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RESUMO

Receptores de progesterona sdo expressos no endotélio e musculo liso vascular e por meio
destes a progesterona produz efeitos importantes como a formacao direta e indireta de fatores
vasoativos, essenciais para homeostase vascular. Apesar de relevante para o sistema
cardiovascular, o papel da progesterona é pouco caracterizado, principalmente no modelo de
hipertensdo essencial, 0 SHR (Spontaneously Hipertensive Rats). Por isso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com progesterona sobre a reatividade vascular
coronariana dependente do endotélio em ratas hipertensas e ovariectomizadas. Para tal,
utilizamos ratas adultas SHR, divididas em 3 grupos: Sham, Ovariectomizada (OVX) e
Ovariectomizada + tratamento (2 mg/kg/dia) com progesterona (OVX-P4) por 15 dias. A
pressdo arterial sistdlica (PAS) foi avaliada no inicio e no final do tratamento por pletismografia
de cauda. Microscopia eletrénica de varredura foi utilizado para analise qualitativa do endotélio.
A reatividade vascular do leito coronariano foi investigada utilizando o método Langendorff
modificado. Apds 40 minutos de estabilizacdo, a pressdo de perfusdo coronariana (PPC) basal
foi registrada e a reatividade vascular do leito coronariano foi avaliada por meio da construgéo
de uma curva dose-resposta de bradicinina (BK) administrada em concentracdes crescentes
(0,1-1000 ng) antes e apos a perfusdo de inibidores farmacoldgicos: inibidor inespecifico da
enzima oOxido nitrico sintase - N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 uM ), inibidor
inespecifico da enzima ciclooxigenase (COX) - indometacina (INDO; 2,8 uM), inibidor da
enzima citocromo P450 (CYP) - clotrimazol (0,75 uM, CLOT), de forma individual ou
combinada. Todos os protocolos foram aprovados pela CEUA-UFES (42/2018). Os dados
foram expressos como média * erro padrdo da média, e analisados por ANOVA 2 vias, seguida
de post hoc de Tukey (p < 0,05). A progesterona ndo afetou 0 aumento da PAS em relacao aos
grupos estudados. Os grupos OVX e OVX-P4 apresentaram PPC basal maior comparada ao
grupo SHAM. A BK foi capaz de promover vasodilatagdo em todos os grupos estudados.
Contudo, observamos que o grupo OVX apresentou um prejuizo no relaxamento a BK
comparado ao grupo SHAM, além de apresentar perda da arquitetura e areas de atrofia celular.
O tratamento com progesterona foi capaz de prevenir essa reducédo. A inibicdo inespecifica da
NOS produziu maior prejuizo no grupo Sham, enquanto que a inibicdo da COX promoveu
maior reducdo no relaxamento do grupo OVX-P4. O principal achado desse estudo foi a
capacidade da progesterona em modular a vasodilatacdo coronariana dependente do endotélio
em fémeas SHR ovariectomizadas. O prejuizo causado pela deficiéncia hormonal foi prevenido
pela progesterona e parece que uma das vias envolvidas é a dos prostanoides.

Palavras-chave: progesterona, ovariectomia, artérias coronarias, reatividade vascular,
prostanoides, SHR



ABSTRACT

Progesterone receptors are expressed in the endothelium and vascular smooth muscle and
through them progesterone produces important effects such as the direct and indirect formation
of vasoactive factors, essential for vascular homeostasis. Although relevant to the
cardiovascular system, the role of progesterone is poorly characterized, especially in the
essential hypertension model, the SHR (Spontaneously Hipertensive Rats). Therefore, the aim
of this study was to evaluate the effects of progesterone treatment on endothelium-dependent
coronary vascular reactivity in hypertensive and ovariectomized rats. For this, we used adult
SHR rats, divided into 3 groups: Sham, Ovariectomized (OVX) and Ovariectomized +
treatment (2 mg / kg / day) with progesterone (OVX-P4) for 15 days. Systolic blood pressure
was assessed at the beginning and at the end of treatment by tail plethysmography. The vascular
reactivity of the coronary bed was investigated using the modified Langendorff method. After
40 minutes of stabilization, the baseline coronary perfusion pressure (CPP) was recorded and
the vascular reactivity of the coronary bed was assessed by constructing a bradykinin (BK)
dose-response curve administered in increasing concentrations (0.1- 1000 ng) before and after
the infusion of pharmacological inhibitors: non-specific inhibitor of the nitric oxide synthase
enzyme - N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 puM), non-specific inhibitor of the
enzyme cyclooxygenase (COX) - indomethacin (INDO; 2.8 uM) , inhibitor of cytochrome P450
(CYP) - clotrimazole (0.75 uM, CLOT), individually or in combination. All protocols were
approved by CEUA-UFES (42/2018). Data were expressed as mean + standard error of the
mean, and analyzed by 2-way ANOVA, followed by Tukey's post hoc (p <0.05). Progesterone
did not affect the increase in SBP. The OVX and OVX-P4 groups had higher baseline CPP
compared to the SHAM group. BK was able to promote vasodilation in all groups studied.
However, we observed that the OV X group showed impairment in BK relaxation compared to
the SHAM group and that treatment with progesterone was able to prevent this reduction. The
non-specific inhibition of NOS produced greater damage in the Sham group, while the
inhibition of COX promoted a greater reduction in relaxation in the OV X-P4 group. The main
finding of this study was the ability of progesterone to modulate endothelium-dependent
coronary vasodilation in SHR ovariectomized females. The damage caused by hormonal
deficiency was prevented by progesterone and it seems that one of the pathways involved is
prostanoids.

Keywords: progesterone, ovariectomy, coronary arteries, vascular reactivity, prostanoids,
SHR
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1. INTRODUCAO

O conhecimento cientifico atual sobre a progesterona pode ser atribuido a uma longa
historia iniciada no século XVII por Regnier de Graaf. Considerado pai da biologia reprodutiva
moderna, ficou conhecido por seu trabalho cientifico sobre 6rgdos reprodutivos (Setchell 1974;
Houtzager 1981). Nos dias atuais seu nome ainda é associado ao corpo luteo, as trompas de
Fal6pio e aos foliculos ovarianos (Houtzager 2000). Além de ser pioneiro ao publicar as
descri¢des do sistema reprodutor feminino e do corpo Iuteo em 1672, De Graaf foi o primeiro
a observar a mudanca na estrutura do ovario antes e apds o acasalamento (Mann 1976). Apesar
de se basear em uma teoria infundada, seu palpite sobre a funcdo do corpo luteo foi perspicaz
para a época, pois pensava que todo o conteudo do foliculo constituia o évulo e dessa forma
deduziu que o desenvolvimento da camada lUtea era para extrair o 6vulo do foliculo. Em anos
subsequentes outros pesquisadores tentaram designar uma funcdo ao corpo Idteo, mas nédo
houve uma concluséo (Corner 1974).

Foi entdo que em 1898, mais de 200 anos apds a publicacdo do livro de Graaf, o
histologista Louis-Auguste Prenant e o embriologista Gustav Born, sugeriram a fungdo de
secrec¢do interna ao corpo luteo. Ambos tinham concepc¢oes diferentes em relagéo a essa funcéo
enddcrina. Prenant acreditava que era para suprimir a ovulacdo durante a gravidez e Born
acreditava que era para proteger o embrido e facilitar sua implantacdo no Gtero. Devido as
dificuldades experimentais, Prenant ndo conseguiu provar sua teoria. Born também ndo
conseguiu testar sua hipotese devido uma doenca fatal, mas em seu leito de morte exigiu que o
ex-aluno ginecologista, Ludwig Fraenkel, continuasse os experimentos (Corner 1974).

Em 1910, Fraenkel conseguiu provar a teoria de Gustav Born (Fraenkel 1903), seus
experimentos constituiram a primeira evidéncia real apontando para o corpo liteo como
glandula de secrecdo interna (Allen 1970) necessaria para a transformacdo da mucosa uterina

da fase proliferativa para a secretéria (Slotta 1975), além disso, expos que 0S ovarios
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contribuiam para a gravidez e ndo somente com o fornecimento de dvulos. Os anos seguintes
apenas deram evidéncias adicionais de que o corpo llteo era de fato uma glandula de secrecdo
interna (Allen 1970).

Na mesma época, Paul Ancel e Paul Bouin, ambos pesquisadores franceses, estudaram
outro aspecto da fisiologia do corpo Iuteo, a histologia do endométrio do coelho na gestacédo e
fizeram a suposicdo que alteragdes histoldgicas do endométrio eram produzidas pela atividade
enddcrina do corpo luteo (Corner 1974).

As descobertas feitas por Fraenkel, Ancel e Bouin forneciam instru¢des precisas que
permitiam identificar e isolar o horménio do corpo luteo, no entanto, devido a primeira guerra
mundial ndo foi possivel reunir os fatos descobertos. Somente em 1926, Willard Allen, médico
e quimico organico, convidado a se juntar ao professor George Corner na Universidade de
Rochester, conseguiram reunir as pesquisas realizadas até 0 momento e assim, iniciaram 0s
experimentos (Corner 1974).

Ap0s dois anos incessantes de experimentos, Allen e Corner finalmente conseguiram
constatar que nos extratos do corpo luteo havia um hormonio especial que preparava o Utero
para receber o embrido e induzia a proliferacdo do endométrio preparando para a gestacao
(Allen & Corner 1929a, b; Corner 1974).

O proximo passo consistia em extrair o hormoénio para sua forma mais pura. A corrida
pelo isolamento era clara, pois, cinco laboratérios (1. Karl Slotta, Erich Fels e Hans Ruschig;
2. Fevold e Hisaw; 3. Allen e Winsterstein; 4.Hartmann e Wettstein; 5. Butenandt e Westphal)
haviam anunciado a obtencdo da fracdo cristalina por meio dos extratos do corpo luteo, mas
nenhum detalhe definitivo das propriedades fisicas havia sido fornecido (Allen & Wintersteiner
1934; Slotta 1975).

Em 1930, durante o processo de obtencdo do hormdnio em forma cristalina, Allen e

Corner resolveram nomear o horménio do corpo Iuteo de progestina (Corner 1974) e durante 5
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anos o termo foi usado na literatura evidenciando o significado literal da palavra de hormonio
que suporta ou auxilia a gravidez (Allen 1970).

