos (Morrissy et al.,
2010). Seu efeito cardioprotetor parece envolver, também, a modulacdo da pressao
arterial, ja que a P4 diminui a pressao arterial em homens hipertensos e em mulheres
na pos-menopausa (Paszkowski, 2011). A P4 também é capaz de diminuir a

resisténcia vascular sisttmica em mulheres normotensas (Cheng et al., 2012).

Outro beneficio da P4 sobre o sistema cardiovascular é a sua agéo direta sobre os
vasos sanguineos (Regidor, 2014). Os vasos sanguineos séo, geralmente, compostos
das seguintes camadas ou tunicas: adventicia, média e intima (Pignoli et al., 1986).
Sendo adventicia a camada mais externa composta por fibroblastos, fibras de
colageno e fibras elasticas, a tdanica média formada, essencialmente, por células
musculares lisas, e a intima por células endoteliais pavimentosas dispostas sobre uma
camada de tecido subendotelial que formam o endotélio (Borysenko; Beringer, 1984).
O endotélio desempenha um papel funcional sobre a reatividade vascular (Furchgott;
Zawadzki, 1980) por meio da producao e liberacdo equilibrada de fatores vasoativos

que agem sobre o musculo liso e regulam o ténus vascular (Donato et al., 2009)
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Figura 2: Esquema ilustrativo da sintese de vasodilatadores endoteliais e interagdo com o musculo liso

vascular (Shimokawa, 2010).
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A P4 age no vaso inibindo a proliferacdo de células do musculo liso vascular (CMLV)
protegendo os vasos sanguineos do desenvolvimento de aterosclerose (Regidor,
2014), inibe a agregacdo plaquetaria (Cutini et al., 2014) e por fim, é capaz de
promover relaxamento de leitos vasculares (Miller; Vanhoutte, 1991; Gerhard et al.,
1998). Esse efeito se da por acdo direta no musculo liso vascular, e um efeito
dependente do endotélio, onde a progesterona estimularia a liberacdo de agentes

vasodilatadores (Regidor, 2014).

A P4 age no vaso inibindo a proliferacdo de células do musculo liso vascular (CMLV)
protegendo os vasos sanguineos do desenvolvimento de aterosclerose (Regidor,
2014), inibe a agregacao plaqguetaria (Cutini et al., 2014) e por fim, é capaz de
promover relaxamento de leitos vasculares (Miller; Vanhoutte, 1991; Gerhard et al.,
1998). Esse efeito se da por acao direta no musculo liso vascular ou por acéo indireta
por meio da liberacdo de agentes vasodilatadores dependentes do endotélio (Regidor,
2014).

No musculo liso, a progesterona atua sobre o canal para calcio (Ca?* tipo L, inibindo
o influxo de Ca?*, o que leva a reducdo na concentracdo intracelular de Ca?* e
conseguentemente ao relaxamento (Barbagallo et al., 2001). No que diz respeito as
acOes da P4 sobre o endotélio vascular, inimeros estudos tém demonstrado que a
P4, tanto por mecanismos gendmicos quanto ndo gendmicos, nos dois casos
envolvendo ativacdo da via de sinalizacdo PI3K / Akt, leva a ativacdo da eNOS,
consequentemente estimulando a producé&o de NO (Simoncini et al., 2004; Cutini et
al., 2014; Pang; Dong, Thomas, 2015). Desta forma, a P4 contribui na regulacédo do
ténus vascular, uma vez que o NO é considerado o principal agente vasodilatador em

diversas artérias (Vanhoutte, 2000).

O NO é produzido pelas células endoteliais por acdo da enzima Oxido nitrico sintase
(NOS), a partir do aminoacido L-arginina, produzindo a L-citrulina como subproduto
(Moncada; Higgs, 1993). O NO ¢ instavel com meia-vida curta, de aproximadamente
4 segundos em solucdes biolégicas. Nestes tecidos, ele € oxidado em nitrito e depois
em nitrato pela hemoglobina oxigenada antes de ser excretado na urina (Moncada,
1993). Varios co-fatores sdo necessarios para a biossintese do 6xido nitrico, estes
incluem fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), mononucleotideo de

flavina (FMN), dinucleotideo de flavina adenina (FAD), tetra-hidrobiopterina (BH4) e



25

calmodulina. Uma vez sintetizado, o NO se difunde e entra nas células musculares
lisas vasculares, onde ativa a guanilato ciclase (GC), levando ao aumento nas
concentracdes intracelulares ciclicas de guanosina-3', 5-monofosfato (cGMP)
(Vallance et al., 1989). Como segundo mensageiro, 0 cGMP medeia muitos dos
efeitos biologicos do NO, incluindo o controle do ténus vascular e da funcéo

plaguetéaria (Moncada; Higgs, 1993).

Além do aumento na sintese de NO, a P4 também é capaz de modular a funcao
endotelial interferindo na sintese de prostaglandinas (Cutini et al., 2009). A
progesterona modula respostas vasculares mediadas pelos produtos da
ciclooxigenase (COX). Dentre eles, a prostaciclina (PGl2) que é membro da familia de
prostandides endogenos, e € produzida a partir do acido araquiddnico por acao da
enzima da COX. A progesterona € capaz de modular a atividade da COX por um
mecanismo de acado que envolve as vias de sinalizacdo MAPK PI3K, e um sistema de
cross talk entre eNOS e COX (Cutini et al., 2009). A PGI2 é um forte vasodilatador,
bem como inibidor endégeno muito potente da agregacdo plaquetaria, além de
também inibir o crescimento de células musculares lisas vasculares. A PGI2 é liberada
pelas células endoteliais, e se liga a um receptor acoplado a proteina G na célula do
musculo liso, que desencadeia aumento nos niveis de adenosina monofosfato ciclica
(cCAMP) intracelular, que ativa a proteina quinase A causando vasodilatacédo
(Shimokawa et al., 1988).

Além do NO e PGlz, os horménios sexuais também modulam vasodilatacdo mediada
pelo fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Santos et al., 2004; Rouver
et al., 2015). Contudo, a relacdo entre P4 e EDHF ainda néo foi totalmente elucidada.
Séao considerados EDHFs substancias capazes de promover relaxamento vascular
dependente do endotélio, ap6s a inibicdo combinada da NOS e COX (Campbell;
Harder, 2001). Alguns candidatos foram propostos como EDHFs, dentre eles: i) ion K*
(Mcguire et al., 2001); ii) anandamida (Randall et al., 1996; Randall; Kendall, 1997;
Randall et al., 1997); iii) peptideo natriurético C (Ahluwalia; Hobbs, 2005); iv) monoxido
de carbono (Stone; Yang, 2006); v) radicais hidroxil (Stone; Yang, 2006); vi) peroxido
de hidrogénio (H202) (Matoba et al., 2000); vii) jun¢cdes comunicantes (Griffith, 2004)

e viii) acidos epoxieicosatriendicos (EETs) (Campbell; Harder 2001).
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Dentre os possiveis EDHF, estudos demonstraram que nas artérias coronarias os
EETs sédo fortes candidatos (Fisslthaler et al., 1999; Edwards et al., 2000; Santos et
al., 2004; Rouver et al., 2015).0s EETs séo derivados do acido araquidénico e sdo
formados pela enzima citocromo P450 (CYP) (Fleming et al.,, 2001). Uma vez
sintetizados, difundem-se para células musculares lisas e ativam canais para potassio
ativados por calcio de condutancia intermediaria (IKca) e/ou canais para potassio
ativados por calcio de baixa conduténcia (SKca) promovendo hiperpolarizagdo e
consequente relaxamento do musculo liso vascular (Fleming et al., 2001).

