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RESUMO

Introducéo: O efeito protetor do estrogénio no sistema cardiovascular (SCV) nao
pode ser explicado apenas por sua agao por meio dos receptores ERa e ERB. Os
receptores de estrogénio acoplados a proteina G (GPER) também podem estar
envolvidos nessa resposta. Portanto, neste estudo avaliamos a resposta vascular
mediada por GPER utilizando um agonista especifico, G-1, em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Nossa hipotese é que o G-1 induz uma
resposta de relaxamento em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR de ambos
0S SEexos.

Métodos: Curvas concentragdo-resposta com G-1 (1 nM-10 uM) foram realizadas
em artérias mesentéricas de SHR de ambos os sexos (10 — 12 semanas) antes e
apos a remocao endotelial ou incubacéo com os inibidores das enzimas 6xido nitrico
sintase (L-NAME 300 pM), ciclooxigenase (Indometacina, INDO - 10 pM), isolados
ou combinados com um inibidor inespecifico da citocromo P450 (Clotrimazol, CLOT
- 0,75 yM) ou um degradador do peroxido de hidrogénio (H202) (Catalase, CAT -
1000 unidades / mL). Avaliamos também, o efeito do bloqueio néo seletivo dos
canais para K* (Tetraetilamonio, TEA - 5 mM). Técnicas de imunofluorescéncia foi
utilizada para o GPER, H20: e espécies reativas de oxigénio (EROs). Curva
concentracao reposta a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina (PE, 1 nM
- 100 uM) também foram avaliadas apés incubacdes com 0,1 e 10 uM de G-1.
Avaliamos parametros ponderais e hemodindmicos, bem como a reatividade a
bradicinina (BK, 0,1 nM - 10 uM) e PE (1 nM - 100 puM) apds tratamento por 15 dias
com G36, antagonista seletivo do GPER (160 pg/Kg/dia) em fémeas SHR.
Resultados: A ativacdo do GPER promoveu uma resposta de relaxamento similar
entre machos e fémeas SHR. Nos machos, o relaxamento depende do musculo liso
vascular, da via do NO e do H202, enquanto as fémeas do endotélio e H202. A
intensidade de fluorescéncia para o GPER foi maior em fémeas e o G-1 foi capaz
de estimular a produg¢éo somente de H202 em ambos os sexos. A presenca de 0,1
MM de G-1 melhorou a resposta de relaxamento induzida pela ACh e reduziu a
resposta vasoconstritora induzida pela PE somente em fémeas. O tratamento com

G36 néo alterou os parametros ponderais, hemodinamicos e a reatividade vascular.



Conclusado: A ativacdo do GPER induz resposta de relaxamento nas artérias
mesentéricas de ratos SHR de ambos os sexos com participacdo de diferentes
mediadores endoteliais e modula respostas de agonistas vasodilatadores e
vasoconstritores. Esses resultados contribuem para melhorar o entendimento
acerca das acbes do GPER na reatividade vascular dentro da hipertenséo

essencial.

Palavras-chave: GPER, G-1, hipertensdo, artérias mesentéricas de resisténcia,

estrogénio, reatividade vascular.



ABSTRACT

Introduction: The protective effect of oestrogen on the cardiovascular system
(CVS) cannot be explained only by its actions through ERa and ERp receptors. G-
protein-coupled oestrogen receptors (GPER) may also be involved in this response.
Therefore, in this study, we evaluated the GPER-mediated vascular response using
a specific agonist, G-1, in spontaneously hypertensive rats (SHR). Our hypothesis
is that G-1 induces a relaxation response in SHR resistance mesenteric arteries of
both sexes.

Methods: Concentration-response curves with G-1 (1 nM-10 uM) were performed
in SHR mesenteric arteries of both sexes (10 — 12 weeks) before and after
endothelial removal or incubations with nitric oxide synthase inhibitor (L-NAME 300
uM), cyclooxygenase inhibitor (Indomethacin, INDO - 10 uM), isolated or combined
with a nonspecific cytochrome P450 inhibitor (Clotrimazol, CLOT - 0.75 uM) or a
hydrogen peroxide (H202) degrader (Catalase, CAT - 1000 units / mL). We also
evaluated the effect of Tiron, an O2°*" scavenging, and a non-selective blocking of K*
channels (Tetraethylammonium, TEA - 5 mM). Immunofluorescence techniques
were used for GPER, H202, and reactive oxygen species (ROS). Concentration
curve for acetylcholine (ACh, 0.1 nM - 10 uM) and phenylephrine (PE, 1 nM - 100
HMM) were also evaluated after incubations with 0.1 and 10 uM of G-1. We evaluated
weight and hemodynamic parameters, as well as reactivity to bradykinin (BK, 0.1 nM
- 10 uM) and PE (1 nM - 100 uM) after treatment for 15 days with G36, a selective
GPER antagonist (160 ug/Kg/ day) in SHR females.