Para ajudar no trabalho quimico Allen convidou Oskar Wintersteiner, da Universidade
de Columbia, a se juntar em suas pesquisas. Wintersteiner era treinado na técnica de
microanalise e identificacdo, e assim, juntos conseguiram obter o hormdnio na forma cristalina
em 1933 e no mesmo ano completaram a purificacdo e a férmula empirica (Allen &
Wintersteiner 1934; Allen 1974). Em 1934 os grupos de pesquisadores envolvidos anunciaram
0 hormonio na forma cristalina (Allen & Wintersteiner 1934; Butenandt & Westphal 1934;
Hartmann & Wettestein 1934; Slotta et al. 1934; Allen 1974). Em sua publicagéo Allen e
Winsterstein continuaram a utilizar o nome progestina para se tratar do hormonio descoberto e
agora isolado, Butenandt ndo selecionou nenhum nome em seu artigo, no entanto, Karl Slotta
decidiu intitular de luteosterone, devido o prefixo ‘Iuteo’ se referir ao corpo luteo e 0 ‘sterone’
identificar o horménio como um cetosteroide (Allen 1970).

No mesmo ano, Aldoph Butenandt determinou a formula estrutural e em poucos meses
produziram o hormonio sinteticamente ao converter o pregnanodiol em uma forma
quimicamente pura (Butenandt & Schimidt 1934; Fernholz 1934; Allen 1974; Corner 1974).

Em 1935, Allen foi convidado para ser delegado oficial de uma Conferéncia Especial
da Organizacédo da Saude da Liga das Nacdes, em Londres, responsavel por estabelecer padrdes
internacionais para hormaénios sexuais. Nesse evento 0 nome progesterona foi concretizado com
a ajuda de Alan Parkes, conhecido pelas contribuicbes em fisiologia reprodutiva, Guy Marrian
conhecido por isolar estriol e pregnanodiol da urina de gravidas e Willard Allen. Em busca de
um nome ideal, consideraram as palavras progestenona e progesterona, nomes que Corner e
Allen j& haviam sugerido a Slotta alguns meses antes via correspondéncia. Parkes e Marrian
convenceram Allen de que progesterona era uma palavra mais eufonica que progestenona, além

de descrever melhor as propriedades bioldgicas e quimicas do horménio (Allen 1970, 1974).



21

Alguns dias depois durante um jantar dado pelo presidente da conferéncia, com o
objetivo de tentar convencer os cientistas a utilizarem o nome progesterona, Allen e seu grupo
propuseram 0 nome a Butenandt e a Karl Slotta. Para que houvesse concordancia, foi enfatizado
que a progesterona possuia o “progest” de progestina e o "sterone" de luteosterone. Assim,
mediante aprovacdo dos pesquisadores envolvidos, foi recomendado durante a conferéncia a
adocdo do nome progesterona para 0 hormonio progestacional cristalino puro, ademais, 0s
nomes testosterona, estrona, estradiol, estriol e androsterona emergiram desta conferéncia e
ainda sdo utilizados mundialmente (Allen 1970; Slotta 1983). Prontamente em 1935, Allen,
Butenandt, Corner e Slotta publicaram juntos o0 nome progesterona para unificacdo e utilizacdo
na literatura cientifica (Allen et al. 1935).

Logo a progesterona (P4) foi considerada para aplicagdo em terapia humana,
principalmente para reposi¢cdo hormonal (Korenshevsky & Jones 1948) e contracepcdo oral
(Pincus et al. 1958; Goldzieher 1964), no entanto, a sintese desse horménio a partir do colesterol
realizada por Butenandt em 1939 consistia em um processo de alto custo e pequena quantidade
(Butenandt & Westphal 1934; Norris 1987). E entdo, Russel Marker em 1943 ao utilizar uma
planta mexicana, Dioscorea, como matéria-prima, gerou menores custos no processo de
producdo do hormdnio, assim, além da producdo em larga escala ser estimulada por esse
processo, a progesterona sintetizada se tornou precursora preferencial na preparacdo industrial

da cortisona (Marker et al. 1947; Diczfalusy 1979).
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Apesar da producdo em larga escala, a progesterona ndo havia sido administrada via
oral devido as suas caracteristicas de ma absorcdo e liberagdo rapida (Maxson & Hargrove
1985; Sitruk-ware et al. 1987), em razdo disso, foram disponibilizados derivados sintéticos,
com o0 objetivo de imitar as funcbes biolégicas do horménio natural, porém com
biodisponibilidade maior (Sitruk-ware et al. 1987). Essas substancias sdo conhecidas como
progestinas sintéticas, sua sintese procede de moléculas semelhantes a progesterona ou
testosterona (Figura 1) e entre oS compostos mais conhecidos estdo 0 acetato de
medroxiprogesterona (MPA), o levonorgestrel (LNG) e o acetato de norentidrona (NETA)

(Maxson & Hargrove 1985; Sitruk-ware et al. 1987; Stanczyk et al. 2013; Trabert et al. 2020).

Progesterona (P4) Testosterona

Acetato de Medroxiprogesterona (MPA) Acetato de Noretindrona (NETA) Levonorgesirel (LNG)
CH

Figura 1. Estruturas quimicas da progesterona e testosterona e dos seus derivados sintéticos (traduzido de
HOUSHDARAN et al., 2020)

Quando comparados a P4, esses compostos se diferem ndo s6 na estrutura quimica como
também em propriedades farmacolégicas e podem se ligar a outros receptores da familia dos
esteroides e assim produzir efeitos antiandrogénicos ou androgénicos, antiestrogénicas ou
estrogénicas, antimineralocorticoides ou similar a glicocorticoides (Sitruk-ware et al. 1987).

Embora apresentem biodisponibilidade maior que a P4, as progestinas sintéticas

apresentavam diversas desvantagens e ndo eram capazes de reproduzir por completo a atividade
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biolégica do hormdnio natural (Maxson & Hargrove 1985). Assim, pesquisas foram iniciadas
na tentativa de gerar uma forma oral ativa de P4 e ent&o, no final dos anos 70, foi demonstrado
que a diminuicdo do tamanho das particulas de progesterona abaixo de 10 mm através da
micronizagdo aumentava substancialmente a biodisponibilidade do hormonio. E nos anos 80
uma forma micronizada oral suspensa em 6leo tornou-se disponivel na Franga (Maxson &
Hargrove 1985; De Ligniéres 1999).

A progesterona micronizada oral (PMO) é idéntica a progesterona natural (Lieberman
& Curtis 2017). A P4 é produzida de forma genuina e preponderante pelo corpo IUteo nos
ovarios durante o ciclo sexual mensal feminino (Graham & Clarke 1997) Outros 6rgaos como
os testiculos, suprarrenais e a placenta, sao capazes de produzir a P4, mas em menor quantidade
comparada aos ovarios (Graham & Clarke 1997; Kaore et al. 2012; Lieberman & Curtis 2017).

A sintese e secrecdo de P4 em mulheres é controlada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-
ovariano e este por sua vez € regulada por um mecanismo de retroalimentacdo negativa. Os
componentes essenciais para funcionamento do eixo incluem o hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), as gonadotrofinas e os ovarios. Assim, o neurdnio parvicelular situado
no hipotalamo sintetiza e libera 0 GnRH que estimula a liberacéo da gonadotrofina, o horménio
luteinizante (LH) e este estimula a producdo da P4 a partir dos ovarios (Schally et al. 1971,
Hall & Gomez-pan 1976).

O LH se liga ao seu receptor acoplado a proteina Gso,, este ativa a adenilil ciclase que
gera CAMP e estimula uma cascata de sinalizacdo que acarreta em captacdo de colesterol que
pode ser originado via acetil co-A e via captacéo de lipoproteina plasmatica (Carr et al. 1982).
Por meio da enzima citocromo P450, o colesterol é convertido em pregnenolona e a enzima 3p-
hidroxidesidrogenase (3p-HSD) converte a pregnenolona em progesterona (Rondell 1974),

como demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Formac&o da progesterona (Erickson & Chang 2007, modificado).

A P4 proveniente dos ovarios € liberada no sangue para exercer seus efeitos fisiologicos,
sendo que 17 % se liga com alta afinidade a transcortina (globulina de ligagdo ao
corticosteroide) (Graham & Clarke 1997) com meia-vida de 6 minutos e 80 % se liga com baixa
afinidade a albumina apresentando meia-vida de 42 minutos (Kuhl 2005). A progesterona de
origem suprarrenal € convertida em andrdgenos, glicocorticoides e mineralocorticoides
(Taraborrelli 2015) enquanto que a de origem placentaria € convertida apenas em
glicocorticoides e mineralocorticoides (Sanderson 2009).

A P4 livre circulante modula seus efeitos fisiologicos principalmente por meio de
sinalizagdes denominadas classicas ou do tipo gendmico (Garg et al. 2017). Essa via € mediada
por um receptor de progesterona nuclear (PRn) que foi inicialmente caracterizado em aves e
mamiferos na década de 70 (Milgrom et al. 1970; Sherman & Corvol 1970; Leavitt & Blaha
1972; O’Malley & Buller 1977), na época foi demonstrado que o PRn era um dimero composto
por duas proteinas, A e B.

O mecanismo de acdo via sinalizacdo classica ocorre de forma lenta, em um prazo de
horas ou dias (Thomas 2008) e inicia com a P4 difundindo pela membrana celular, visto sua
caracteristica lipofilica, com o objetivo de alcancar o nucleo e interagir com os receptores PR-
A e PR-B. Quando a P4 se liga ao PR ocorre dimerizacdo do receptor e autofosforilacéo, o que

permite formar e ativar o complexo horménio-receptor e dessa forma se ligar aos elementos de
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resposta a progesterona (PRES), o que possibilita regular a transcrigéo e expressao génica (Tsali
& Malley 1994; Jacobsen & Horwitz 2012). Existe uma terceira isoforma do receptor de
progesterona, o tipo C (Wei et al. 1990), encontrada de forma abundante no miométrio (Condon
et al. 2006; Scarpin et al. 2009). Estudos sugerem que o receptor PR-C pode melhorar ou gerar
efeitos antagonistas das isoformas A e B (Wei et al. 1996, 1997; Condon et al. 2006).