Sabendo das a¢fes da progesterona, principalmente no endotélio, sugere-se que este
horménio exerca efeitos beneficios por estimular a sintese de vasodilatadores.
Entretanto, esse efeito benéfico € controverso, uma vez que Wassmann et al. (2005)
demonstraram que a P4 pode estimular a producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROSs), por meio do complexo enzimatico NADPH oxidase. Além disso, a P4 diminuiu
a atividade de enzimas antioxidantes, tais como superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT).

Sabe-se que um dos principais fatores que aumentam o risco de DCVs ap6s a
menopausa, € o aumento da producdo de EROs, o que pode levar ao estresse
oxidativo (Sanchez-Rodriguez et al., 2012). O estresse oxidativo € uma condicao
biolégica em que ocorre desequilibrio entre a producdo de EROs e a sua remocao

através de sistemas antioxidantes (Schneider; Oliveira, 2004; Halliwell, 2006.

Em estudos experimentais realizados com ratas ovariectomizadas (OVX), utilizados
como modelo deficiéncia endégena de horménios sexuais, observa-se que a
diminuicao da producéo dos hormdnios sexuais pode reduzir a biodisponibilidade de
NO, o que leva a uma disfuncdo endotelial e promove efeitos deletérios sobre o
sistema vascular. Kang et al. (2011), em arteriolas coronarianas de ratas OVX com
idade avancada, relataram uma reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio
relacionada a uma diminuicdo na producdo de NO. Além disso, o efeito foi associado
a uma reducéo na expressao da enzima antioxidante (SOD), e consequente aumento

no estresse oxidativo.

As EROs séo produzidas naturalmente no organismo por meio de processos

metabdlicos oxidativos (Schneider; Oliveira, 2004), e possuem papel importante em
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diversos processos fisioldgicos como sinalizacdo celular, sistema de defesa
imunologico, sintese de horménios, inflamacéao, fertilizacéo, sinalizacao celular, entre
outros (Paravicini; Touyz, 2008; Elahi et al., 2009). Essas espécies sd0 compostos
quimicos que compreendem dois principais grupos, um deles sédo os radicais livres,
como o anion superoxido (O2"), radical hidroxil (OH"), radicais lipidicos (ROO") e o
oxido nitrico (NO) (Halliwell, 2006). O outro grupo, é composto pelos derivativos de
oxigénio ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H202), peroxinitrito (ONOO-
) e 0 acido hipocloroso (HOCL), estes sdo mais estaveis e com meia-vida maior do
gue os radicais livres, porém, também contribuem para o estresse oxidativo (Elahi et
al, 2009; Paravicini; Touyz, 2008).

O O2" é a espécie reativa precursora, e € produzida por diversas fontes a partir do
oxigénio. Essa fontes incluem a eNOS, funcional ou desacoplada (Shimokawa et al,
2010), a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, ciclooxigenase e lipoxigenase,
citocromo P450, as enzimas xantina oxidase e a NADPH oxidase. Esta ultima & um
complexo enzimatico e é a maior fonte vascular de O2™ (Cai; Harrison, 2000; Elahi et
al., 2009; Frey et al, 2009).

O O2" pode ser convertido em H202 espontaneamente em baixo pH, pela acdo da
enzima SOD, ou formar peroxinitrito (ONOO") quando reage com NO, e pode também
formar o radical livre hidroxil (OH*), que possui a maior reatividade nos sistemas
biolégicos. O H202 pode formar OH® quando reage com metais de transicao,
geralmente ferro ou cobre (Schneider e Oliveira, 2004; Frey et al, 2009).

Existem mecanismos celulares que se contrapdem a producdo de EROs, e séo
conhecidos como sistemas antioxidantes. As principais enzimas antioxidantes
vasculares séo a SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx) (Paravicini e Touyz, 2008).
Dentre os hormoénios sexuais, 0s estrogenos sao considerados como compostos
antioxidantes devido a sua estrutura fendlica, a qual sequestra radicais livres
prevenindo o dano oxidativo, bem como modulando a agao das enzimas antioxidante
(Sanchez-Rodriguez et al., 2012). A progesterona, por sua vez, parece melhorar a
capacidade antioxidante de camundongos ovariectomizados (Lu et al., 2009). No
entanto, outro estudo demonstrou aumento do estresse oxidativo promovido por esse
horménio, diminuindo a expressdo e a atividade da SOD usando mecanismos

transcricionais em cultura de célula (Wassmann et al.,, 2005). Desta forma, a
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modulacdo da progesterona sobre o sistema antioxidante e na geracdo de EROs é

controversa.

O conhecimento atual sobre a acdo da P4 em nivel vascular é bastante reduzido, em
comparacao com a grande quantidade de evidéncias relatadas sobre E2, sobretudo
no leito coronariano, que possui grande importancia. A circulacdo coronariana é
essencial para o coracdo, provendo condi¢cdes de trabalho ideais para a célula
miocardica, fornecendo oxigénio, transportando substratos e removendo metabdlitos
(Berne; Rubio, 1975).

Apesar do parco conhecimento sobre a acdo da P4 no leito coronariano, estudos tém
demonstrado que a progesterona modula o tbnus vascular por meio da liberacdo de
fatores endoteliais vasodilatadores em artérias coronarianas (Miller; Vanhoutte, 1991;
Gerhard et al., 1998). Contudo, a participacao de cada vasodilatador endotelial nessa
resposta ainda nao foi totalmente esclarecida. Assim, o presente estudo pretendeu
investigar a acdo da progesterona sobre o leito coronariano. Nossa hipotese € que o
tratamento com progesterona seja capaz de prevenir uma possivel disfuncéo
endotelial promovida pela ovariectomia, mantendo a resposta vasodilatadora

dependente do endotélio.
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2.0BJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento com progesterona sobre a reatividade vascular

coronariana dependente do endotélio em ratas Wistar ovariectomizadas.
2.2 ESPECIFICOS

* Avaliar os efeitos do tratamento com progesterona sobre a presséo arterial
sistdlica (PAS) e pressao de perfusédo coronariana (PPC) em ratas Wistar;

* Avaliar o efeito do tratamento com progesterona sobre a liberacdo dos principais

mediadores endoteliais de relaxamento (NO, PGl2 e EDHF);

* Avaliar o efeito do tratamento com progesterona sobre a participacdo dos canais

para potassio no relaxamento coronariano dependente do endotélio;
» Avaliar aspectos ponderais de ratas com e sem tratamento com progesterona

* Quantificar a expressdo das proteinas eNOS, Akt, gp91lphox (Subunidade da
NADPH oxidase);

* Quantificar a producédo de anions superoéxidos vascular;

* Quantificar a producédo de peréxido de hidrogénio vascular
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com
idade entre 8 e 10 semanas. Os animais foram fornecidos pelo biotério do Centro de
Ciéncias da Saude - CCS da Universidade Federal do Espirito Santo. O protocolo de
pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFES (CEUA-
UFES) sob o numero de protocolo 063/2017. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas, com cinco animais por gaiola, com livre acesso a agua e racao (Purina
Labina, SP-Brasil), em ambiente sob condi¢cdes de temperatura (22-24 °C) e umidade
(40-60 %) controladas. Os animais foram submetidos a um ciclo de luz de 12/12 horas

alternando entre claro e escuro.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Controle (SHAM);
e Ovariectomizadas (OVX);

e Ovariectomizadas + Tratamento com progesterona (OVX P4);
3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

¢ |dentificacdo das fases do ciclo estral;

e Ovariectomia;

e Tratamento por 15 dias com progesterona;

e Afericdo da PAS por pletismografia de cauda;

e Afericdo da PPC basal,

e Estudo da reatividade vascular em coragdo isolado (método de Langendorff);

e Remocao dos coxins de gordura;