Results: GPER activation promoted a similar relaxation response between SHR
males and females. In males, relaxation depends on vascular smooth muscle, NO,
and H20:2 pathway, while in females, on the endothelium and H202. The fluorescence
intensity for GPER was higher in females and G-1 was able to stimulate the
production of only H202 in both sexes. The presence of 0.1 uM G-1 improved the
ACh-induced relaxation response and reduced the PE-induced vasoconstrictor
response only in females. Treatment with G36 did not change weight, hemodynamic
and vascular reactivity parameters.

Conclusion: GPER activation induces a relaxation response in the mesenteric

arteries of SHR rats of both sexes with the participation of different endothelial



mediators and modulates vasodilator and vasoconstrictor agonist responses. These
results contribute to improve the understanding of GPER actions on vascular

reactivity within essential hypertension.

Keywords: GPER, G-1, hypertension, mesenteric resistance arteries, oestrogen,
vascular reactivity.
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pelo G-1 somente nas fémeas. A presenca do Tiron (1 mM) nos (A) Machos (n =
4) e (B) Fémeas (n = 4) SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e apés
incubacgbes com Tiron. * P < 0.05 comparado com a mesma concentragao da curva
controle (antes da incubacao) e # P < 0.05 comparado a AUC da curva controle do
grupo Fémea SHR. Analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia
de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica
foi realizada por meio da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida
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Figura 20 - Os canais para potassio ndo participam da resposta de relaxamento
induzida pelo G-1 em ambos o0s sexos. Bloqueio inespecifico dos canais para
potédssio com tetraetilaménio (TEA, 5 mM) em (A) Machos (n = 5) e (B) Fémeas (n
= 5) SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e apds incubacido com TEA.

Valores foram expressos como média £ EPM.............ccciiiiii e, 61

Figura 21 - Maior intensidade de fluorescéncia para o GPER em artérias
mesentéricas de resisténcia de SHR FEmeas em compara¢cdo com 0os machos.
Imunolocalizacdo para GPER (A) e quantificacdo da fluorescéncia na éarea total
vascular (B) endotélio (C) e no musculo liso vascular (D) em Macho (n =5) e Fémea
(n =4) SHR. Barra de escala = 20 ym. Valores foram expressos como média £ EPM.
* P < 0,05 comparado com o grupo Macho SHR e * P < 0,05 comparado com a
marcacao de intensidade de fluorescéncia na camada endotelial (VWF) do grupo
Macho SHR. Andlise estatistica foi realizada pelo teste ndo paramétrico de Mann-
LAY 111 =Y 63

Figura 22 - (A) Analise da microscopia de fluorescéncia emitida pelo H2DCF-DA em
artérias mesentéricas de resisténcia de SHR. Os protocolos foram realizados na
auséncia e presenca de G-1 (10 uM) e catalase (1000 unid./mL). (B) Quantificacao
da fluorescéncia produzida nos grupos Macho (n = 5) e Fémea (n = 6) SHR. Barra
de escala =50 ym. Valores foram expressos como média + EPM. * P < 0.05
comparado com a condicdo basal do mesmo grupo e # P < 0.05 comparado com
estimulacdo com G-1 do mesmo grupo. Analise estatistica foi realizada por meio da

analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.

Figura 23 - (A) Analise da microscopia de fluorescéncia emitida pelo DHE em
artérias mesentéricas de resisténcia de SHR. Os protocolos foram realizados na
auséncia e presenca de G-1 (10 uM) e Tiron (10 uM). (B) Quantificacdo da
fluorescéncia produzida nos grupos Macho (n = 5) e Fémea (n = 6) SHR. Barra de
escala =50 um. Valores foram expressos como média £ EPM. # P <0.05 comparado

com estimulagcdo com G-1 do mesmo grupo. Analise estatistica foi realizada por



meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post
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Figura 24 - Quantificacdo dos niveis de expressdao relativa do (A) GPER (38 kDa)
normalizado pela (B) B-actina (43 kDa) em artérias mesentéricas de SHR de
ambos os sexos. Analise representativa de Western blot de artérias de resisténcia
mesentérica em Fémea (n = 6) e Macho (n = 6) SHR. Os valores foram expressos
como média + EPM. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste t de Student n&o