No entanto, a P4 também pode gerar efeitos hormonais rapidos sem ativacdo
transcricional, esta forma é chamada de sinalizacdo ndo cléssica, ndo-genémica ou ainda extra-
nuclear (Garg et al. 2017). Essa via foi caracterizada em 1942, quando Hans Seyle, obteve um
efeito anestésico imediato em ratos em decorréncia da administracdo aguda de P4, demostrando
pela primeira vez, em nivel tecidual, a acdo rapida do esteroide (Selye 1942). As acOes dessa
via sdo mediadas por receptores de membrana (mPRs) (Zhu et al. 2003; Thomas 2008; Pang et
al. 2015) com trés principais isoformas mPRa, mPRB e mPRy, pertencentes a familia de
receptores de progesterona e adiponectina Q de sete dominios transmembrans (PAQRS)
(Thomas 2008). Em tese, a ligacdo entre a P4 e 0 mPR ocorre na superficie celular e de forma
agil gera segundos mensageiros (Smith et al. 2008). A sinaliza¢do ndo-gendmica também pode
ser mediada por outros receptores de membrana, denominados de componente 1 e 2 da
membrana do receptor de progesterona (PGRMC1 e PGRMC2) (Garg et al. 2017; Mittelman-
smith et al. 2017), esses receptores podem ser expressos em tecidos reprodutivos (Mittelman-
smith et al. 2017) e em regides hipotalamicas, incluindo os locais de projecdo, pressupondo
dessa forma, envolvimento no controle das funcdes neuroenddcrinas (Krebs et al. 2000;
Intlekofer & Petersen 2012). Ademais, a acdo ndo gendmica também pode ocorrer via PR
citoplasmaético ou por meio de sinalizacdo intracelular independentes de receptor (Falkenstein
et al. 2000; Garg et al. 2017).

Os mPRs sdo expressos em varios tecidos humanos como o Utero, ovario, intestino, rim

e tecido nervoso (Zhu et al. 2003; Thomas et al. 2007). Da mesma forma, os PRn também séo
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amplamente expressos no sistema reprodutor feminino, hipéfise, pancreas, testiculos, figado,
adrenais e diversos outros 6rgaos, mostrando a capacidade da progesterona de atuar tanto em
tecidos reprodutivos como ndo reprodutivos (Asavasupreechar et al. 2020). Ademais, alguns
estudos mostraram a expressao desses receptores em células do masculo liso vascular da aorta
(Nakamura et al. 2005), em vasos uterinos (Bergqgvist et al. 1993), em células vasculares
endoteliais e musculares (Vazquez et al. 1999; Thomas & Pang 2013), evidenciando um papel
significativo da P4 sobre o sistema vascular que inclui, de forma geral, a formacdo de
mediadores endoteliais que sdo importantes para a homeostase vascular (Qiao et al. 2008;
Santos et al. 2014).

A homeostase vascular € preservada devido as a¢des realizadas por uma monocamada
de células: o endotélio. Essa monocamada reveste a parte interna dos vasos sanguineos e
linfaticos, sendo que até o inicio da decada de 70 era vista apenas como uma barreira fisica
entre as células sanguineas e os tecidos circundantes (Furchgott & Zawadzki 1980; Aird 2007).
Atualmente, sabe-se que o endotélio € de extrema importancia na fisiologia vascular e
desempenha fungdes essenciais que incluem a participacdo das respostas do sistema imune
(Aird 2007) e a regulacédo do deslocamento de substancias devido sua caracteristica de barreira
semipermeavel (Florey 1966; Minshall & Malik 2006). Além disso, também impede a adesé&o,
agregacao e ativacdo plaquetaria (Vanhoutte 1991; Michiels 2003; Verhamme & Hoylaerts
2006) por meio de varios mecanismos, dentre eles, a geracdo de forcas repulsivas que afastam
as plaguetas do endotélio, por apresentarem carga eletronegativa, e a sintese e liberacdo de
oxido nitrico (NO) e prostaciclina (PGI2) que inibem a ativacdo plaquetaria (Ruggeri 2003).
Além da funcdo antiplaquetaria, sdo atribuidos ao NO e a PGly, a acdo vasodilatadora que
juntamente com outras substancias produzidas e liberadas pelo endotélio, controlam o ténus

vascular (Busse et al. 1985; Aird 2007).
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O controle do tonus vascular, definido como a capacidade de modular o grau de
contracdo do musculo liso adjacente, pdde ser comprovado por Furchgott & Zawadzki ao
demonstrar que a vasodilatacdo induzida por acetilcolina (ACh) em anéis de aorta de coelhos
exigia a presenca de células endoteliais para que ocorresse o relaxamento do musculo liso
vascular (Furchgott & Zawadzki 1980). Assim como a ACh, em vérias artérias isoladas, a
bradicinina (BK), umas das primeiras substancias vasodilatadoras dependentes do endotélio
descritas, também provoca o relaxamento do masculo liso vascular (MLV) (Cherry et al. 1982;
Furchgott 1983; Shimokawa et al. 1987; Vanhoutte 1989). Semelhante a essas substancias, a
P4 também possui capacidade de promover a vasodilatacdo em varios leitos vasculares
(Molinari et al. 2001; Minshall et al. 2002; Pang et al. 2015; Giesen et al. 2020).

Ao demonstrar que o endotélio apresentava uma funcéo essencial para o relaxamento
do MLV, Furchgott & Zawadzki mostraram que essa resposta ocorria devido a liberacdo de
uma substancia, que inicialmente denominaram de fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF) (Furchgott & Zawadzki 1980) e mais tarde identificaram como oOxido nitrico (NO)
(Ignarro et al. 1987; Palmer et al. 1987).

O NO é um radical livre lipofilico gasoso que pode ser sintetizado por uma enzima
conhecida como 6xido nitrico sintase (NOS) (Kone et al. 2003), sendo descritas trés isoformas:
a isoforma | ou NO-sintase neuronal (nNOS) (Bredt & Snyder 1990), expressa principalmente
no tecido nervoso (Moncada & Higgs 1993; Palmer 1993), a isoforma Il ou NO-sintase
induzivel (iNOS) (Lyons et al. 1992), presente em tecidos submetidos a estimulos inflamatorios
(Kone et al. 2003; Oess et al. 2006) e a isoforma 11l ou NO-sintase endotelial (eNOS) (Sessa et
al. 1992), expressa de forma predominante no endotélio. A eNOS e a nNOS sdo constitutivas,
enquanto que a iINOS é induzivel (Moncada & Higgs 1993; Palmer 1993; Stevens-Truss et al.

1997). De forma geral, as 3 isoformas da NOS apresentam estruturas semelhantes e séo
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sintetizadas como monbémeros, no entanto é necessario a formacdo de homodimeros para
produzir NO (Kone et al. 2003; Forstermann & Miinzel 2006; Oess et al. 2006).

Os mondémeros possuem um dominio funcional redutase que esta ligado a um dominio
oxigenase, estes dominios apresentam regides de ligacdo que reconhecem o0s cofatores
importantes para a formacdo de NO (Stevens-Truss et al. 1997; Forstermann & Miinzel 2006)
que incluem fosfato de nicotinamida adeninadinucleotideo (NADPH), flavina mononucleotideo
(FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD) (Bredt et al. 1991; Moncada & Higgs 1993;
Stevens-Truss et al. 1997; Kone et al. 2003; Foérstermann & Miinzel 2006) no dominio redutase
e sitios de ligacdo para o substrato L-arginina, oxigénio molecular (O.), protoporfirina de ferro
IX (grupo heme) e (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (BHs) no dominio oxigenase (Stevens-
Truss et al. 1997; Ghosh & Salerno 2003; Kone et al. 2003; Fdrstermann & Munzel 2006).

A presenca do grupo heme permite a interacdo entre os dominios e juntamente com a
BH4 e a L-arginina promove a dimerizagdo da NOS e ap0s, a sua estabilidade como dimero
(Alderton et al. 2001). Assim, as flavinas FAD e FMN do dominio redutase transferem elétrons
derivados do NADPH para o grupo heme do dominio oxigenase. Nesta etapa € necessario a
presenca do complexo calcio-calmodulina (Ca?*/CaM) ligado para que o fluxo de elétrons seja
facilitado entre os dominios (Alderton et al. 2001). Entdo, esses elétrons por sua vez, sdo
utilizados para ativar e reduzir o O,. A seguir, duas etapas ocorrem para formar o NO: em um
primeiro momento a NOS hidroxila seu precursor fisiologico, a L-arginina (Sakuma et al. 1988;
Moncada & Higgs 1993; Palmer 1993), em N®-hidroxi-L-arginina (NHA) e em seguida, 0o NHA
é oxidado em L-citrulina e NO (Cohen & Vanhoutte 1995; Stevens-Truss et al. 1997; Alderton
et al. 2001).

O NO formado estimula a guanilil ciclase solivel no MLV, o que ocasiona em aumento
da concentracdo de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). Em seguida, o cGMP ativa a

proteina cinase G (PKG) e esta por sua vez, altera o estado de fosforilagdo da cadeia leve da
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miosina provocando um relaxamento do MLV subjacente (Rapoport & Murad 1983; Ignarro et
al. 1987; Furchgott, RF; Vanhoutte 1989; Cohen & Vanhoutte 1995). Além disso, 0
relaxamento do MLV via NO também pode ocorrer gerando hiperpolarizacao, seja por meio da
ativacdo de canais para potassio como pelo estimulo da atividade da bomba Na*/K™-ATPase
(Archer et al. 1994; Cohen & Vanhoutte 1995).

O NO produzido pela eNOS tem como efeitos fisioldgicos inibir agregacdo e adesao
plaquetarias (Radomski et al. 1987), inibir a ativacdo de leucdcitos (Kubes et al. 1991) e a
proliferacdo celular do MLV (Garg & Hassid 1989), atuar em reagdes imunoldgicas (Moncada
1997), alem de agir como cardioprotetor visto que atenua a aterosclerose, principalmente na
circulacdo coronariana (Curtis & Pabla 1997). A progesterona estimula a atividade da eNOS
em varios leitos vasculares como na aorta (Selles et al. 2001; Mendiberri et al. 2006; Cutini et
al. 2014), em artérias mesentéricas de ratos (Chataigneau et al. 2004) bem como em células
endoteliais da veia umbilical humana (Pang et al. 2015). Além disso, Molinari e colaboradores
administraram a P4 de forma aguda em artérias coronarias de porcos e tiveram como resultado
um relaxamento dependente do endotélio por meio de um mecanismo que envolvia a liberacédo
de NO (Molinari et al. 2001).