¢ Quantificacao de anions superoxido por marcacdo com dihidroetideo (DHE);

e Quantificagdo de peroxido de hidrogénio por marcac¢ao com diclorofluoresceina
(DCF);

e Andlise do conteudo proteico (Western Blotting).
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3.3.1 Identificacdo das fases do ciclo estral

O ciclo estral das fémeas foi monitorado por meio de esfregacos vaginais. A secrecao
vaginal de cada animal foi recolhida diariamente entre 08:00 h e 09:00 h e as células
epiteliais vaginais examinadas sob microscépio Optico conforme descrito por
Marcondes et al. (2002). Os protocolos experimentais foram realizados nas fémeas
com ciclo estral normal, durante a fase do diestro, que é a fase mais longa do ciclo, e
onde os niveis de progesterona se encontram em niveis basais, procurando mimetizar

0 que ocorre em um ciclo estral regular (Goldman; Murr; Cooper, 2007).
3.3.2 Ovariectomia

A cirurgia de ovariectomia foi realizada conforme protocolo descrito por Claudio et al.
(2013), no qual as ratas passaram pela cirurgia de ovariectomia ap6s completarem 8
semanas de vida. Para tal, as ratas foram submetidas a anestesia geral com
guetamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). ApGs anestesia, as ratas foram fixadas
em camas cirargicas em decubito lateral, uma gaze umida com agua filtrada era
colocada sobre os olhos dos animais, afim de evitar o ressecamento do globo ocular.
Em seguida foi realizada a tricotomia. As ratas foram submetidas a uma inciséo de 1
a 1,5 cm na pele, entre a Ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida
de uma incisdo na camada muscular, abrindo a cavidade peritoneal para posterior
ligadura da trompa uterina e remocéao dos ovarios. Uma linha de algodéo foi amarrada
a tuba uterina, e s6 entdo a excisdo do ovario pode ser realizada. Apds esse
procedimento recolocamos a tuba uterina na cavidade abdominal e realizamos a
sutura do musculo, com linha absorvivel, e posteriormente foi realizada a sutura da
pele. O mesmo processo foi realizado no lado oposto. Ao final do procedimento, ainda
sob o efeito da anestesia, os animais receberam 0,1 mL do antibi6tico enrofloxacina
2,5 % (Flotril®, SP-Brasil), por via intramuscular e retornaram as gaiolas. As fémeas
do grupo SHAM foram submetidas ao mesmo procedimento cirargico, exceto a

remocao dos ovarios. O antibidtico foi administrado nos trés dias seguintes a cirurgia.
3.3.3 Tratamento com Progesterona.

O tratamento com reposicao de progesterona (Progesterona micronizada — Atymed)
foi realizado durante periodo de 15 dias via inje¢cfes subcutaneas na concentracao de

2 mg/kg/dia, para mimetizar concentragdes fisiolégicas do hormdnio (Bernardis et al.,
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2006). Os grupos que ndo receberam o tratamento com progesterona tiveram o
mesmo volume administrado contendo somente veiculo utilizado para diluir a
progesterona (6leo de girassol). Os animais que foram tratados com progesterona
receberam a primeira dose no mesmo dia da cirurgia de ovariectomia para evitar a

baixa hormonal pés-cirurgia.
3.3.4 Avaliacéo nao Invasiva da Pressao arterial (Pletismografia de cauda)

A medida da pressdao arterial sistolica (PAS) por pletismografia de cauda foi realizada
no dia anterior aos procedimentos de reatividade vascular no Langendorff. Antes da
realizacdo dos registros foi necessario familiarizar os animais no equipamento (IITC
INC/Life Science, 23924 Victory Blvd, Woodland Hills, Ca 91367-1253 USA) nos 3 dias
anteriores a data do registro.

Para aquisi¢cao dos dados os animais foram acomodados em camara aquecida, dentro
de um contensor com um cuff de pulso pneumatico acoplado na regido proximal da
cauda. Um esfigmomanémetro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e o valor
de PAS foi obtido por meio de sinais do transdutor acoplado a um computador como
descrito por Baldo et al. (2011).

A temperatura foi controlada numa faixa entre 29 e 32 °C durante a coleta dos dados,
gue ndo extrapolaram o tempo de 20 minutos em que o animal permaneceu no
equipamento. Os valores foram obtidos a partir de uma média de trés afericoes
consideradas validas sendo descartados os registros associados a interferéncias do

movimento do animal.
3.3.5 Estudos em Coracao Isolado (Método Langendorff)

Neste experimento, investigamos a reatividade vascular do leito coronariano em
resposta a doses de BK. Para tanto, apos o final do tratamento, os animais foram
anestesiados com quetamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e eutanasiados por
decapitacdo para coleta de sangue. Imediatamente ap0s a coleta sanguinea, esses
animais tiveram a cavidade torécica aberta, o coragdo exposto e dissecado de suas
conexdes e rapidamente transferido para o aparelho de perfusao isolada por meio da
canulacédo da aorta. Em seguida, a perfusao retrograda foi realizada pelo método de

Langerdorff modificado (Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten, Germany) sendo
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que, para a perfusao foi utilizada uma solucédo nutridora composta de NaCl, 120 mM,;
CaClz2 2H20, 1,25 mM; KClI, 5,4 mM; MgSOs4 .7H20, 2,5 mM; NaH2PO4 .H20, 2,0 mM;
NaHCOs, 27,0 mM; Na2S0a4, 1,2 mM; EDTA, 0,03 mM e glicose 11,0 mM, mantida a
37 °C por meio de um banho-maria, e continuamente pressurizada por mistura
carbogénica (95 % Oz e 5 % CO2) na camara de saturacado, mantendo um pH estavel
em 7,4. O fluxo coronariano foi mantido constante em 10 mL/min por uma bomba de

rolete (Hugo Sachs, Germany).

A PPC basal foi avaliada por meio de um transdutor de pressao (AD Instrument
MLTO380/A Reusable BP Transducer, Germany), conectado imediatamente proximo
da canula de perfuséo aodrtica, através da qual foi perfundido o leito coronariano, ligado
a um sistema digital de aquisicdo de dados (PowerLab System - ADInstruments).
Como o fluxo foi mantido constante em 10 mL/min, por meio da bomba de rolete, as
alteracdes da PPC puderam ser diretamente relacionadas as mudancas na resisténcia

vascular.

A presséo isovolumétrica do ventriculo esquerdo foi mantida por meio de um balédo de
latex que, ainda vazio, foi inserido no interior do ventriculo esquerdo (VE) por meio de
uma canula de aco conectada a um transdutor de pressao (AD Instrument MLT0380/A
Reusable BP Transducer, Germany). Uma vez dentro do VE, o baldo foi pressurizado,
com agua, com auxilio de uma seringa de vidro de forma a manter uma pressao

diastolica intraventricular de 10 mmHg.