QT2 T £=T= T [0 TSR 66

Figura 25 - Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina
(PE, 1 nM - 100 uM) em artérias mesentéricas de resisténcia em Fémeas SHR.
(A) Curva concentracdo-resposta a ACh apos incubac¢des com 0,1 e 10 uM de G-1,
(B) area abaixo da curva (AUC) e (C) resposta de relaxamento maximo a ACh
(RMax.) (n = 6). (D) Curva concentracdo-resposta a PE apds incubagbes com 0,1 e
10 uM de G-1, (E) area abaixo da curva (AUC) e (F) resposta de contracdo maxima
a PE (Emax) (n = 8). Os valores foram expressos como média + EPM. * 0,1 uM
comparado com controle, + 10 uM comparado com controle e 10 uM comparado
com 0,1 uM. A analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de
2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica
foi realizada por meio da andlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida
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Figura 26 - Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina
(PE, 1 nM - 100 uM) em artérias mesentéricas de resisténcia em Machos SHR.
(A) Curva concentracdo-resposta a ACh apos incubacdes com 0,1 e 10 uM de G-1,
(B) area abaixo da curva (AUC) e (C) resposta de relaxamento maximo a ACh
(RMax.) (n = 6). (D) Curva concentracao-resposta a PE apods incubagbes com 0,1 e
10 uM de G-1, (E) area abaixo da curva (AUC) e (F) resposta de contracdo maxima
a PE (Emax) (n = 8). Os valores foram expressos como média + EPM. * 0,1 uM
comparado com controle e # 10 uM comparado com 0,1 uM. A analise estatistica

foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida



pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por meio da analise

de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.......... 68

Figura 27 - Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 pM) em artérias
mesentéricas de resisténcia em Fémeas e Machos SHR. Curva concentracao-
resposta a ACh apos incubacdes com (A) 0,1 uM e (C) 10 uM de G-1, (B) e (D) area
abaixo da curva (AUC) (n = 6). Os valores foram expressos como média £+ EPM. *
comparado com o grupo Fémea SHR. A analise estatistica foi realizada por meio da
analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.

Para a analise estatistica da AUC foi utilizado o teste t de Student ndo pareado. 69

Figura 28 - Reatividade vascular a fenilefrina (PE, 1 nM - 100 uM) em artérias
mesentéricas de resisténcia em Fémeas e Machos SHR. Curva concentracao-
resposta a PE apos incubacfes com (A) 0,1 uM e (C) 10 uM de G-1, (B) e (D) area
abaixo da curva (AUC) (n = 6). Os valores foram expressos como média £+ EPM. *
comparado com o grupo Fémea SHR. A analise estatistica foi realizada por meio da
analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.

Para a analise estatistica da AUC foi utilizado o teste t de Student ndo pareado. 70

Figura 29 - Reatividade vascular a bradicinina (BK, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina
(PE, 1 nM - 100 pM) em artérias mesentéricas de resisténcia de Fémeas SHR
apo6s tratamento G36. (A) Curva concentracdo-resposta a BK e (B) Curva
concentracdo-resposta a PE em ratas hipertensas tratadas com 160 mg/Kg (i.p.) de
G36 ou veiculo (6leo de girassol) durante 15 dias (n = 6). Os valores foram
expressos como média + EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio da anélise
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) séo responsaveis por quase 17 milhdes
de mortes em todo mundo, sendo que a hipertenséo arterial sistémica (HAS) é
considerada como a principal contribuinte para mais da metade destes casos (55
%) (BENJAMIN et al., 2018; MOZAFFARIAN et al., 2016). No Brasil, as DCV séo a
primeira causa de morte, caracterizando-as como grave problema de saude publica
(FREIRE et al., 2017). Este problema € evidenciado pelo alto investimento do
governo federal por meio do Sistema Unico de Satde (SUS), o qual teve, apenas
em 2012, 1.137.024 internagdes por doencas cardiovasculares e gastou um total de
R$ 2.381.639.909,14 (CARDIOLOGIA, 2016). HAS é considerada um dos fatores
de risco mais prevalentes para DCV e cerebrovasculares, tais como doenca
cardiaca coronariana, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral,
doenca renal em estagio terminal, doenca vascular periférica, comprometimento
cognitivo e deficiéncia visual entre outros (DREGAN; STEWART,; GULLIFORD,
2013; MACMAHON et al.,, 1990; VASAN et al., 2001). Surpreendentemente,
estimativas apontam que a mortalidade por estes tipos de doencas continuara
liderando as causas de morte ao longo do século 21 (MOSCA et al.,, 2007;
MOZAFFARIAN et al.,, 2016), principalmente nos paises ocidentais e em
desenvolvimento, ultrapassando os 6bitos de neoplasias e AIDS (MUST et al., 1999;
SIMSEKYILMAZ et al., 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano, sao
registradas milhdes de mortes no mundo por DCV e uma alta frequéncia de
internacbes hospitalares devido as complicacbes clinicas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004). Desta forma, como a HAS apresenta prognéstico para
DCV, ela pode ser considerada um importante problema de saude publica mundial,
0 gue ressalta a importancia de estudos com drogas potencialmente Uteis para o

tratamento desta doenca téo prevalente no Brasil e no mundo.
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Figura 1- Representagdo esquemaéatica de eventos associados a hipertenséo. A hipertensdo nédo
esta somente envolvida em diversos mecanismos que contribuem para o desenvolvimento e
progressdo de doencas cardiovasculares, mas tem em sua base fisiopatolégica todos esses

mecanismos.