Assim como hé liberacdo de NO pelo endotélio, ha também liberacdo de prostaciclina
(PGIy), principal prostaglandina vasodilatadora, que inicialmente foi descoberta pelo seu
potencial antitrombotico e antiplaquetario (Moncada et al. 1976, 1977; Tateson et al. 1977),
mas que também desempenha um papel importante no relaxamento dependente do endotélio
em leitos vasculares (Bunting et al. 1976; Dusting et al. 1977). A PGI; é o principal metabdlito
derivado da ciclooxigenase (COX) e seus efeitos vasodilatadores resultam de sua ligacdo com
seu receptor preferencial IP, que ao ser ativado causa aumento da cAMP intracelular via
estimulacdo da adenilil ciclase (Armstrong et al. 1989; Boie et al. 1994; Wise & Jones 1996).

A estimulacdo da producdo de PGl pode ser induzida pela P4 (Makila et al. 1982; Selles et al.
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2002; Hermenegildo et al. 2005; Mendiberri et al. 2006) e dessa forma pode ativar os efeitos
protetores da PGl> que inclui a prevencdo doencas coronarianas, gracas a potente fungéo
antitrombdtica, e a capacidade de reducdo da pressdo arterial sistémica e vasodilatacdo de
artérias isoladas (Henderson et al. 1983; Cheng et al. 2002; Smyth et al. 2009; Chu et al. 2015).

Apesar de considerados os principais fatores liberados pelo endotélio, 0 NO e a PGl>
ndo explicam todas as repostas de relaxamento vascular dependente do endotélio. Vérios
estudos demonstraram a existéncia de outras vias que causam relaxamento do musculo liso
subjacente ao gerar hiperpolarizacdo (Chen et al. 1988; Feletou & Vanhoutte 1988; Taylor &
Weston 1988; Cohen & Vanhoutte 1995; Edwards et al. 1998). Essa via, denominada de
hiperpolarizagdo dependente do endotélio (EDH) (Félétou & Vanhoutte 2006a, 2009;
Vanhoutte 2016) engloba muitos sinais possiveis que podem gerar hiperpolarizacéo e, assim,
relaxar o musculo liso vascular (Vanhoutte 2016).

Varios estudos apontam o ion potassio (K*) como um dos candidatos que induz repostas
do tipo EDH (Edwards et al. 1998, 1999; Bény & Schaad 2000; Dora & Garland 2001),
ademais, ha outros fatores como ativagéo dos canais endoteliais para potassio sensiveis a célcio,
de baixa condutancia (SKca) e de condutancia intermediaria (IKcs) (Edwards et al. 1998, 2010;
Absi et al. 2007), juncdes comunicantes (Kihberger et al. 1994; Griffith 2004) sulfeto de
hidrogénio (H2S) (Zhao et al. 2001; Bianca et al. 2011), o proprio NO (Tare et al. 1990;
Edwards et al. 2001) e PGl (Corriu et al. 1996; Parkington et al. 2004), além do perdoxido de
hidrogénio (H202) (Sobey et al. 1997; Matoba et al. 2000) e &cidos epoxieicosatrienoicos
(EETS) (Fleming 2000; Campbell & Falck 2007; Campbell & Fleming 2010).

Os EETSs sdo derivados do citocromo P450 (CYP) e hiperpolarizam o MLV ativando
canais para potassio sensiveis ao Ca?* (Félétou & Vanhoutte 2000; Zeldin 2001). Varios estudos
mostram sua a¢do vasodilatadora (Proctor et al. 1987; Rosolowsky & Campbell 1993; Eckman

et al. 1998; Gebremedhin et al. 1998; Miura & Gutterman 1998). Ja o H20., espécie reativa de
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oxigénio (ERO), pode ser produzido pelas células endoteliais de forma direta ou como
subproduto da liberacdo do anion superoxido (Heinzel et al. 1992; Matoba et al. 2000;
Shimokawa 2010) e causar hiperpolarizacdo e consequente relaxamento em varios leitos
vasculares (Matoba et al. 2002; Miura et al. 2003; Yada et al. 2003; Liu et al. 2011). No entanto,
0 H>0zem altas concentracdes, induz o leito arterial a contracdes (Sotnikova 1998; Shen et al.
2000; Ardanaz et al. 2008). Da mesma forma, quando em concentracgdes elevadas, outras ERO,
como o anion superéxido (O2*7) e de nitrogénio, como o perdxido nitrito (ONOO), sdo
considerados as principais causas de estresse oxidativo e podem inibir as vias vasodilatadoras
dependentes do endotélio (Vanhoutte et al. 1986; Miinzel et al. 2005), gerando uma disfuncgéo
endotelial (Griendling & Fitzgerald 2003; Touyz 2004; Félétou & Vanhoutte 2006b).

Uma fungdo primordial do endotélio é regular a homeostase vascular, mantendo o
equilibrio entre os fatores que geram vasoconstricdo e vasodilatacdo. Quando a liberacdo de
NO e outros fatores que levam a hiperpolarizacdo dependentes do endotélio é prejudicada, e
somado a isso, ha uma producdo de agentes vasoconstritores aumentada, ocorre a disfuncéo
endotelial (Félétou & Vanhoutte 2006b; Vanhoutte 2009) que além de ser associada a processos
fisiopatologicos como hipertensdo, aterosclerose, doenca coronariana, entre outras, €
considerada precursora comum no desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV)
(Busse & Fleming 1996; John & Schmieder 2000; Vanhoutte et al. 2009).

Sendo considerada uma das principais causas de morte no mundo, em 2016, cerca de
17,6 milhGes de pessoas morreram por DCV, representando 31 % da populacdo global e em
2030 este nimero podera chegar a 23,6 milhGes (Benjamin et al. 2019). A hipertensdo, definida
como aumento da pressao arterial (PA), é um dos principais fatores de risco para desenvolver
as DCV (Vasan et al. 2001; Kim et al. 2006; Ong et al. 2008; Pérez-Ldpez et al. 2009; Yanes

& Reckelhoff 2011), afeta cerca de 72 milhdes de adultos norte-americanos (Chobanian et al.
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2003; United States 2010) e 36 milhdes de adultos brasileiros (Malachias et al. 2016) sendo o
principal fator de risco global para mortalidade (Ezzati et al. 2002; Mosca et al. 2007).

Muitos estudos apontam que no periodo reprodutivo ou fase pré-menopausa, as
mulheres apresentam baixa incidéncia de DCV, incluindo a hipertenséo arterial, comparado a
homens da mesma idade (Atsma et al. 2006; Polotsky & Polotsky 2010; Khalil 2013; Boese et
al. 2017). Apds essa fase, na pds-menopausa, estudos apontam que as mulheres podem
apresentar elevacao da pressao arterial, aumentando assim a incidéncia de DCV (Dubey et al.
2002; Benjamin et al. 2019). Além disso, entre a sexta e a sétima década de vida das mulheres,
a prevaléncia de hipertensdo e a incidéncia de DCV, se tornam mais elevadas comparados a
homens na mesma faixa etaria (Boese et al. 2017; Benjamin et al. 2019). A cardioprotecao que
ocorre na fase pre-menopausa é atribuida aos hormonios sexuais, progesterona e 0s estrogénios,
que ao reduzir durante a p6s menopausa aumenta o risco de DCV (Brandin et al. 2003; Santos
et al. 2004; Cutini et al. 2014; Boese et al. 2017).

O efeito da progesterona e sua relacdo com a fungéo endotelial ainda permanece escasso
na literatura. Nossa hipdtese é que a progesterona apresente efeitos benéficos ao sistema
vascular e previna uma possivel disfuncdo endotelial causados pela ovariectomia em ratas
hipertensas. Tendo em vista que a disfuncdo endotelial € um denominador comum para o
desenvolvimento de DCV, o conhecimento dos possiveis beneficios relacionados ao tratamento
com progesterona nesse contexto torna-se de suma importancia para a compreensdo dos

mecanismos envolvidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com progesterona sobre a reatividade vascular

coronariana dependente do endotélio em ratas espontaneamente hipertensas ovariectomizadas.

2.20bjetivos Especificos

v Analisar os efeitos do tratamento com progesterona sobre a pressao arterial sistélica
(PAS) em ratas SHR ovariectomizadas

v' Verificar a pressdo de perfusdo coronariana (PPC) de SHR ovariectomizadas e
ovariectomizadas tratadas com progesterona

v/ Avaliar a participacdo de NO, prostanoides (PNs) e hiperpolarizacdo dependente do
endotélio (EDH) na reatividade coronariana dependente do endotélio em ratas SHR
com e sem tratamento com progesterona

v" Averiguar os parametros ponderais em ratas SHR com e sem tratamento com
progesterona

v" Investigar a morfologia endotelial de ratas SHR com e sem tratamento com

progesterona
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem SHR (Spontaneously Hipertensive Rats),
com 8 semanas de idade. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os protocolos de
pesquisa foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do CCS da UFES sob o
namero 42/2018. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5 animais por gaiola), com
livre acesso a agua e a racao (Purina Labina, SP — Brasil), em ambiente sob condi¢des de
temperatura (22 °C a 24 °C) e umidade relativa do ar (40 % a 60 %) controladas. O ciclo de luz

foi regulado para periodos de 12/12 horas, alternando-se entre claro e escuro.

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente separados em trés diferentes grupos experimentais:
- Grupo 1: Controle (SHAM)

- Grupo 2: Ovariectomizadas (OVX)

- Grupo 3: Ovariectomizadas tratadas com progesterona (OVX-P4)

3.3 Procedimentos Experimentais

A figura 3 resume em uma linha do tempo os procedimentos experimentais realizados.
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9 Semanas 15 dias de tratamento | 11 Semanas
de idade —

SHAM . - Pesagem
- Ovariectomia
OVX ) - 22 Medida de PAS|
- Inicio do tratamento
VX-P4 - Eutanasia

- Pesagem
- Divisdo de grupos
- 1% medida de PA!

[ Protocolos Experimentais ]

- Ciclo Estral

8 Semanas - Reatividade Vascular

de idade - Coleta de coronarias

- Coleta de 6rgéos e coxins

de gordura

Figura 3. Linha do tempo dos procedimentos experimentais realizados.