Apéds 40 minutos de estabilizacdo da preparacdo de coracéo isolado, a PPC basal foi
determinada e iniciado o estudo da reatividade coronariana por meio da construcao
de uma curva dose-resposta de BK (Sigma, St. Louis, MO) administrada in bolus (0,1
mL) em concentracdes crescentes de (0,1 - 1000 ng) antes e apos a perfusdo com
inibicdo individual ou combinada dos EDRFs, conforme protocolo experimental, bem

como bloqueio dos canais para potassio.
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Curva dose resposta Curva dose resposta
crescentes de BK crescentes de BK
40 minutos ' [ 20 minutos
Montagem L-NAME (100 uM)
i INDO (2,8 pM)
. L-NAME + INDO
Experimento L-NAME + INDO + CLOT (0,75 uM)
TEA (5 mM)

Figura 3. Esquema representativo do protocolo experimental de reatividade vascular.
3.3.6 Protocolo Experimental:
Protocolo 1

Com objetivo de avaliar a participagdo do NO na resposta vasodilatadora da BK nos
vasos coronarianos, um inibidor inespecifico da NOS, N“-nitro-L-Arginina Metil Ester
(L-NAME, 100 pM), foi adicionado a solugdo de perfusdo durante pelo menos 20

minutos e a curva dose-resposta a BK foi realizada (Rouver et al., 2015).
Protocolo 2

Com objetivo de avaliar a participacdo dos prostanoides (ex: PGIl2), na resposta
vasodilatadora da BK nos vasos coronarianos, um inibidor inespecifico da enzima
COX, indometacina (INDO, 2,8 uM), foi adicionado a solucao de perfusado durante pelo

menos 20 minutos e a curva dose-resposta a BK foi realizada (Rouver et al., 2015).
Protocolo 3

Com objetivo de avaliar a resposta vasodilatadora dos EDHFs induzida pela BK nos
vasos coronarianos, foi realizada a inibicdo combinada das enzimas NOS e COX com
L-NAME (100 pM) e INDO (2,8 uM) respectivamente. Ambos inibidores foram
adicionados, simultaneamente, a solucéao de perfusédo pelo menos 20 minutos antes

da curva dose-resposta a BK foi realizada (Santos et al., 2004).

Protocolo 4
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Com objetivo de avaliar a participacdo do endotélio na resposta vasodilatadora
induzida por BK nos vasos coronarianos, foi realizada inibicAo combinada das
enzimas NOS, COX e CYP com L-NAME (100 uM), Indometacina (2,8 pM) e
clotrimazol (CLOT; 0,75 yM) respectivamente. Todos inibidores foram adicionados,
simultaneamente, a solucao de perfusdo pelo menos 20 minutos antes da curva dose-

resposta a BK foi realizada (Rouver et al., 2015).
Protocolo 5

Para avaliar a participagdo dos canais para potassio na resposta vasodilatadora
induzida por BK no leito coronariano, realizamos o bloqueio ndo especifico dos canais
para K* com tetraetilaménio (TEA, 5 mM). O TEA foi adicionado a solucédo de perfusao

durante 20 minutos e a curva dose-resposta a BK foi realizada (Peixoto et al., 2017).
3.3.7- Remocéo e pesagem dos coxins de gordura

Apds remocédo do coracao e coleta de sangue dos animais, foi realizada a abertura da
cavidade abdominal, dessa forma expondo os 6rgados internos dando acesso aos
coxins gordurosos, para sua extracdo. Inicialmente, para retirar a gordura
mesentérica, o intestino foi separado do estdmago e cuidadosamente toda a gordura
gue envolve o intestino foi removida. Em seguida, a gordura parametrial foi isolada
dos tecidos adjacentes e cuidadosamente removida. Para retirar a gordura perirenal,
os rins foram isolados e a gordura removida do 6rgéo, as glandulas adrenais foram
extraidas da gordura perirenal. Em seguida foi realizada a remocdo da gordura
retroperitoneal. Apés a retirada dos coxins de gordura, 0s mesmos foram pesados em
uma balanca de precisdo (AUW-220D — Shimadzu, SP, Brasil).

3.3.8 - Quantificacdo de anions superoéxido por marcacao com dihidroetideo (DHE)

O protocolo de disseccao de artérias coronarias foi realizado de acordo com Debortoli
et al. (2017). Os animais foram anestesiados com quetamina (70 mg/Kg,) e xilazina
(10 mg/Kg). O torax foi aberto, o coracdo retirado e mantido em solucdo nutridora
modificada, composta de: NaCl, 120 mM; CaCI2H20, 1.25 mM; KCI, 5.4 mM,;
MgS04.7H20, 2.5 mM; NaH2PO4.H20, 2.0 mM; NaHCO3, 27.0 mM; Na2S04, 1.2
mM; EDTA, 0.03 mM e glicose 11.0 mM. O ramo descendente anterior da artéria

coronaria esquerda e septal foram isolados, com o auxilio de um estereomicroscopio
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(BEL Photonics, SZ-B LED, SP, Brasil), livres de tecido muscular ventricular
circundante e congelados em liquido de crioprotecéo (Tissue Tek - OCT) a -80 °C até

a anélise.

Apos realizacdo dos cortes das artérias coronérias, as laminas foram incubadas com
a sonda dihidroetidina (DHE; Invitrogen™), que é permeavel a membrana celular.
Postula-se que o DHE reaja com o anion superéxido e forme 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, por meio de um
microscopio de fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de
518 e 605 nm, respectivamente, esta sonda é utilizada como um marcador indireto da

presenca de O2*.

O protocolo foi realizado de acordo com Silva et al. (2016), com algumas modificagdes.
Brevemente, foram incubadas 2 laminas para cada animal ao abrigo da luz. A primeira
lamina foi incubada com DHE (5 uM) por 30 minutos, em 37 °C, para investigar a
producgédo basal de O2*". A segunda lamina foi incubada com DHE + Tiron (10 uM), por
30 minutos, sendo um controle negativo da producao basal de Oz°*".

Foram obtidas imagens digitais na objetiva de 40x, usando o microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager - Apotome (Germany) 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 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.

3.3.9 Quantificacédo de peroxido de hidrogénio por marcacdo com diclorofluoresceina
(DCF)

A analise da producdo de H202 nas artérias coronarias por microscopia de
fluorescéncia foi realizada de maneira indireta, por meio da utilizacdo da sonda 2,7
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA; Invitrogen™). O DCF-DA é uma sonda
permeavel a membrana celular e ndo fluorescente. Contudo na presenca de o H202,

este composto é oxidado no interior da célula e produz o composto fluorescente 2°,
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7 -diclorofluoresceina (DCF) que permanece intracelular. Os comprimentos de onda

de excitacdo e emissao utilizados foram de 480 e 530 nm, respectivamente.

Esse protocolo foi descrito anteriormente por Somberg et al. (2017), com algumas
modificagdes. Resumidamente, foram incubadas 2 laminas para cada animal ao
abrigo da luz. A primeira lamina foi incubada com DCF (10 puM) por 30 minutos, em 37
°C, para investigar a producao basal de H202. A segunda lamina foi incubada DCF +
catalase (1000 u/mL) pelo mesmo tempo, sendo um controle negativo para a producao
basal de H20:.

Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 40x, usando o microscéopio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager - Apotome (Germany) 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 andlise de densidade Optica 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.
3.3.10 Analise do conteudo proteico (Western Blotting)

Coronérias de ratas dos grupos SHAM, OVX e OVX P4 foram coletadas, o ramo
descendente anterior da artéria coronaria esquerda e o ramo septal foram isolados
com o auxilio de um microscoépio de disseccdo (BEL Photonics, SZ-B LED, SP, Brasil),
imediatamente foram congeladas e armazenadas em freezer -80 °C. Em seguida cada
coronaria foi macerada em 25 uL de RIPA suplementado com inibidores de protease
e de fosfatase (Tris—HCI 65.2 mmol/L; NaCl 154 mmol/L; NP-40 1 %; deoxicolato de
sodio 0.25 %; EDTA 0.8 mmol/L; PMSF 1 mM; ortovanadato de s6dio 10mM; fluoreto
de sodio 100 mM; pirofosfato de s6dio 10 mM e inibidor de protease). Os homogenatos

foram centrifugados a 10.000 rpm, por 10 minutos a 4 °C, para a remocao de debris.