A HAS é uma doenca poligénica, que resulta de anormalidades dos
mecanismos de controle da pressao arterial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de presséao arterial, e pelo aumento da resisténcia vascular periférica,
devido as anormalidades no muasculo liso e no endotélio vascular, e as alteracdes
morfolégicas e funcionais dos vasos sanguineos que causam o aumento do ténus
vascular (DOGGRELL; BROWN, 1998; TAHVANAINEN et al., 2006). A HAS pode
ser classificada em primaria ou essencial e secundaria ou adquirida. A HAS priméaria
representa aproximadamente 95 % dos casos de HAS e é caracterizada por ndo
possuir etiologia definida, tendo um importante componente genético e ambiental,
tais como o consumo elevado de alcool, a predisposicao genética, o sedentarismo
e a obesidade. J&a os outros 5 % restantes estéo relacionados a HAS secundéria,
com etiologia bem definida apresentando possibilidade de cura com tratamento da
doenca primaria, ou seja, a causa € identificavel e passivel ou ndo de correcbes e
pode ser expressa como: hipertensao arterial renovascular, hipertenséo arterial por
excesso de mineralocorticoides (hiperaldosteronismo), por excesso de
glicocorticoides (sindrome de Cushing) e por excesso de catecolaminas
(feocromocitoma) (ZAHAR, 2005).

A HAS apresenta como mecanismo fisiopatologico a disfungdo endotelial,

definida como o desequilibrio entre a producéo e biodisponibilidade de fatores de
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relaxamento derivados do endotélio (Endothelium-Derived Relaxing Factors -
EDRFs) e fatores de contracdo derivados do endotélio (Endothelium Derived
Contracting Factors - EDCFs), associado ao aumento de radicais livres, tais como
as espécies reativas de oxigénio (EROs) e reducédo da capacidade antioxidante
(SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012). Estudos apontam que muitas doencas
cronico-degenerativas estéo relacionadas com a presenca de altas concentracdes
destes radicais produzidos pelos diversos sistemas intracelulares gerando assim,
um quadro denominado de estresse oxidativo (BAYNES, 1991; SLATER et al.,
1995).

O aumento do estresse oxidativo induz a ativacdo de uma série de
mediadores inflamatérios como moléculas de adesao e citocinas pré-inflamatérias
na parede arterial potencializando a disfunc&o endotelial em individuos hipertensos.
Além disso, a disfuncéo endotelial promove a reducéo da biodisponibilidade de NO
por meio de reacdes do 6xido nitrico (NO) com o anion superéxido (O2™) gerando
EROs mais toxicas, como o peroxinitrito (ONOO") e radical hidroxila (OH) no
endotélio, favorecendo ainda mais o desequilibrio entre EDRFs e EDCFs
(MEYRELLES et al., 2011). Os animais SHR exibem uma disfuncdo endotelial
caracteristica que ndo é somente devida a reducao da liberacdo de EDRF, mas é o
resultado da liberagdo simultanea de EDCF (LUSCHER; VANHOUTTE, 1986a;
SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012). Além disso, evidéncias diretas apontam
uma maior contratilidade de vasos de resisténcia de animais hipertensos em
associacdo a um espessamento da camada média do vaso devido a processos
hipertréficos do musculo liso vascular (MLV) e a instalagdo do estresse oxidativo
(MULVANY; HANSEN; AALKJAER, 1978).

Devido as consequéncias causadas pela hipertenséo, varios modelos de
hipertensdo experimental foram desenvolvidos em animais para o estudo da
hipertensédo, com o intuito de elucidar mecanismos fisiopatolégicos e promover o
controle clinico da HAS. Existem modelos de animais hipertensos que foram
desenvolvidos com o objetivo de estudar os fatores responsaveis pelo
desenvolvimento e manutencdo da hipertenséo essencial (PINTEROVA; KUNES;

ZICHA, 2011). Sendo assim, o modelo mais estudado e utilizado é a linhagem
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isogénica de ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hypertensive
Rats - SHR) desenvolvida por Okamoto e Aoki (1963), em Kyoto, no Japao,
resultado do cruzamento entre irmaos (ratos Wistar-Kyoto) com pressao elevada
gerando 100 % de progénie com hipertensdo espontanea. Desde entdo, varios
especialistas relatam que a linhagem SHR é um excelente modelo para o estudo da
hipertenséo essencial (TRIPPODO; FROHLICH, 1981), pois o desenvolvimento de
niveis pressoricos elevados possui uma fisiopatologia cardiovascular comparéavel
com a hipertenséo primaria humana (DIEZ-FREIRE et al., 2006). A press&o arterial
sistélica pode atingir valores entre 180 e 200 mmHg, e caracteriza a fase sustentada
da hipertensdo. Neste momento, os SHR apresentam alteracdes cardiovasculares,
tais como: hipertrofia cardiaca e vascular e disfuncao endotelial (BING et al., 2002;
LERMAN et al., 2019).