3.3.1. Determinacao da Fase do Ciclo Estral

O ciclo estral consiste em mudancas morfoldgicas nos ovarios, Utero e vagina que sao
observadas durante 4 a 6 dias. Constituido por 4 fases: proestro, estro, metaestro e diestro, que
sdo caracterizadas por diferentes tipos de células (Mandl 1951; Mendonca et al. 2002; Yener et
al. 2007). Dessa forma, para a identificacdo da ciclicidade normal e das fases das ratas foram
realizados esfregacos vaginais, que consistem na utilizacdo de 10 microlitros de solucédo salina
(NaCl 0,9 %) introduzidos gentilmente na cavidade vaginal das ratas com o auxilio de uma
micropipeta, e realizados movimentos circulares suaves para retirada do contetdo vaginal. Este
procedimento foi realizado diariamente entre as 08:00h e 09:00h e as amostras de células
epiteliais vaginais foram examinadas sob microscopio Optico conforme descrito em estudos
anteriores (Long & Evans 1922; Mandl 1951; Marcondes et al. 2002). As ratas que passaram
pela ovariectomia permaneceram na fase de diestro (Montes & Luque 1988), dessa forma, para
padronizar e assim minimizar a influéncia da variacdo hormonal nos diferentes parametros

estudados, as ratas SHAM eram utilizadas apenas durante a fase diestro.
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Figura 4. Avaliacdo citolégica de esfregacos vaginais usada para identificar as fases do ciclo estral. Trés tipos
principais de células sdo detectados em amostras de esfregaco vaginal: células epiteliais nucleadas, células
epiteliais cornificadas e leucécitos. A proporcao desses tipos de células presentes no esfregaco pode ser usada para
identificar (A) proestro, (B) estro, (C) metaestro ou (D) diestro. Pontas de flecha pretas em B, C e D apontam para

células epiteliais cornificadas representativas. As setas pretas em C e D apontam para os leucocitos representativos.
As setas brancas em A e D destacam células epiteliais nucleadas representativas (Mclean et al. 2012; modificado).

3.3.2. Ovariectomia

Apds anestesia intraperitoneal com uma mistura de quetamina (70 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg) as ratas foram fixadas em camas cirdrgicas em decubito lateral. Prontamente a
tricotomia, as fémeas foram submetidas a uma incisdo de 1 cm a 1,5 cm na pele, entre a Gltima
costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana. Em seguida foi realizada uma incisao na musculatura
abdominal até o alcance da cavidade peritoneal, e por meio desta, ovarios e trompas foram
exteriorizados para posterior ligadura da tuba uterina e remoc¢éo dos ovarios. Uma linha de
sutura foi utilizada para ligadura da tuba uterina e posterior excisdo do ovario. Apos esse
procedimento a tuba uterina foi recolocada na cavidade abdominal, o madsculo foi suturado e
em seguida a pele. O mesmo processo foi realizado no lado oposto. Ao final do procedimento,
os animais receberam 0,1 ml do antibiético Enrofloxacina 2,5 % (Flotril®) e 0,01 ml do

analgésico Flunixina 5 % por via intramuscular em dose Unica e retornaram as gaiolas. As
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fémeas do grupo SHAM foram submetidas & uma cirurgia ficticia, seguindo 0s mesmos

procedimentos e em tempo equivalente, porém sem a retirada dos ovarios e sem a ligadura.

3.3.3. Tratamento com Progesterona

O tratamento com progesterona (Progesterona micronizada — Iberoquimica) foi iniciado
no mesmo dia da ovariectomia (para evitar a baixa hormonal pés-cirurgia) e realizado durante
o0 periodo de 15 dias via injeces subcutaneas na concentracdo: 2 mg/kg/dia, mimetizando as
concentrac0es fisiologicas de P4 observadas na fase diestro do ciclo estral (Karatepe et al. 2012;
Aksoy et al. 2014). Volumes iguais de veiculo (6leo de girassol) foram administrados nos

animais dos grupos SHAM e OV X, pelo mesmo periodo.

3.3.4. Avaliacgdo nédo Invasiva da Pressdo Arterial

A pressdo arterial sistolica foi avaliada nos animais, antes do inicio do tratamento (Dia
0) e no dia anterior do protocolo de reatividade vascular (Dia 15), pelo método de pletismografia
de cauda. Os animais foram previamente climatizados, durante trés dias, antes da mensuracao
oficial por 10 minutos no equipamento, para adaptarem-se ao pletismografo e, desta forma,
minimizar a influéncia do estresse frente ao procedimento e assim, diminuir alteracbes na
resposta pressorica.

No dia do registro os animais foram aquecidos em uma camara de retengdo com um cuff
de pulso pneumatico acoplado na regido proxima a cauda. Um esfigmomandmetro foi insuflado
e desinsuflado automaticamente e o valor de pressdo arterial sistdlica foi coletado
automaticamente usando um aparelho (11'TC INC/Life Sciente, 23924 Victory Blvd, Woodland
Hills, Ca 91367 — 1253 USA) acoplado a um computador (Baldo et al. 2011). A temperatura
da sala foi controlada entre 35 °C e 37 °C durante todo o tempo que o animal permaneceu no
equipamento. Foi obtida a média de, no minimo, 5 registros com diferenca maxima de 10
mmHg, sendo descartados o0s registros associados as influéncias causadas por movimentos dos

animais.
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3.3.5. Estudos em Coracao Isolado (Método Langendorff)

Neste experimento, foi investigada a reatividade vascular do leito coronariano em
resposta a doses de BK. Para tanto, ao 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 ap0Os coleta sanguinea, esses animais tiveram sua cavidade torécica
aberta, o coracdo exposto e dissecado de suas conexdes e rapidamente transferido para o
aparelho de perfusdo isolada por meio da canulacdo da aorta, ao nivel de sua curvatura. Em
seguida, a perfusdo retrograda é realizada pelo método de Langerdorff modificado (Hugo Sachs
Electronics, March-Hugstetten, Alemanha) sendo que, para a perfuséo foi utilizada uma solucao
nutridora composta de NaCl, 120 mM, CaCl> 2H20, 1,25 mM, KCI, 5,4 mM, MgSQO4.7H0,
2,5 mM, NaH2PO4.H>0O, 2,0 mM, NaHCO3, 27,0 mM, NaxSO4, 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 % CO>) na cdmara de saturagdo, 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 pressdo de perfusdo coronariana (PPC) basal foi avaliada por meio de um transdutor
de pressdo (ADInstrument MLT0380/A Reusable BP Transducer), conectado imediatamente
proximo da canula de perfuséo adrtica, através da qual foi perfundido o leito coronariano, ligado
a um sistema digital de aquisicdo de dados (PowerLab System). Para leitura dos registros
obtidos pelo sistema de aquisi¢do de dados foi utilizado software LabChart 7.3.1 (Copyright ©
1994-2011 ADInstruments). Como o fluxo sera mantido constante em 10 mL/min, por meio da
bomba de rolete, as alteracdes da PPC podem ser diretamente relacionadas as mudancas na
resisténcia vascular.

A pressdo isovolumétrica do ventriculo esquerdo foi mantida por meio de um baldo de
latex que, ainda vazio, é inserido no interior do ventriculo esquerdo (VE) por meio de uma

canula de aco conectada a um transdutor de pressdo (AD Instrument MLT0380/A Reusable BP
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Transducer). Uma vez dentro do VE, o baldo é pressurizado, com &gua, com auxilio de uma
seringa de vidro visando manter uma pressao diastélica intraventricular de 10 mmHg. Apos 40
minutos de estabilizacdo da preparacdo de coracdo isolado, a PPC basal foi determinada e
inicia-se 0 estudo da reatividade coronariana por meio da constru¢do de uma curva dose-
resposta de BK (Sigma, St. Louis, MO) administrada 10 in bolus (0,1 mL) em concentracGes
crescentes de (0,1 — 1000 ng) antes e ap6s a perfusdo com inibic¢do individual ou combinada
dos EDRFs, conforme protocolo experimental (Figura 5).

Apos a avaliacao funcional, os coragdes tiveram suas cAmaras cardiacas cuidadosamente
separadas e pesadas em balanca de precisdo (SHIMADZU AUY 220) apds 24 horas de secagem
em estufa a 100 °C para obtencéo do peso seco.

3.3.6. Protocolos Experimentais

Protocolo 1

Com objetivo de avaliar a participacdo do NO na resposta vasodilatadora da BK nos
vasos coronarianos, um inibidor inespecifico da NOS, N®-nitro-L-Arginina Metil Ester (L-
NAME, 100 uM), foi adicionado a solucdo de perfusdo durante pelo menos 20 minutos e a
curva dose-resposta a BK foi realizada (Santos et al. 2004, 2010).

Protocolo 2

Com objetivo de avaliar a participacdo da PGl3, na resposta vasodilatadora da BK nos
vasos coronarianos, um inibidor inespecifico da enzima COX, indometacina (INDO; 2,8 uM),
foi adicionado a solucéo de perfusdo durante pelo menos 20 minutos e a curva dose-resposta a
BK foi realizada (Santos et al. 2004, 2010).

Protocolo 3

Com objetivo de avaliar a reposta vasodilatadora independente de NO/PGI; induzida
pela BK nos vasos coronarianos, foi realizada a inibicdo combinada das enzimas NOS e COX

com L-NAME (100 uM) e INDO (2,8 uM) respectivamente. Ambos inibidores foram
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adicionados, simultaneamente, a solucdo de perfusdo pelo menos 20 minutos antes da curva
dose-resposta a BK ser construida (Santos et al. 2004, 2010).

Protocolo 4

Com objetivo de avaliar a reposta vasodilatadora independente de NO/PGI./EDH
induzida pela BK nos vasos coronarianos, foi realizada inibicdo combinada das enzimas NOS,
COX e CYP com L-NAME (100 uM), Indometacina (2,8 uM) e clotrimazol (CLOT; 0,75 uM)
respectivamente. Todos inibidores foram adicionados, simultaneamente, a solucdo de perfusao
pelo menos 20 minutos antes da curva dose-resposta a BK ser construida (Santos et al. 2004,
2010).

Para andlise dos resultados de reatividade vascular, a resposta vasodilatadora foi
expressa como porcentagem da resposta maxima (Rmax) induzida pela BK antes e ap6s o
bloqueio com agentes farmacoldgicos. Para cada curva dose-resposta basal foi calculado a area
abaixo da curva (AUC) e com o objetivo de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre
a resposta vasodilatadora a BK dos grupos estudados, os resultados foram expressos como
diferenca da area abaixo da curva (dAAUC), calculado como diferenca entre as AUCs em relagéo

a AUC da curva controle.

40 minutos de 20 minutos com inibidores
estabilizacao l

MuﬂW'/!/‘f'M'WWWWWW'
\ I j \ T ;

Doses de BK Doses de BK
0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 ng 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 ng

Figura 5. Representagdo dos protocolos experimentais de reatividade vascular.