A concentracdo proteica das amostras foi determinada por método colorimétrico (Bio
Rad DC Protein assay, USA). Aliquotas do lisado, contendo 20 ug de proteina total,
foram misturadas com tampao de amostra para concentracao final de 1x. Em seguida,
foram fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel. A separacgéo de proteinas foi feita por
eletroforese em gel de poliacrilamida 10 %, a 4 °C, por aproximadamente 2 horas, a
150 V.
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O padréo de peso molecular utilizado foi o Prestained Protein Ladder — extra broad
molecular weight (Abcam, USA). Apés a corrida do gel, as proteinas foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e esta foi bloqueada com leite
desnatado 5% em TBS-T (0,13M NaCl; 20mM tris; pH 7,6; 0,1% tween 20) por duas
horas. Em seguida, a solu¢ao de bloqueio foi retirada e as membranas foram lavadas
com TBS-T 6 vezes por 5 minutos. Depois foram incubadas com anticorpo primario
diluido em TBS-T com BSA 3%.

Foram usados anticorpo de camundongo para eNOS (diluicdo 1:1000) e para
gp91phox (diluicdo 1:1000) e anticorpo de coelho para Akt (diluicdo 1:1000) (Sigma,
St. Louis, MO). As membranas ficaram incubadas overnight, a 4°C. Seguiram-se 6
lavagens de 5 minutos com TBS-T. Os anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase anti-camundongo (1:2000) ou anti-coelho (1:2000) foram diluidos em BSA
1% e aplicados a membrana por uma hora a temperatura ambiente. Depois foram
feitas mais 6 lavagens de 5 minutos e entdo procedeu-se a deteccdo por
guimioluminescéncia utilizando-se o reagente luminol (Santa Cruz biotechnology)
seguida de exposicao a filme radiogréfico. A quantificacdo das proteinas foi feita por

densitometria, utilizando-se o software ImageJ.
3.4 ANALISES DOS DADOS

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do programa estatistico Graph-Pad
Prism 6. A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os
dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A comparacédo
entre 0s grupos foi realizada por meio da analise de variancia de uma via (one-way
ANOVA). Para a analise da resposta vasodilatadora a BK, foi utilizada a analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA). Nos dois casos, o teste post hoc utilizado

foi o de Tukey, e o nivel de significancia estabelecido foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 PARAMETROS PONDERAIS
O peso corporal foi maior no grupo OVX (230 £ 15 g) do que no grupo SHAM (197 =

8 g). No entanto, o tratamento com progesterona ndo impediu o aumento de peso

induzido pela ovariectomia no grupo OVX P4 (220 + 18 g).
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Figura 4: Peso corporal de ratas SHAM (n = 20), OVX (n = 20), OVX P4 (n = 20). Os valores foram
expressos com média £+ EPM, *p < 0,05 comparado com SHAM. As andlises foram realizadas por
ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey.

Na tabela 1 podemos observar que o peso corporal corrigido pelo comprimento da
tibia teve 0 mesmo comportamento que o peso corporal em g (Figura 1), onde ocorreu
um aumento do peso corporal devido a ovariectomia (SHAM = 56,7 + 2 para OVX =
65,8 + 4 g) ndo revertido pelo tratamento com OVX P4 (60,7 + 5 g). O peso do utero
reduziu apos a ovariectomia (SHAM = 0,32 + 0,2, OVX = 0,11 + 0,6 mg/g), confirmando
a auséncia de hormoénios produzidos pelos ovérios. Contudo, o tratamento com
progesterona nao impediu essa redugcao de peso (OVX P4 = 0,13 + 0,2 mg/g). A
ovariectomia levou ao aumento de todos os coxins de gordura, o tratamento com

progesterona foi capaz de prevenir esse aumento.
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Tabela 1: Peso corporal relativo, peso do Gtero e do Utero relativo, peso dos coxins de gordura.

Parametros SHAM OoVvX OVX P4
Peso inicial (g) 171,7+13 175,711 177,7+15
Peso corporal Final (g) 1975+8 230,4+15* 220+ 18*
Peso corporal corrigido pela tibia 56,72 65,8+4* 60,7 £5*
Peso utero seco (mg) 67 x4 30 + 2* 30 * 4*
Peso relativo do atero seco (mg/g) 0,32+0,2 0,11+0,6* 0,13+0,2*
Peso da gordura

Mesentérica (mg/g) 332+3 38,4 + 2* 30 + 3*
Perirenal (mg/g) 52%1 10, 2+ 1* 56+0,7
Retroabdominal (mg/qg) 77,77 93,4 £ 1* 73,98
Parametrial (mg/qg) 11,1+2 126+1 132+2

Todos os valores foram expressos com média £ EPM. *p < 0,05, comparado com o grupo SHAM. n=

10 animais por grupo.

4.2 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Na figura 2 pode ser observado valores referentes a PAS nos grupos estudados,

assim, nota-se que a ovariectomia, bem como o tratamento nao alteraram os valores
da PAS. SHAM (117,8 + 5 mmHg), OVX (131 + 11 mmHg), OVX P4 (121,2 + 6 mmHg).
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SHAM O VX OVX P4

Figura 5: Pressédo de perfusdo coronariana (PPC) basal de ratos nhormotensos nos grupos: SHAM (n =
15); OVX (n = 15); OVX P4 (n = 15). Os valores foram expressos com média =+ EPM. As analises foram

realizadas por ANOVA de uma via seguida pelo post hoc de Tukey.

4.3 PRESSAO DE PERFUSAO CORONARIANA (PPC)

A PPC foi reduzida no grupo OVX (SHAM =88 = 3; OVX =70+ 8; OVX P4 =96 + 8
mmHg), como mostrado na figura 3. A diminuicdo dos horménios sexuais seéricos
induzida pela ovariectomia promoveu uma diminui¢do da PPC basal, e o tratamento

com P4 foi capaz de prevenir essa reducao.
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Figura 6: Presséo de perfusdo coronariana (PPC) basal de ratas normotensas dos grupos: SHAM (n =
15); OVX (n = 15); OVX P4 (n = 15). Os valores foram expressos com média + EPM, *p < 0,05
comparado com SHAM, #p < 0,05 comparado com OVX. As analises foram realizadas por ANOVA de

uma via seguida de post hoc de Tukey.
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4.4 REATIVIDADE VASCULAR CORONRIANA

Ao analisarmos a funcionalidade do endotélio por meio da resposta vasodilatadora
induzida pela bradicinina pode-se observar que nossos dados sugerem aumento
substancial na vasodilatacdo dependente do endotélio nas ratas tratadas com P4
(SHAM =14,7 + 1,6 %; OVX =8,3 £ 1,3 % OVX P4 = 23,9 + 2,8 %), mostrando que a
progesterona nao foi apenas capaz de impedir a reducéo do relaxamento induzidos
pela ovariectomia, mas também de potencializar a vasodilatagdo induzida pela BK
nesse leito se compararmos com o grupo SHAM (figura 4A).

Apoés a inibicdo inespecifica da enzima NOS com L-NAME (figura 4B), a resposta
vasodilatadora induzida por BK foi potencializada no grupo OVX P4 (23,9 + 2,8 % para
35, 2 £ 2,6 %). No entanto, ap0s a inibicdo da via prostanoide (figura 4C), a resposta
relaxante a BK também foi maior no grupo OVX P4 (SHAM: 11,3 + 1,5 %; OVX: 4 +
0,7 %; OVX P4: 26,8 £ 0,4 %), semelhante ao observado na curva de bradicinina
(figura 4A). Estes resultados sugerem que a via prostanoide ndo participa na

vasodilatacao induzida por BK.