Nas DCV, outra caracteristica epidemiolégica que podemos observar
relaciona-se com a maior susceptibilidade de homens ao desenvolvimento de DCV
quando comparados a mulheres na pré-menopausa (HERON, 2016; MOSCA et al.,
2007; RECKELHOFF; FORTEPIANI, 2004). Além disso, estudos demonstram que
mulheres que se encontram no periodo da pré-menopausa apresentam menor risco
de desenvolver outras DCV ou HAS quando comparadas a mulheres que ja estédo
na poés-menopausa. Fato este, que tem atribuido ao estrogénio um papel
cardioprotetor (FARHAT; LAVIGNE; RAMWELL, 1996; MOSCA et al., 2007).

Considerando que os hormonios sexuais femininos exercem efeitos sobre o
sistema cardiovascular, para elucidar as suas acdes foram realizados ensaios
clinicos ao final da década de 90 [Heart and Estrogen/ Progestin Replacement Study
(HERS) & Women’s Health initiative (WHI)] com a proposta da aplicabilidade da
terapia de reposicdo hormonal na prevencdo de DCV. Conclusbes acerca destes
estudos indicaram que 0,625 mg de estrogénios conjugados com 2,5 mg de acetato
de medroxiprogesterona elevavam risco para eventos de DCV e neoplasias quando
comparadas com o grupo placebo (HULLEY et al., 1998, 2002; ROSSOUW et al.,
2002).
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Estes resultados geraram grande impacto junto a comunidade cientifica no
que diz respeito ao estrogénio, apontado como uma molécula contraditoria podendo
ser ao mesmo tempo importante para a saude da mulher como também nocivo
(HALE; HUGHES; CLINE, 2002; PLATET et al., 2004). Ressaltamos que analises
metodoldgicas mais detalhadas realizadas apés os estudos acima geraram algumas
criticas, tais como, idade avancada das mulheres, longo intervalo apos a
menopausa (cerca de 12 anos apds) para o inicio do tratamento, o fato de todas as
mulheres apresentarem doenca coronariana e o tipo de progestina utilizada em
associacdo com o estrogénio, uma vez que 0 acetato de medroxiprogesterona
aumenta o risco de DCV (BRANDIN et al., 2010; MANSON et al., 2003).

Classicamente é atribuida ao estrogénio a capacidade de exercer efeitos
protetores sobre diversos sistemas, entre eles ressaltamos o cardiovascular (DOS
SANTOS et al., 2014; MENDELSOHN; KARAS, 1999). Sintetizado principalmente
NoS OVarios, o estrogénio possui um importante papel no preparo do sistema genital
feminino para o transporte de gametas e a fertilizacdo (OGAWA et al., 1998). No
entanto, as acdes estrogénicas ndo sao restritas ao sistema reprodutor feminino.
Vérios sdo os seus efeitos em outros sistemas, inclusive o cardiovascular de
homens e mulheres (MORSELLI et al., 2017). Vérios efeitos do estrogénio sobre
esse sistema ja foram descritos, tais como, a reducdo da transcricdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), angiotensina Il circulante e consequentemente
a inibicdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (GALLAGHER et al.,
1999), downregulation de receptores de angiotensina Il (AT-1) (DEAN et al., 2005),
melhora a composicao de lipoproteinas plasmaticas (CHAMBLISS; SHAUL, 2002).
Nos vasos sanguineos, o estrogénio promove efeitos antiproliferativos nas células
do MLV (TAKAHASHI et al., 2003), reducédo na sintese de EDCFs (DUBEY et al.,
2001), tais como serotonina (ao ativar receptores do tipo 5-HT2a) ou endotelina-1
(MEYER et al., 2010; SUDHIR et al., 1997). O estrogénio ainda estimula a liberagéo
de EDRFs (SANTOS et al.,, 2010) atuando como um potente estimulador para
ativacdo da Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) ou aumentando a

biodisponibilidade do NO por meio de varios mecanismos dos quais podemos citar:
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I.  Reducdo da concentracdo de EROs, atuando como um sequestrador das
mesmas (YEN et al., 2001).
Il.  Upregulation da expressdo do RNAmM da eNOS (STIRONE et al., 2003).
[ll.  Inibicdo da expressao da subunidade gp91phox do sistema NADPH oxidase
e consequentemente reducao da formacédo de EROs em células endoteliais
(WAGNER; SCHROETER; HECKER, 2001).

Vascular actions of Estrogen
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Figura 2 - AcBes vasculoprotetoras mediadas pelo estrogénio. E possivel observar a¢des tanto
ao nivel endotelial quando ao nivel do musculo liso vascular. O estrogénio € capaz de reduzir a
adesdo de células pro-inflamatérias, aumentar a sintese de fatores de relaxamento derivados do
endotélio (EDRF), tais como o Oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGIl2) e a hiperpolarizagao
dependente do endotélio (EDH). Além disso, é capaz de reduzir a proliferacéo de células do musculo
liso vascular (MLV), aumentar a probabilidade de abertura dos canais para K* favorecendo a
hiperpolarizagdo e reduzir a probabilidade de abertura dos canais para Ca?* reduzindo o efeito
contratil do masculo. FONTE: Modificada de DOS SANTOS et al. (2014).