3.3.7 Remocdao e Pesagem de 6rgédos e coxins de gordura

Apos remocdo do coracdo para 0 método de Langendorff, todos os coxins de gordura
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intra-abdominal, incluindo mesentérico, parametrial, perirrenal e retroperitonial, foram
dissecados e pesados imediatamente apds a dissec¢do, assim como, Utero, pancreas, rins,
suprarrenais, hipofise e figado. Apos a disseccdo e pesagem, o Utero era levado para estufa a
100 °C no periodo de 24 horas para obtengdo do peso seco. Todos 0s pesos dos 6rgaos e coxins

de gordura foram corrigidos pela tibia.

3.3.8. Microscopia eletronica de varredura

Os ramos descendente anterior da artéria coronaria esquerda e septal foram coletados,
lavados e abertos longitudinalmente com PBS, e fixados em solucéo Karnovisk (glutaraldeido
2,5 %, parafolmaldeido 2 %, tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,2) por 24 horas. As artérias foram,
posteriormente, lavadas em tampéo cacodilato (0,1 M, pH 7,2), desidratadas em gradiente
crescente de etanol e submetidas a secagem por ponto critico em CO2 (Autosandri-815,
Tousimis). Apés montagem em suporte metalico, com o endotélio exposto, as amostras foram
revestidas com 10 nm de ouro puro em um revestidor por pulverizacdo a vacuo (Desk V, Denton
Vaccum). As imagens das amostras foram obtidas utilizando um microscopio eletronico de

varredura (Jeol, JEM6610 LV).

3.4 ANALISES DOS DADOS

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism versdo 8.0.0
(San Diego, California, USA). A normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Para identificacdo de outliers foi utilizado o ROUT test do software GraphPad Prism. Os
dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As médias referentes aos
dados ponderais e PAS foram avaliadas pela andlise de variancia de uma via (one-way
ANOVA). As curvas dose-resposta foram analisadas pela ANOVA de duas vias (two-way
ANOVA). Para as comparacdes entre as médias, utilizamos o teste post-hoc de Tukey, e o nivel

de significancia foi estabelecido para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Pressao Arterial Sistélica (PAS)

Na figura 6 podemos observar que tanto no dia 0, quanto no dia 15, a PAS foi similar
entre os grupos (Dia 0 — SHAM 155,5 + 2,4 mmHg, OVX 155,4 + 0,8 mmHg, OVX-P4 158,5
+ 2,7 mmHg; Dia 15— SHAM 165,8 £ 1,9 mmHg, OVX 169,1 + 1,4 mmHg, OVX-P4 170,1 +
2 mmHg), entretanto, foi possivel observar o aumento da PAS com a progressao da idade, mas
as intervengOes realizadas em cada grupo, como a ovariectomia e 0 tratamento com a

progesterona, ndo afetaram a elevacéo da PAS.

b 200 5 % % [ Dia0
— | 1 | | | 1
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Figura 6. Pressdo arterial sistélica em ratas SHR. SHAM (n = 15), OVX (h = 15), OVX-P4 (n = 15). Os dados
foram expressos como média + EPM. Utilizamos para analise dos dados one-way ANOVA e post hoc de Tukey.
*p < 0,05 comparado com seus respectivos controles no dia 0.

4.2 Parametros Ponderais

Como mostrado na tabela 1, os animais foram pesados no dia da ovariectomia (Dia 0) e
no dia da eutanasia (Dia 15) e foi observado que houve aumento do peso corporal em todos 0s

grupos de forma semelhante.
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Tabela 1. Valores do peso corporal dos grupos estudados

Peso Corporal (g)

SHAM OVX OVX-P4

(n=54) (n=53) (n =56)
Dia 0 134 £ 2 137 +£3 128 £ 2
Dia 15 147 + 2* 159 + 4* 153 + 3*

Os valores foram expressos com média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA
e post hoc de Tukey. *p < 0,05 vs seu controle.

Em relacdo as gorduras intra-abdominais, o grupo OV X apresentou maiores médias das
gorduras perirrenal e retoperitoneal comparado aos outros grupos. Da mesma forma, o grupo
OVX-P4 apresentou maior deposito de gordura retroperitoneal comparado ao grupo SHAM.
Para verificar a composicdo total de massa gorda, os valores das gorduras intra-abdominais
foram somados e dessa forma foi observado que o grupo OV X obteve maior deposicdo em
relacdo aos outros grupos. O tratamento com progesterona parece prevenir a deposicdo de

gordura intra-abdominal, visto que, apresentou peso similar ao do grupo SHAM (tabela 2).

Tabela 2. Valores das gorduras intra-abdominais dos grupos estudados

Peso das gorduras intra-abdominais

SHAM OoVvX OVX-P4
(n=54) (n=53) (n =56)
> Gorduras (mg) / tibia (mm) 59+2 66 + 2*# 57 +2
GM (mg) / tibia (mm) 4312 40+ 2 39+1
GPr (mg) / tibia (mm) 6,5+0,5 8,2 £ 0,5*# 6,6 £0,4
GPm (mg) / tibia (mm) 75+0,7 8,3+0,6 7,2+05
GR (mg) / tibia (mm) 49+05 6,7 £ 0,5*# 52+0,3*

GM: gordura mesentérica; GPr: gordura perirrenal; GPm: gordura parametrial; GR: gordura retroperitoneal; > :
somatdrio. Os pesos foram analisados pela razdo gorduras (mg) pelo comprimento da tibia (mm). Os valores foram
expressos com média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA e post hoc de Tukey.
*p < 0,05 vs Sham; #p < 0,05 vs OVX-P4.

Como podemos observar, na tabela 3, apds a ovariectomia, os grupos OVX e OVX-P4
tiveram o peso do Utero umido e seco diminuido quando comparados ao grupo SHAM. Em

relacdo ao peso de outros 6rgdos, observamos que 0 pancreas teve um peso maior no grupo
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tratado com progesterona. E os ventriculos tiveram os pesos maiores no grupo OVX em relaco
aos outros grupos. Os demais 6rgdos apresentados na tabela 3 obtiveram pesos similares entre

0S grupos.

Tabela 3. Valores dos pesos dos 6rgdos dos grupos estudados

Peso dos 6rgéaos

(n) SHAM OVX OVX-P4
Utero Umido (mg) / tibia (mm)  (23) 5+0,5 2 +0,3* 2+0,1*
Utero Seco (mg) / tibia (mm)  (23) 1+0,1 0,5+0,07* 0,5+ 0,04*
Adrenais (mg) / tibia (mm) (22) 0,8+0,03 0,7 £0,02 0,8 £0,02
Hipdfise (mg) / tibia (mm) (10) 0,19+ 0,02 0,23+0,01 0,21 £ 0,00
Pancreas (mg) / tibia (mm) (10) 18+2,0 18+1,0 23 +1,0%+
VD Seco (mg) / tibia (mm) (10) 0,53+0,01 0,66 £ 0,04* 0,58 £ 0,03
VE Seco (mg) / tibia (mm) (10) 2,3+0,03 2,5+0,07* 2,3+0,04

VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo. Os pesos foram analisados pela razéo peso visceral (mg) pelo
comprimento da tibia (mm). Os valores foram expressos com média + EPM. A andlise estatistica foi realizada por
meio de one-way ANOVA e post hoc de Tukey. *p < 0,05 vs Sham; *p< 0,05 vs OVX; “p < 0,05 vs OVX-P4.

4.3. Pressdo de Perfusdo Coronariana (PPC) Basal

Conforme mostrado na figura 7, observamos que a PPC basal foi maior no grupo OVX
(145 £ 1,7 mmHg) e OVX-P4 (OVX-P4: 145 £ 2,3 mmHg) quando comparado ao grupo SHAM

(130 £ 3,8 mmHg).
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Figura 7. Pressdo de perfusdo coronariana basal em ratas SHR. SHAM (n = 9), OVX (h =9), OVX-P4 (n = 9). Os
dados foram expressos como média + EPM. A anélise estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA e
post hoc de Tukey. *p<0,05 vs SHAM.
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4.4 Reatividade Vascular do Leito Coronariano

A reatividade vascular foi realizada por meio de curvas dose-resposta com
concentragdes crescentes de BK. O gréfico (figura 8a) mostra a curva basal dos grupos SHAM,
OVX e OVX-P4. Como pode ser observado a BK foi capaz de promover vasodilatacdo em
todos os grupos estudados. Contudo, podemos observar que o grupo OVX apresentou um
prejuizo no relaxamento da BK e uma menor AUC (figura 8b) comparado ao grupo SHAM
(Rméx; SHAM: 10 £ 1 %; OVX: 7 £ 1 %). O tratamento com progesterona (Rmax; OVX-P4:
11 + 1 %) foi capaz de prevenir a reducdo do relaxamento ocorrido pela castragdo no grupo

OVX, apresentando AUC similar ao grupo SHAM.
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Figura 8. Resposta vasodilatadora a concentragfes crescentes de bradicinina (BK, 0,1-1000 ng) (a) AUC da curva
basal (b). Os dados foram expressos como média + EPM. Foi usado two-way ANOVA (a), one-way ANOVA (b)
e post hoc de Tukey. *p <0,05 em relacéo ao grupo SHAM, “p< 0,05 em relag&o ao grupo OVX-P4.

Investigando a participacdo dos mediadores endoteliais na resposta de relaxamento
encontrada com a curva dose-resposta de BK nos grupos, observamos que apés a inibicao
inespecifica da oxido nitrico sintase com L-NAME (Fig. 9), a resposta vasodilatadora foi
reduzida nos grupos SHAM e OVX-P4 (Rmax; SHAM =5,8 + 0,9 %; OVX-P4 =6 + 0,6 %),
enquanto no grupo OV X ndo houve alteracdo na resposta vasodilatadora (Rmax; OVX =8 £ 2
%). Avaliando o dAUC (figura 9d), foi possivel observar que o NO néo é responsavel pela
resposta vasodilatadora no grupo OVX, apesar deste grupo apresentar menor relaxamento

comparado aos demais, essa resposta ndo foi alterada apés a inibicdo com L-NAME.
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Figura 9. Resposta vasodilatadora a concentragdes crescentes de bradicinina (BK, 0,1-1000 ng) ap6s inibicdo com
L-NAME nos grupos SHAM (a), OVX (b), OVX-P4 (c). Diferenca da area abaixo da curva (d). Os dados foram
expressos como media = EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA e post hoc de
Tukey. *p <0,05 em relacéo ao seu controle na curva basal. p< 0,05 em relacdo ao SHAM. *p < 0,05 em relagéo
a0 OVX. ¥p < 0,05 em relagdo ao OVX-P4.