Em relacado a inibicdo combinada das enzimas NOS e COX (figura 4D), o grupo tratado
com progesterona apresentou maior resposta relaxante (SHAM = 19,4 £ 2 %; OVX =
8,5+1,1%; OVXP4=33,2*3%). Esse resultado foi semelhante ao encontrado com
a inibicao individual da NOS, sugerindo que a principal via envolvida nessa resposta
€ a via do NO. Quando a inibicdo combinada das enzimas NOS, COX e CYP foi
realizada, a resposta vasodilatadora induzida pela BK foi abolida em todos os grupos
estudados (figura 4E), mostrando que, como esperado, a vasodilatacdo observada

neste estudo era dependente do endotélio.
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Figura 7: Resposta vasodilatadora a concentracfes crescentes de bradicinina (BK 10-10 — 10-6 M).
Curva de bradicinina antes (A, n = 15) e ap6s inibicado com L-NAME (B, n = 8), Indometacina (C, n = 8),

L-NAME + Indometacina (D, n = 8) e LNAME + Indomentacina + Clotrimazol (E, n = 7). Os valores

foram expressos com média + EPM *p < 0,05 comparado a diferenca entre os grupos. As analises
foram realizadas por ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey.

Também analisamos a participacdo dos canais para K* na resposta vasodilatadora

induzida por BK, realizando o bloqueio ndo especifico com tetraetilamonio (TEA).

Resposta vasodilatadora induzida foi reduzida nos grupos OVX (14,7 £+ 1,6 vs 12,1
0,7) e OVX P4 (23,9 + 2,8 vs 15 + 2,6) (Figura 5).



44

>
w

.
o«
1
o

91 -~ SHAM
-o- SHAM - OVX
g 104 1* - OVX = 104 -+ OVXP4
b= } -~ OVXP4 .g
g 25 ]* uE) 25 w ou
©
© >
s < 40
S 3 404
§ 40 4 o
551 T r r T
55— T T T T . x - . -
10 5 = s 5 10 9 3 7 6
-Log [BK] (M) -Log [BK] (M)

Figura 8: Resposta vasodilatadora a concentracdes crescentes de bradicinina (BK 10-1° — 106 M) antes
(A) e ap6s o bloqueio com TEA (B), nos grupos: SHAM (n = 8); OVX (n = 8); OVX P4 (n = 8). Os valores
foram expressos com média £ EPM. #p < 0,05 quando comparado do grupo OVX. As andlises foram
realizadas por ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey.

4.5 ANALISE DE EXPRESSAO DE PROTEINA (WESTERN BLOTTING)

Ao analisarmos a expressao protéica da eNOS, é possivel observar na figura 7 que a
sua expressao esta reduzida no grupo OVX. No entanto a Akt, uma proteina que faz
parte de uma das vias de formacédo de NO, se apresentou aumentada nos grupos
OVX e OVX P4. No entanto, ndo houve diferenca na expressao da subunidade da
NADPH oxidase (gp91phox) entre 0s grupos.
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Figura 9: Andlise da expressdo protéica nos grupos: SHAM, OVX e OVX P4. A figura mostra a
expressdo proteica da eNOS, Akt, e gp91phox. Cada amostra foi obtida a partir de artérias coronéria

septal e as andlises de diferentes proteinas foram realizadas nos mesmos géis. Os dados foram
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expressos como média = EPM; n = 4 por grupo. Utilizamos ANOVA de uma via seguida do teste post
hoc de Tukey. *p < 0,05 em comparac¢éo com o grupo SHAM.

4.6 ANALISE DO ANION SUPEROXIDO

A andlise da fluorescéncia produzida pela oxidacdo com dihidroetidio em artérias
coronarias revelou fluorescéncia intensa no grupo OVX quando comparado com 0s
animais SHAM e OVX P4. Isso mostra que o tratamento com P4 foi capaz de prevenir

0 aumento da producado de anion superoxido.
SHAM
DHE
_20um
DHE
Tiron
ZOpm

8+

Intensidade de Fluorescéncia
(AU)

SHAM SHAM + Tiron ovx OVX + Tiron OvX P4 OVX P4 + Tiron

Figura 10:. Influéncia do tratamento com progesterona na producao de anion superoxido nas artérias
coronérias. Os painéis indicam intensidade de fluorescéncia (vermelho) nas artérias coronéarias dos
ratos dos grupos SHAM, OVX e OVX P4 utilizando coloracdo com di-hidroetidio (DHE). O gréfico de
barras indicando a fluorescéncia média de DHE (UA: unidades arbitrarias) (n = 4). Os dados foram
expressos como média £ EPM. * p < 0,05. As andlises foram realizadas por ANOVA uma via seguida

pelo post hoc de Tukey. Barra de escala: 20 ym.
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4.7 ANALISE DO PEROXIDO DE HIDROGENIO

Ao analisarmos a fluorescéncia produzida pela oxidacdo com diclorofluoresceina em
artérias coronarias observamos que o grupo SHAM apresentou maior fluorescéncia
gue os demais grupos. Podemos observar que o tratamento com P4 minimizou a

reducado da producéo de peroxido de hidrogénio induzida pela ovariectomia.

DCF

20um

DCF +
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Intensidade de Fluorescéncia
(A U)

SHAM SHAM +Cat. OVX OvX+Cat OVXP4 OVXP4+Cat

Figura 11: Influéncia do tratamento com progesterona na producdo de peroxido de hidrogénio nas
artérias coronarias. Os painéis indicam a intensidade de fluorescéncia (verde) nas artérias coronarias
dos ratos dos grupos Sham, OVX e OVX P4 usando coloragao com 2 ', 7' -diclorofluoresceina (DCF).

O grafico de barras indicando a fluorescéncia média do DCF (UA: unidades arbitrarias) (n = 4). Os
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dados foram expressos como média + EPM. * p <0,05. As analises foram realizadas por ANOVA uma

via seguido pelo post hoc de Tukey. Barra de escala: 20 ym.
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5. DISCUSSAO

O principal achado desta pesquisa é que o tratamento com P4 foi eficaz em prevenir
a reducdo da vasodilatacdo coronariana dependente do endotélio induzida pela BK
causada pela deficiéncia hormonal. E importante destacar que o grupo tratado com a
P4 teve maior resposta vasodilatadora comparada ao grupo SHAM. Além disso, a P4

preveniu, parcialmente, o estresse oxidativo proveniente da ovariectomia.

Além da reatividade vascular analisamos também a influéncia do tratamento com P4
sobre o peso corporal e tecido adiposo, uma vez que varios estudos (Anderson et al.,
2001; Price et al., 1998; Roncari; Van, 1978) sugerem que 0os hormonios sexuais
podem ser considerados moduladores importantes na deposi¢cao de tecido adiposo,
por meio regulacao da proliferacdo e/ou diferenciacdo de pré-adipdécitos, bem como

lipogénese e/ou lipblise de adipdcitos maduros.

Observamos que o peso corporal aumentou no grupo OVX, e o tratamento de quinze
dias ndo impediu esse aumento. Varios autores demonstraram o aumento do peso em
ratas ovariectomizadas, inclusive associado a uma série de alteracdes metabdlicas
(Latour et al, 2001; Shinoda et al, 2002; Corriveau et al, 2008; Xu et al, 2008; Zoth et
al, 2010; Pighon et al, 2011). O aumento de peso corporal do grupo OVX teve relacdo
com aumento dos coins de gordura. O mesmo n&o aconteceu com o grupo OVX P4,
apesar do peso corporal deste grupo ser maior que o SHAM, ndo houve diferenca
entre 0 peso dos coxins de gordura entre os dois grupos. Esse resultado pode ter
relacdo com o fato de a progesterona provocar aumento na deposicdo de gordura
subcutanea (Wade; Gray, 1979). A reposicdo com E2 apOs a ovariectomia impede
esse aumento (Richard, 1986), no entanto a reposicdo com P4 ndo tem o mesmo
resultado (Wade; Gray, 1979).