O NO é um fator paracrino, derivado do endotélio que exerce papel
fundamental na regulacdo da funcao endotelial. Em mamiferos € sintetizado por trés
diferentes isoformas da 6xido nitrico sintase (NOS), a NO sintase neuronal (nNOS
ou NOS I), NO sintase induzivel (iNOS ou NOS Il) e a NO sintase endotelial (eNOS
ou NOS lll), e todas sédo homodimeras e apresentam um dominio redutase e um
oxidase. Para a sintese de NO, todas as isoformas utilizam o L-arginina, oxigénio e

a nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NADPH) reduzida como co-
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substratos, dinucleotideo de adenina (FAD), mononucleotideo de flavina (FMN) e
(6R) - 5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina (BH4) como cofatores. Ndo obstante, para a
primeira etapa € necessaria a sua dimerizacdo para posterior hidroxilacdo da L-
arginina em N®-hidroxi-L-arginina pela NOS. Em uma segunda etapa, a NOS oxida
N®-hidroxi-L-arginina em L-citrulina e NO (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006;
FORSTERMANN; SESSA, 2012; PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988; THOMAS
et al.,, 2008). Nos vasos sanguineos, ha uma maior expressdo da isoforma
endotelial, eNOS que desempenha diversas e importantes acdes sobre o sistema
vascular ao modular a agregacdo e adesao plaquetaria, inibir a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade, inibir a proliferacdo de células do MLV, reduzir a
expressdo de genes pro-inflamatérios e promover a vasodilatacdo
(FORSTERMANN, 2010). Sendo assim, uma sintese reduzida de NO é vista como
fator de risco para as DCV, como é observada na HAS, a qual apresenta como
principal caracteristica a disfuncéo endotelial (LERMAN et al., 2019). A eNOS esta
associada a caveolina—1 (Cav-1), uma das proteinas que mantém a organizacao
das cavéolas, que sao invaginacdes da membrana plasmética, porém animais SHR
apresentam expressao reduzida dessas cavéolas. Como a atividade da fragcéo
caveolar da eNOS é 10 vezes maior em comparacao com a fracdo citoplasmatica
inteira, a reducdo das cavéolas em SHR gera consequéncias no relaxamento

dependente do endotélio nesse animais (POTJE et al., 2019).

Para ativacdo da eNOS é necessario aumento do Ca?* citoplasmatico
endotelial que induz a ligacdo entre a enzima e a calmodulina, além disso séo
necessarias varias outras proteinas interagindo com a eNOS para regular a sua
atividade, como por exemplo, a proteina de choque térmico 90 (hsp90)
(FORSTERMANN, 2010; FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; FORSTERMANN;
SESSA, 2012; IGNARRO et al., 1986). A integridade endotelial &€ essencial para a
saude vascular, isso significa que o equilibrio entre a producdo de EDRFs e EDCFs
é primordial. Em condic¢des fisiologicas, o estimulo mais importante para a liberagéo
de EDRFs é um aumento no fluxo sanguineo, levando a um aumento do estresse
de cisalhamento nas células endoteliais (shear stress). Outras substancias também
podem atuar como agonistas vasodilatadores sobre os receptores das células

endoteliais estimulando ndo s6 a liberacdo de NO, mas também a liberacdo de
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mediadores vasodilatadores como prostanoides (PNs) e a hiperpolarizacéo
dependente do endotélio (EDH). Sendo assim, a utilizacdo desses agonistas, que
agem especificamente sobre o endotélio, € considerada adequada para testar a
funcdo endotelial (HORNIG; DREXLER, 1997; TRIGGLE et al., 2012; VANHOUTTE
et al., 2017). Nao obstante, sdo varios agonistas que estimulam a liberacdo de
EDRFs pelas células endoteliais e podem ser utilizadas para avaliar a funcao
endotelial, sdo eles a acetilcolina (PUISSANT et al., 2014) e bradicinina
(GRYGLEWSKI et al., 2002; HORNIG; DREXLER, 1997) e o estrogénio (ARORA et
al., 1998; LIEBERMAN et al., 1994).