Ap0s inibicdo inespecifica da via de formacéo dos prostanoides (PNs) endoteliais com
indometacina (Figura 10), observamos que a progesterona pdde modular esta via, uma vez que,
0s animais do grupo tratado com P4 tiveram a resposta vasodilatadora reduzida (Rmax; OV X-
P4: 3 £ 0,5 %) quando comparado aos outros grupos (Rméx; SHAM: 10 + 1 %; OVX: 5+ 0,2
%). Ao avaliar a magnitude de efeito da indometacina entre os grupos (figura 10d), observamos
maior magnitude no grupo tratado com P4, sugerindo que a resposta vasodilatadora a BK nesse

grupo possui maior influéncia dos PNs.
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Figura 10. Resposta vasodilatadora a concentracGes crescentes de bradicinina (BK, 0,1-1000 ng) ap0s inibicao
com indometacina nos grupos SHAM (a), OV X (b), OVX-P4 (c). Diferenca da area abaixo da curva (d). Os dados
foram expressos como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA e post hoc
de Tukey. *p <0,05 em relac&o ao seu controle na curva basal. “p< 0,05 em relagdo ao SHAM. “p < 0,05 em relagdo
a0 OVX. *p < 0,05 em relacio ao OVX-P4.

Realizando inibicdo simultanea da via do NO e PNs (L-NAME e Indometacina) (Figura
11), observamos que todos os grupos tiveram as respostas reduzidas (Rmax; SHAM: 3 + 0,4
%; OVX: 3,6 £ 0,7 %; OVX-P4: 3,8 £ 0,7 %). Contudo, mesmo com reducdo na vasodilatacéo,
esta resposta ndo foi completamente abolida, levando a suposicado de uma possivel participacdo
da EDH. Ao comparar os grupos com a dAUC (figura 11d), observamos que o grupo OVX

apresentou menor magnitude de efeito em relagdo aos outros grupos, mas a progesterona foi

capaz de prevenir as alteracGes da via da EDH nesse grupo.
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Figura 11. Resposta vasodilatadora a concentracGes crescentes de bradicinina (BK, 0,1-1000 ng) ap0s inibicao
com L-NAME + indo nos grupos SHAM (a), OVX (b), OVX-P4 (c). Diferenca da area abaixo da curva (d). Os
dados foram expressos como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio de one-way ANOVA e
post hoc de Tukey. *p <0,05 em relac&o ao seu controle na curva basal. *p< 0,05 em relacdo ao SHAM. *p < 0,05
em relacdo ao OVX. $ p < 0,05 em relacdo ao OVX-P4.

Dessa forma, investigamos a possivel participacdo dos acidos epoxieicosatrienoicos
(EETSs) na hiperpolarizacao dependente do endotélio com a inibigdo simultanea da via do 6xido
nitrico, PNs e EETs (L-NAME, Indometacina e Clotrimazol) (Figura 12) e observamos reducéo
na resposta vasodilatadora em todos os grupos (Rméx; SHAM: 0,7 + 0,2 %; OVX: 0,7 £ 0,2 %;
OVX-P4: 2,3 = 0,5 %). No entanto, observamos que no grupo OVX-P4 a resposta
vasodilatadora ndo foi totalmente abolida. Ao comparar os grupos com a dAUC, notamos que
a modulacdo pelos EETs foi reduzida no grupo OV X, no entanto, a progesterona foi capaz de

prevenir as alteracdes dessa via.
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Figura 12. Resposta vasodilatadora a concentracGes crescentes de bradicinina (BK, 0,1-1000 ng) ap0s inibicao
com L-NAME + indo + clotrimazol nos grupos SHAM (a), OVX (b), OVX-P4 (c). Diferenca da area abaixo da
curva (d). Os dados foram expressos como média £ EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de one-way
ANOVA e post hoc de Tukey. *p <0,05 em relacéo ao seu controle na curva basal. “p< 0,05 em relagio ao SHAM.
#p < 0,05 em relacéo ao OVX. $ p < 0,05 em relagdo ao OVX-P4.

4.5 Microscopia eletronica de varredura

Para confirmar os resultados da disfuncdo endotelial encontrada no grupo OVX e
observar possiveis alteracdes morfoldgicas utilizamos a andlise qualitativa da camada intima,
dos ramos descendente anterior da artéria corondria esquerda e septal, por microscopia
eletronica de varredura (MEV) (Figura 13). Esta andlise revelou que a superficie endotelial do
grupo SHAM apresentava aparéncia regular com células que acompanhavam a superficie
longitudinal do vaso. No grupo OVX, foi observado um endotélio anormal com aspecto
contraido, com uma ligeira desordem na superficie da camada intima, com perda da arquitetura

e disposicdo atipica das células endoteliais e areas de atrofia celular. Por outro lado, no grupo

OVX-P4, observou-se uma camada endotelial similar ao grupo SHAM.
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Figura 13. Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos ramos descendente anterior da artéria coronaria
esquerda e septal dos grupos SHAM, OVX e OVX-P4. Cada imagem foi obtida com 1,500X de magnificacéo
(barra =10 um).
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5. DISCUSSAO

O principal achado desse estudo foi a capacidade da progesterona em modular a
vasodilatacdo coronariana dependente do endotélio em fémeas SHR ovariectomizadas. Os
danos estruturais e funcionais causados pela deficiéncia hormonal foi evitado pela progesterona
e parece que a via dos prostanoides esta envolvida.

Inicialmente, observamos reducédo do peso uterino no grupo OVX, o que ja era esperado,
visto que a auséncia de estimulagdo hormonal causado pela ovariectomia resulta na atrofia
uterina encontrada, como visto em estudos anteriores (Tambouret & Wilbur 2003; Delgado et
al. 2017).0 tratamento com progesterona nao foi capaz de evitar essa atrofia. Alguns estudos
mostram que no Utero a progesterona antagoniza os efeitos dos estrogénios, enquanto o estradiol
estimula a proliferacdo epitelial endometrial, a progesterona possui acdo antiproliferativa
(Martin et al. 1973; Graham & Clarke 1997; Chwalisz et al. 1998; Yuan et al. 2015).

Observamos que, quanto a gordura intra-abdominal, apenas o grupo OVX apresentou
aumento em relacdo ao SHAM, sem alteracdo do peso corporal, corroborando estudos prévios
(Ainslie et al. 2001; Babaei et al. 2010). Nossos resultados mostraram que a gordura intra-
abdominal do grupo tratado com progesterona foi similar ao grupo SHAM, evidenciando que
possivelmente a progesterona previne a deposicdo de gordura visceral. O papel da progesterona
sobre o metabolismo lipidico ainda ndo foi completamente elucidado, no entanto, existem
estudos que mostram que receptores de progesterona sao expressos no tecido adiposo (O’Brien
et al. 1998; Rodriguez-Cuenca et al. 2005) e que a progesterona pode participar na captacéo e
metabolismo da glicose, sintese lipidica e lipogénese (Shirling et al. 1981; Sutter-Dub et al.
1983; Lacasa et al. 2001). Stelmanska e colaboradores estudaram o efeito da progesterona em
ratas fémeas intactas e concluiram que a P4 aumenta a expressao génica da leptina e a resistina,
e reduz a expressao do gene da adiponectina, o que resulta em um tecido adiposo hipertrofiado

(Stelmanska et al. 2012). Entretanto, esses resultados néo estdo em conformidade com os dados
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encontrados no nosso trabalho, e adicionalmente, realizamos nossos protocolos em ratas
ovariectomizadas, o que poderia ter contribuido para gerar uma resposta diferente da que
encontramos na literatura, no entanto, por ser um tema escasso, sSugerimos que novas
investigages sejam realizadas para avaliar o mecanismo de uma forma mais especifica.

Por outro lado, na literatura ¢ bem descrito o papel do estrogénio na regulacdo do
metabolismo lipidico, exercendo funcdo importante na deposicdo e distribuicdo do tecido
adiposo em mulheres e em roedores (Andersson et al. 2010; Babaei et al. 2010). A deficiéncia
estrogénica causada por exemplo, pela ovariectomia, acelera a deposicao de gordura abdominal
e acumulo de gordura visceral (Babaei et al. 2010). Tchernof e colaboradores compararam
mulheres com e sem deficiéncia hormonal, na qual ndo foi encontrada nenhuma diferenga
significativa em relacdo ao peso corporal, no entanto, tecido adiposo visceral foi
significantemente maior em mulheres com deficiéncia hormonal ovariana (Tchernof et al.
2004).

Nossos resultados mostraram que os pesos dos ventriculos nos grupos SHAM e OV X-
P4 foram similares, indicando que possivelmente a progesterona pode ter um efeito protetor na
hipertrofia ventricular. De fato, muitos estudos mostram o papel do estrogénio atenuando a
hipertrofia e impedindo sua progressdo (Lim et al. 1999; Eickels et al. 2001; Xu et al. 2003),
enquanto que a progesterona, apesar de poucos estudos relacionados ao assunto, possui algumas
funcBes descritas, como a capacidade de suprimir a sintese de DNA, gerando assim um efeito
antiproliferativo no crescimento de fibroblastos cardiacos (Mercier et al. 2002), estimulacéo da
sintese de proteinas cardiacas (Goldstein et al. 2004) e da expressdo de proteinas de choque
térmico, que sdo suficientes para gerar cardioprotecdo (Knowlton & Sun 2001) e além disso,
existe evidéncias crescentes de que a sinalizacdo dos receptores da progesterona interagem com
os de estrogénio, o que poderia explicar a observacdo de que a progesterona aumenta o efeito

inibitorio do estrogénio na proliferacdo cardiaca de fibroblastos (Dubey et al. 1998).
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N&o obstante, encontramos aumento significativo nos pesos secos dos ventriculos no
grupo OVX comparado aos outros grupos estudados. A ovariectomia altera a arquitetura
miocéardica, aumenta o espaco intersticial cardiaco, gera fibrose e apoptose cardiaca, além de
ocasionar aumento da razdo peso total do coracdo ou peso dos ventriculos pelo comprimento
da tibia (Lee et al. 2008; Liou et al. 2010; Dalpiaz et al. 2015; Lin et al. 2016).