Uma outra observacdo importante, a ser destacada entre os resultados, foi a
existéncia de uma diferenca na presséo de perfusdo coronariana (PPC) basal nos
grupos SHAM e OVX P4 comparado ao grupo OVX. O tratamento com P4 foi capaz
de impedir a reducdo da PPC basal induzida pela ovariectomia, sugerindo, assim, que
0s hormdnios sexuais femininos modulem a PPC basal. Em estudos realizados pelo
nosso grupo, a PPC basal de fémeas foi maior que a de machos (Moysés et al., 2001).
Acredita-se que a maior PPC nas fémeas possa estar relacionada ao efeito
cardioprotetor, uma vez que, em fémeas gonadectomizadas, a PPC basal das
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mesmas se igualou a de machos (Moysés et al., 2001). Santos et al. (2016) sugere
gue uma PPC aumentada permita uma maior vasodilatagcdo quando o suprimento de
oxigénio e/ou nutrientes é reduzido. Os motivos dessas diferencas, ainda ndo foram
completamente elucidados, entretanto o estrogénio atua sobre o sistema renina-
angiotensina aumentando de maneira indireta a atividade da angiotensina Il, o que
poderia modular o controle do ténus coronariano (Xu et al., 2008). Além disso, sabe-
se que o estrogénio também pode promover o aumento dos niveis de calcio por meio
da ativacéo do canal de célcio do tipo L por um mecanismo molecular ndo genémico,
contribuindo para o aumento da PPC (Figueroa-Valverde et al. 2011). Talvez a
progesterona possa ter um papel semelhante ao do estrogénio na modulacédo do ténus

coronariano, no entanto, essa questao precisa ser investigada.

E sabido que a deficiéncia de hormonios sexuais pode ocasionar estresse oxidativo,
e consequentemente a diminuicdo da biodisponibilidade do NO vascular (Kang et al.,
2011; Yung et al., 2011). Isso leva ao aumento da resisténcia vascular sistémica e,
assim, aumento da pressao arterial (Vaziri, 2004). Entretanto, em nosso estudo nao
foi observada diferenga na PAS entre os grupos.

Em relacdo a resposta induzida por BK, observamos que o grupo tratado com P4 teve
uma resposta vasodilatadora maior que o grupo SHAM. E importante destacar que o
tratamento com P4 foi realizado com o intuito de mimetizar concentracoes fisiol6gicas
do hormdnio conforme o protocolo realizado por Bernardis et al. (2006). Portanto, uma
diferenca importante entre o grupo SHAM e 0 OVX P4 é a diminui¢do do estrogénio
circulante no grupo OVX P4. Essa resposta sugere que a progesterona também
parece modular positivamente a sintese de vasodilatadores endoteliais, acdo que é
geralmente atribuida apenas ao estrogénio, visto que a BK promove suas acdes
vasodilatadoras via endotélio. Inicialmente ocorre a interacdo da BK com seu receptor
endotelial (B2), que, posteriormente, promove liberacdo de NO, PGl e EDHF (O'Kane
etal., 1994). Logo, a resposta vasodilatadora maior induzida por BK no grupo OVX P4

poderia indicar uma maior producao/liberacéo de vasodilatadores endoteliais.

O relaxamento maior induzido por BK no grupo OVX P4 sugere que a P4 exerce
modulacdo negativa a agao do E2 em induzir a formacao de vasodilatadores, e vice-
versa. Num estudo utilizando artérias coronarias de cadelas ovariectomizadas e

tratadas com estrogénio, progesterona, ou os dois horménios combinados, em uma
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curva dose resposta a acetilcolina, o grupo tratado apenas com estrogénio
demonstrou a melhor resposta vasodilatadora, seguido do grupo tratado com
progesterona e o grupo com tratamento combinado dos dois hormonios teve a menor
resposta vasodilatadora. Esse estudo sugere que pode haver uma interacdo negativa
entre os dois horménios, de modo que, ocorre uma diminui¢ao no efeito vasodilatador
gquando da presenca enddgena ou pela administracdo conjunta de ambos (Miller;
Vanhoutte 1991).

Sabe-se que 0 E2 exerce efeito antioxidante na vasculatura, no entanto, o tratamento
combinado com P4 pode reduzir este efeito (Wassmann et al., 2005). Contudo, néo
podemos classificar essa interacdo entre os dois horménios como deletéria ao vaso.
Possivelmente, essa interacdo tem relagdo com homeostase e equilibrio do tdnus do
vaso, uma vez que mulheres que estdo no periodo reprodutivo tém risco
cardiovascular menor quando comparado com homens na mesma idade ou mulheres

na pos-menopausa (Mccubbin et al. 2002; Benjamin et al., 2019).

Dentre os fatores endoteliais envolvidos no relaxamento induzido pela BK nos grupos
estudados, analisamos a participagédo do NO, PGl2 e do EDHF, por meio de inibicbes
da sintese desses mediadores. Apoés realizarmos a inibicdo da via de NO, a resposta
a BK no grupo OVX P4 foi potencializada, mostrando que o NO parece modular
negativamente a resposta vasodilatadora induzida por BK. Existem evidéncias que a
progesterona estimula a sintese de NO, num estudo de Chataigneau et al. (2004), o
tratamento com P4 em ratas ovariectomizadas restaurou a homeostase endotelial nos
anéis da artéria mesentérica por meio da sintese endotelial de NO. No entanto em
nosso trabalho pudemos observar que de alguma forma o processo de sintese de NO

estava reduzindo a resposta vasodilatadora induzida por BK.

Esse aumento na resposta vasodilatadora no grupo OVX P4 poderia ter relagdo com
a inibicdo da NOS que por si s6 produz EROs. Uma vez que esta enzima é inibida,
independente da isoforma, a producdo de anion superoxido (O2°*) decorrente da
prépria acdo da NOS, quando sintetiza NO a partir de L-arginina (Shimokawa, 2010),
€ também inibida. Dessa forma, talvez a reducéo da disponibilidade do O2°*" poderia

estar potencializando a resposta vasodilatadora nesse grupo.
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Apos verificada a participacédo da via de formacao de NO na vasodilatacao induzida
pela BK, foi realizada a inibicdo inespecifica da via de formacdo dos prostandides,
tendo em vista que a progesterona modula a atividade da COX (Simoncini et al., 2004,
Cutini et al., 2014). Entretanto, em nosso estudo, ndo observamos a participacao
desta via na resposta vasodilatadora a BK. O que nos levou a investigar a participacao

de outros mediadores, como EDHFs, na resposta vasodilatadora a BK.

A vasodilatagdo independente de NO e COX é observada em numerosos leitos
vasculares, e é tipicamente atribuida aos EDHFs, uma classe de fatores que causam
vasodilatacao por hiperpolarizacdo do musculo liso vascular. Embora existam outros
mecanismos, a maioria dos EDHFs atua estimulando os canais para potassio ativado
por calcio (Kca). Canais Kca (BKca) de grande conduténcia sdo encontrados na
membrana do musculo liso e hiperpolarizam diretamente o musculo liso, enquanto
canais para Kca de condutancia intermediaria (IKca) € os de baixa condutancia (SKca)
sdo encontrados na membrana da célula endotelial. A hiperpolarizacdo das células
endoteliais se espalha através de jun¢Bes comunicantes para a musculatura lisa,

contribuindo também para a sua vasodilatacao (Félétou; Vanhoutte, 2009)

O EDHF é sugerido como um mecanismo crucial compensatorio ou de reserva para a
manutenc¢do do fluxo sanguineo, quando a sintese ou ac¢do do NO é reduzida como
em situacdes patoldgicas (Garland et al., 1995). No leito coronariano estudos tém
demonstrado que os EETs, sdo os candidatos mais provaveis a EDHF nestes vasos
(Fisslthaler et al., 2000, Edwards et al., 2000; Fleming, 2002).