As acdes do estrogénio sobre o sistema cardiovascular sdo mediadas por
proteina intracelular de alta afinidade ao estrogénio, denominada receptor
estrogénico (RE). O RE foi primeiramente descrito na década de 60 (SOLOFF;
SZEGO, 1969). Posteriormente, em 1996, outro RE foi descrito e designado como
REB (NR3A2) (KUIPER et al., 1996) e o primeiro como REa (NR3A1). Estes
receptores, também denominados de RE classicos, normalmente localizam-se no

citoplasma ou no nucleo como podemos observar na Figura 3.
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Figura 3 - Mecanismos de acdo dos hormdnios sexuais. Enfatizando as acdes estrogénicas,
estas acontecem ap0s ativacdo de receptores de estrogénio (RE) classicos que estdo envolvidos

nas respostas gendmicas, uma vez que estes sdo capazes de ativar fatores transcricionais e
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posteriormente a sintese de proteinas. Além destes receptores, o estrogénio é capaz de ativar um
terceiro grupo de receptor, e receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER) localizado na
membrana plasmatica, embora apresente um predominio na membrana do reticulo endoplasmatico.
Este grupo de receptor esta envolvido nas a¢des ndao gendmicas do estrogénio, uma vez que alguns
estudos ja tenham demonstrado também seus efeitos gendmicos. FONTE: DOS SANTOS et al.
(2014)

Porém, no inicio da década de 90 foram clonados a partir de células B
linfoblasticas humana, receptores Orfdos acoplados a proteina G (G-Protein-
Coupled Receptor Superfamily - GPCR), ou seja, receptores que nao apresentavam
ligante endogeno ou exdégeno descrito (OWMAN et al., 1996). Estes receptores
foram inicialmente designados com GPR30 devido a numeracao consecutiva de
receptores orfdos GPCR informados na literatura. No entanto, somente em 1997,
Carmeci et al. descreveram os primeiros indicios que o GPR30 poderia estar
relacionado a responsividade ao estrogénio. Thomas et al. (2005) estabeleceram o
conceito de que o GPR30 é um receptor de estrogénio, levando a sua descricdo
como GPER, um terceiro grupo de receptor transmembrana heptahelical acoplado
a proteina G como indicado pela Figura 4, localizado na membrana celular e
predominantemente na membrana do reticulo endoplasmatico responsavel pela
sinalizacdo de mecanismos rapidos dependentes do estrogénio (GAUDET et al.,
2015; PROSSNITZ et al., 2008; REVANKAR et al., 2005). Com a sintese do primeiro
agonista seletivo, o G-1 (BOLOGA et al.,, 2006) e subsequente identificacdo de
antagonista seletivo, 0 G36 (DENNIS et al., 2011) estudos que abordam as funcdes
celulares e fisiolégicas do GPER cresceram.

1 Dominio
N extracelular

75
LRGN (3; ARASELRD
Dominio
transmembrana

o000 PO

324

Dominio (a
intracelular GTP —y C

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura transmembrana heptahelical do receptor

de estrogénio acoplado a proteina G (GPER). O GPER esté envolvido nas a¢des ndo gendmicas
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ou denominadas de acbes rapidas do estrogénio. Este receptor apresenta 7 dominios
transmembrana com extremidade N na regido do dominio extracelular e C terminal no dominio
intracelular. FONTE: PEIXOTO (2017).

As fungbes do GPER foram descritas em quase todos o0s sistemas
fisiolégicos, incluindo reprodutivo, enddcrino, urinario, nervoso, imunoldgico e
musculoesquelético (PROSSNITZ; BARTON, 2011) que em combinacdo com as
acOes do estrogénio por meio dos REs classicos, 0 GPER aumenta a complexidade
dos mecanismos envolvidos nas respostas fisioldgicas ao estrogénio. No sistema
cardiovascular GPER esta amplamente distribuido (DESCHAMPS; MURPHY, 2009;
HAAS et al., 2009; JESSUP et al., 2010). Em artérias mesentéricas de resisténcia
de ratos normotensos foi observada diferencas sexuais na expressiao de GPER.
Uma maior expressao foi encontrada em machos, embora as fémeas tivessem
niveis mais elevados de GPER no endotélio do que no MLV (PEIXOTO et al., 2017,
2018). A ativacdo do GPER fornece efeitos protetores, como a manutengéo da
glicemia (MARTENSSON et al., 2009), efeitos antiaterogénicos (MEYER et al.,
2014) e relaxamento das artérias mesentéricas de resisténcia (DESCHAMPS;
MURPHY, 2009). Sharma et al. (2013) demonstraram que camundongos knockout
para GPER apresentaram alteracbes em parametros metabdlicos associados a
obesidade e diabetes, tais como: aumento da adiposidade, piora em valores de perfil
lipidico, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina e elevacdo nos niveis de
citocinas proé-inflamatoérias. Além disso, o comprometimento da fungdo do GPER
pode estar associado ao aumento da presséao arterial e ao risco de HAS (Feldman
et al., 2014). Por fim, camundongos knockout para GPER apresentaram disfuncéo

cardiaca por meio do aumento do estresse oxidativo (WANG et al., 2018).