Na linhagem SHR algumas complicacGes cardiovasculares como a hipertrofia cardiaca,
podem estar presentes e acompanhar o desenvolvimento da hipertenséo espontanea (Yamori et
al. 1979; lliev et al. 2018). A hipertrofia pode ser encontrada em diferentes estagios ao longo
da vida do animal, como foi relatado por Yamori, que encontrou peso cardiaco
significantemente maior, em SHR com 30 dias de vida comparado a Wistar-Kyoto da mesma
idade (Yamori 1974). Possivelmente a hipertrofia ventricular pode estar ligada a predisposicao
genetica a hipertensdo em SHR, mesmo que a hipertensdo nao esteja totalmente instalada, ja
que se trata de animais muito jovens (Sen et al. 1974; Yamori et al. 1979).

Ademais, alguns estudos mostram que em ratos SHR, alteracdes estruturais vasculares
e cardiacas sdo encontradas antes mesmo do aumento da pressdo arterial (Lee 1985; Rizzoni et
al. 1994; Dickhout & Lee 1997). Assim, ao verificar se houve alteracdo da pressédo arterial nos
grupos estudados, notamos que houve aumento da pressao arterial com a progressdo da idade,
mas ndo encontramos relacdo com as intervencdes realizadas em cada grupo. De fato, ha dados
controversos a respeito da progesterona e seu efeito na pressao arterial, ha estudos que mostram
tanto efeito neutro como efeito depressor (Rylance et al. 1985; Barbagallo et al. 2001;
Kristiansson & Wang 2001). Da mesma forma, a ovariectomia nao influenciou a presséo
arterial, corroborando com alguns estudos (Reckelhoff et al. 1998; Pelzer et al. 2005; Dalpiaz
et al. 2015). No entanto, é importante considerar que, o tempo de castracao de 15 dias e a idade
dos animais, pode ter contribuido para o resultado encontrado. Por via de regra, ratos

espontaneamente hipertensos manifestam aumento da pressdo arterial sistélica a partir da 5
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semana de vida e comegcam de fato a desenvolver a hipertensdo espontanea entre a 62 e 82
semanas de vida e o platd é atingido apenas entre a 20? e 282 semanas (Yamori 1984).

Em relacdo a PPC basal, notamos que a ovariectomia promoveu um aumento da PPC
basal e o tratamento com progesterona néo foi capaz de reverter este aumento. Estes resultados
diferem de estudo prévio realizado em nosso laboratério em animais normotensos, onde a
ovariectomia promoveu reducgéo da PPC e o tratamento com progesterona foi capaz de prevenir
esta reducdo (Cunha et al. 2020). No entanto, é importante considerarmos que 0s horménios
sexuais podem apresentar diferencas relacionadas ao controle da PPC. Alguns artigos
relacionam a reducdo da PPC com a ovariectomia, como ocorreu nos trabalhos de Borgo e
colaboradores, que estudaram animais SHR, com 90 dias de ovariectomia e de Santos e
colaboradores, que encontraram reducdo da PPC ap0s 7 dias de ovariectomia em ratas wistar
(Borgo et al. 2011; Santos et al. 2016). Por outro lado, os resultados descritos por Delgado e
colaboradores, mostraram que a ovariectomia em SHR com 8 semanas de idade e 30 dias pos
ovariectomia ndo alterou a PPC comparado ao SHAM, e de Rouver e colaboradores, estudaram
ratos wistar machos gonadectomizados e observaram que apds 15 dias de castracdo ndo houve
diferenca na PPC basal entre os grupos estudados (Rouver et al. 2015; Delgado et al. 2017).

Embora tenhamos observados diferencas na PPC basal, nosso principal objetivo foi
avaliar a capacidade da progesterona em modular a vasodilatacdo dependente do endotélio em
ratas hipertensas ovariectomizadas. No presente estudo, a bradicinina promoveu relaxamento
em todos os grupos estudados. Porém, um menor relaxamento foi encontrado no grupo OVX
comparado ao grupo SHAM.

Este dado era esperado visto que na literatura estd bem evidenciado que a ovariectomia
induz a disfuncdo endotelial (Borgo et al. 2016; Cheng et al. 2016; Claudio et al. 2017). A
disfuncdo endotelial causada pela ovariectomia p6de ser confirmada com as imagens de

microscopia eletrénica de varredura (Fig. 13) que mostraram perda da arquitetura e uma
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disposicao atipica das células endoteliais, bem como pelo prejuizo na vasodilatacdo induzida
pela BK no grupo OVX-P4. Contudo, o tratamento com progesterona foi capaz de prevenir
esses danos. Além disso, um outro estudo, usando outro leito vascular, ja havia demonstrado
que a administracdo cronica de progesterona em ratas ovariectomizadas restaura o controle
endotelial do tdnus vascular nos anéis da artéria mesentérica por meio da formac&o endotelial
de NO (Chataigneau et al. 2004).

Avaliamos a participacdo da via do 6xido nitrico e observamos que no grupo SHAM
esta via parece modular o relaxamento induzido por BK, pois, ap6s a inibicdo com L-NAME
ocorreu uma reducdo significativa da resposta vasodilatadora. De fato, Kelm e colaboradores
demonstraram que SHR, comparados a Wistar Kyoto, apresentam maior sensibilidade a BK na
reatividade vascular com maior liberagdo de NO na circulagdo coronariana e sugeriram que essa
diferenca pode ocorrer por um mecanismo compensatorio que visa contrarregular mudancas na
reatividade vascular resultantes da hipertenséo arterial (Kelm et al. 1992).

N&o obstante, nossos dados indicam que a ovariectomia aboliu a participacdo de NO,
demonstrado pelo uso do L-NAME, que néo alterou a resposta vasodilatadora a BK no grupo
OVX, enquanto o tratamento com progesterona restaurou sua participa¢do. Levantamos a
hipdtese que a progesterona tenha sido capaz de estimular a via de formacdo do NO, uma vez
que, a capacidade da progesterona em modular a via do NO foi demonstrada em estudos
anteriores (Selles et al. 2001, 2002; Cutini et al. 2009, 2012, 2014; Cunha et al. 2020).
Chataigneau e colaboradores também demonstraram que o tratamento com progesterona
restaura o ténus vascular de artérias mesentéricas de ratas Wistar ovariectomizadas, e
atribuiram esse resultado ao aumento na sintese de NO (Chataigneau et al. 2004).

Além da participacdo do NO, nossos resultados indicam que o tratamento com
progesterona estimulou a via dos prostanoides, com possivel participacdo da prostaciclina no

relaxamento induzido por bradicinina. A capacidade da progesterona em estimular a producao
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de vasodilatadores derivados do acido araquid6nico, como a prostaciclina, foi demonstrada em
cultura de células de veia umbilical humana (Hermenegildo et al. 2005; Oviedo et al. 2011), e
em aorta de ratas Wistar (Mendiberri et al. 2006), além da diminuigdo do tromboxano, potente
vasoconstritor (Oviedo et al. 2011), pode promover aumento de atividade das ciclooxigenases
(Hermenegildo et al. 2005). Quando realizamos inibicdo combinada com L-NAME e
indometacina, a resposta vasodilatadora foi reduzida no grupo SHAM, semelhante a encontrada
com inibicdo individual com L-NAME, confirmando que os metabdlitos da ciclooxigenase
(COX) néo parecem estar envolvidos na resposta vasodilatadora nesse grupo. Curiosamente, 0
oposto ocorreu no grupo OV X-P4, no qual houve a reducdo da vasodilatacdo, mas essa resposta
foi diferente daquela observada na inibi¢do individual com L-NAME, mostrando que
possivelmente a reducdo observada na inibicdo combinada possa ser devida a um importante
papel da via dos prostanoides na vasodilatacdo induzida pela BK.

No grupo OVX, as inibic¢des individuais das vias do NO e PGl foram similares a curva
basal deste grupo, no entanto, a inibicdo combinada reduziu a resposta vasodilatadora,
sugerindo a presenca de uma EDH. Estudos do nosso grupo demonstraram que os EETS séo
fortes candidatos a participacdo na EDH no leito coronariano de ratos hipertensos (Santos et al.
2010). Assim, verificamos a participacdo dessa via de origem endotelial na vasodilatacdo
induzida pela BK com a inibi¢cdo combinada das enzimas NOS, COX e CYP. Observamos que
no grupo SHAM e OVX, a resposta vasodilatadora foi abolida, no entanto no grupo OVX-P4 o
relaxamento foi similar ao encontrado na inibicdo combinada de NO e PGI, sugerindo que
outro fator, diferente do EETs poderia atuar na vasodilatacdo induzida pela BK.

Acreditamos que o peroxido de hidrogénio é um possivel candidato a participar da EDH
no grupo OV X-P4. Estudos mostram que o H202 é um regulador importante do tonus vascular
coronariano (Yada et al. 2003), promove respostas do tipo EDH em varios leitos vasculares

(Matoba et al. 2000, 2002, 2003; Yada et al. 2003) e além disso, em situa¢fes patoldgicas,
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quando ha reducdo da participacdo de NO, a participacdo de H.O se torna proeminente

(Cosentino et al. 2001; Miura et al. 2003; Schenkel et al. 2014; Shimokawa 2020).
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Figura 14: Esquema com os principais resultados obtidos em ratas SHR do grupo tratado com progesterona.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a progesterona é capaz de modular a reatividade
vascular dependente do endotélio em artérias coronarias. Nossos resultados mostram que o NO
é um mediador importante na resposta vasodilatadora a BK para o grupo SHAM, o0s
prostanoides sdo essenciais para o relaxamento do grupo OVX-P4, enquanto que no grupo
OVX, os EETs se mostram primordiais na vasodilatacdo. Apesar de existir essa predominancia
entre os grupos, o NO também contribui de forma significativa no relaxamento do grupo OV X-
P4 e os EETs no grupo SHAM. Esses resultados sugerem que a progesterona pode beneficiar o
leito coronariano em situacdo de deficiéncia hormonal. A compreensdo dos mecanismos que
levam a progesterona a gerar vasodilatacdo podera contribuir para o entendimento da atuacéo
da progesterona no leito coronariano e assim auxiliar no desenvolvimento de terapias para

prevenir doencas cardiovasculares.
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Apéndice A: Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela bradicinina no leito
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Apéndice B: Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela bradicinina no leito

coronariano de ratos seguida pela inibicdo com indometacina
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Apéndice C: Registro tipico da curva de relaxamento induzida pela bradicinina no leito

coronariano de ratos seguida pela inibi¢cdo combinada de L-NAME + indometacina
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