Portanto, para analisarmos a participacdo dos EDHFs, realizamos a inibigdo
combinada da sintese NO, prostanoides e dos EETs, consequentemente, a resposta
vasodilatadora de BK no leito vascular coronariano foi completamente abolida em
todos os grupos estudados. Esses dados fornecem evidéncias da participacdo de
EDHF no relaxamento induzido pela BK, bem como confirma que os EETs atuam

como EDHF neste leito.

Uma vez que os canais para K* podem participar do relaxamento proveniente dos
mediadores endoteliais, avaliamos a participacao desses canais por meio da utilizacao
de tetraetilamonio (TEA), que é um bloqueador ndo especifico de canais para K*

guando usado a altas concentracdes (Fozard; Manley, 2001). Na presenca do TEA, o
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efeito vasodilatador produzido por BK foi reduzido significativamente nos grupos
SHAM e OVX P4 ap0s o bloqueio. Estes resultados sugerem que a ativacao de canais
para K* operado por Ca+ parecem ser a principal via mediadora da vasodilatagéo
induzida pelos EETSs no leito coronariano.

Pudemos observar o grupo OVX apresentou uma resposta vasodilatadora reduzida
em todos os protocolos realizados, o que pode ter relacdo com um quadro de estresse
oxidativo, onde ocorre o aumento de producdo EROs dentre elas o peroxinitrito, que
poderia inibir a atividade de canais Kca nas células do musculo liso vascular,
contribuindo para a diminuicdo do relaxamento mediado por EDHF (Liu et al., 2002).
Portanto, investigamos a capacidade da progesterona em impedir uma possivel
disfuncdo endotelial promovida pela ovariectomia, uma vez que a resposta
vasodilatadora foi reduzida apGs a ovariectomia, e potencializada no grupo tratado
com P4. Dessa forma, realizamos analises para entendermos a modulacdo da P4 na

geracdo de espécies reativas de oxigénio no leito coronariano.

Ao investigar a expressdo da NADPH oxidase, ndo encontramos diferengca na
expressdo da subunidade gp91phox entre os grupos. Talvez o tempo de tratamento
de 15 dias ndo tenha sido suficiente para promover alguma alteracao, visto que no
estudo de Wassmann et al. (2005), onde o tratamento realizado por quatro semanas,
em camundongo, promoveu o aumento da expressdo NADPH oxidase. A NADPH
oxidase é um complexo enzimatico, e € o principal responsavel pela formacdo de
anion superoéxido, o qual possui grande citotoxidade e tem atividade envolvida na

génese de varios processos fisiopatologicos (Cai e Harrison, 2000).

O tratamento com progesterona foi capaz de impedir a reducdo na expressao da
eNOS, induzida pela ovariectomia. A progesterona tem demonstrado elevar a sintese
de NO nas células endoteliais vasculares devido a ativacdo das vias PI3K / Akt e
MAPK por meio de das suas a¢des ndo gendmicas (Simoncini et al., 2004, Pang;
Thomas, 2015). Em nosso estudo, podemos observar que o tratamento com P4

parece aumentar a ativacao dessa via por acdo gendmica.

No grupo ovariectomizado parece ter ocorrido o aumento da atividade da via PI3K/Akt,
entretanto esse aumento parece ter relagdo com uma possivel disfungcédo endotelial,

uma vez que essa via é precursora na formacgéo de NO e a expressao da eNOS esta
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reduzida nesse grupo. Além disso, a fluorescéncia emitida pelo DHE também foi maior
neste grupo, mostrando uma maior producéo de anion superéxido. Como a atividade
da NADPH oxidase ndo se encontrou aumentada no grupo OVX, o aumento na
disponibilidade do anion superdxido pode ter relagdo com a disfuncionalidade da

eNOS e reducado na expressado da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD).

Em um estudo Kang et al (2011), mostrou uma diminuicdo na vasodilatacédo
dependente do endotélio devido a reducdo na producdo de NO, em arteriolas
coronarianas de ratas OVX. Esse efeito foi associado a uma reducao na expressao
da SOD. A SOD realiza a dismutacdo do 0O.* em H202, que posteriormente é
convertido em H20 e O2 pelas enzimas peroxidases catalase e glutationa. Portanto,
essas enzimas evitam o acumulo de 02*" e H202 na célula (Schneider; Oliveira, 2004).
No grupo OVX ocorreu um aumento na geracéo de Oz, que pode estar relacionado a
reducéo da expressao da SOD. O O*, pode reagir com o NO e formar o peroxinitrito
(ONOO"), que por sua vez podem diminuir a disponibilidade da tetrahidrobiopterina
(BH4), que € um cofator importante para a funcionalidade da NOS, provocando assim
o desacoplamento da eNOS, o que consequentemente conduz a diminuicdo da
formacao do NO, e aumento da producdo de Oz, dessa forma, contribuindo para o
aumento do estresse oxidativo (Vaziri, 2004; Paravicini; Touyz, 2008; Elahi et al,
2009). Mais uma evidéncia que a expressao da SOD pode estar reduzida no grupo

OVX, é a diminuigdo na disponibilidade H202 neste grupo em relagdo ao grupo SHAM.

Atualmente o H202 é reconhecido como um EDHF, visto que promove vasodilatacédo
agindo em canais no musculo liso, aumentando a condutancia ao K*, o que levaria a
hiperpolarizacéo e relaxamento (Matoba et al, 2000; Morikawa et al., 2003). O H20:2
atua como um fator hiperpolarizante derivado do endotélio em alguns leitos vasculares
de varias espécies (Matoba et al, 2000; Shimokawa, 2010), atuando também em
arteriolas coronariana de humanos (Liu et al, 2011). Além disso, o0 H202 € um dos
principais fatores de relaxamento derivado do endotélio vascular em resposta a

acetilcolina, em aorta de camundongos (Capettini et al., 2008).

Uma das acoes atribuidas a P4 nas células endoteliais, é a reducéo da expressao da
SOD e consequentemente a diminui¢cdo da biodisponibilidade H202 (Wassmann et al.
2005). Apesar do tratamento com P4 reduzir a biodisponibilidade de H202, o grupo

OVX P4 apresentou niveis maiores de H202 do que o grupo OVX. Mostrando que o
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tratamento de 15 dias com progesterona foi capaz de impedir, em parte, 0 aumento
dos niveis de H202, bem como o estresse oxidativo, mantendo a resposta

vasodilatadora derivada do endotélio e funcionalidade endotelial.
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6. CONCLUSAO

A P4 parece ter um papel protetor na circulagdo coronariana uma vez que aumenta,
por vias gendmicas, a vasodilatacdo induzida pela BK por meio da liberacdo de
vasodilatadores derivados do endotélio. Dentre os fatores endoteliais, os EETs bem
cCOmo 0s canais para potassio participam do relaxamento induzido por BK. O
tratamento com P4 ndo promove alteragdo na PAS, entretanto modula a PPC basal,
e é capaz de prevenir o estresse oxidativo induzido pela ovariectomia. Esses achados
sugerem que P4 tem acéo benéfica sobre leito coronariano e poderia prevenir o
desenvolvimento de doenca arterial coronariana apos a deficiéncia ou cessacao da
produgéo dos hormodnios sexuais. Dessa forma, consideramos que o papel da P4 na
terapia de reposicdo hormonal pode ir além de inibir efeitos colaterais do E2.
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