Contraditoriamente, estudos recentes tém indicado que a auséncia do GPER
previne DCV associadas com a sintese de anion superoxido (O2™) pela NADPH
oxidase (MEYER et al., 2016, 2017). Diante deste novo contexto, esses estudos
tém sugerido a utilizacdo de bloqueadores farmacologicos do GPER na hipertenséo,
devido a sua adequada eficacia na reducao do estresse oxidativo (MEYER et al.,
2017). Sendo assim, pouco se sabe sobre as a¢les provenientes da ativacdo do
GPER, bem como de seu agonista e antagonista nas DCV. Portanto, o papel

vascular do GPER na HAS permanece incerto tanto em fémeas quanto em machos.
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Por muito tempo as acfes dos receptores de estrogénio foram descritas somente
nas fémeas. No entanto, foi demonstrado essas a¢fes em machos também
(COOKE et al., 2017). A formacao do estrogénio ocorre a partir da conversao de
androgénios pela aromatase, enzima expressa em células de Leydig, epitélio
seminifero e outros 6rgaos masculinos (Simpson et al., 1994). Portanto, é razoavel
esperar que 0s estrogénios desempenhem importantes papéis fisiolégicos nos
machos (SIMPSON, 2003). De fato, estudos experimentais demonstraram que
camundongos machos knockout para GPER s&o obesos com resisténcia a insulina
e dislipidemia (HAAS et al., 2009; SHARMA et al., 2013). A auséncia de GPER tem
efeitos metabdlicos no sexo masculino, bem como efeitos na fisiologia
cardiovascular (PROSSNITZ; HATHAWAY, 2015). Portanto, o papel global da
GPER na sinalizacao do estrogénio em homens permanece incerto (GAUDET et al.,
2015).

Baseado nos estudos acima, hipotetizamos que o agonista do GPER, o G-1,
de forma aguda induz o relaxamento de segmentos arteriais mesentéricos de
resisténcia em SHR de ambos os sexos contribuindo assim, para possiveis

aplicacoes terapéuticas do G-1 na HAS.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as diferencas sexuais nas respostas provenientes da ativacédo do GPER pelo

seu agonista, G-1, sobre a reatividade vascular em artéria mesentérica de SHR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Verificar diferencas sexuais na resposta de relaxamento induzida pelo
agonista seletivo do GPER, G-1, em artérias mesentéricas de resisténcia.

. Investigar a participacdo dos mediadores endoteliais (NO, PNs e EDH) na

vasodilatacao induzida pelo G-1 em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR;

. Verificar diferencas sexuais na imunolocalizacdo e expressdo do GPER em

artérias mesentéricas de resisténcia;

. Verificar diferencas sexuais na producédo de EROs apés estimulacdo com G-

1 em artérias mesentéricas de resisténcia;

. Avaliar diferencas sexuais no relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh) e
na resposta contratil induzida pela fenilefrina (PE) em artérias mesentéricas de
resisténcia de SHR de ambos os sexos apds incubacdes com diferentes

concentracOes de G-1;

. Avaliar os efeitos do tratamento subagudo com antagonista seletivo do
GPER, G36, sobre o relaxamento induzido pela bradicinina (BK) e a contracao

induzida pela PE em artérias mesentéricas de resisténcia de fémeas SHR;

. Avaliar os efeitos do tratamento subagudo com antagonista seletivo do

GPER, G36, sobre parametros hemodinamicos e ponderais;
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. Avaliar os efeitos do tratamento subagudo com antagonista seletivo do
GPER, G36, sobre producédo de EROs em artérias mesentéricas de resisténcia de
fémeas SHR.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para este estudo, foram utilizados ratos hipertensos de ambos 0s sexos
adultos da linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive Rat), apresentando 10 a 12
semanas de idade fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Todos os procedimentos foram
conduzidos de acordo com as recomendacfes das diretrizes brasileiras para o
cuidado e uso de animais para fins cientificos e didaticos e as diretrizes para a
pratica de eutanasia (BRASIL, 2016) com aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso
de Animais da UFES (CEUA/UFES) sob n° protocolo 48/2016. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, e quatro animais por gaiola, sob condicdes
controladas de temperatura (22—24 °C) e umidade (40—60 %). Ciclo claro-escuro foi
estabelecido de 12/12 horas e 0s animais tinham livre acesso a agua e comida (dieta

padrao para animais alojados, Purina Labina, SP, Brasil).

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Esfregago vaginal

O ciclo estral das fémeas foi monitorado por meio da técnica de esfregaco
vaginal. Sendo assim, o fluido vaginal foi coletado diariamente de cada animal pela
manha e pipetados em uma lamina de vidro. As células epiteliais vaginais foram
examinadas ao microscopio optico, conforme descrito por Marcondes et al. (2002),
para a identificacdo das diferentes fases do ciclo estral. Optamos por utilizar ratas
na fase diestro para evitar possivel interferéncia na resposta, uma vez que esta fase
se caracteriza por apresentar niveis mais baixos de estrogénio, evitando assim
possivel competicdo entre o hormonio e o agonista G-1 pelo GPER. Além disso,

todos os animais foram eutanasiados no periodo da manha.
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3.2.2 Avaliacdo da pressao arterial

A avaliacdo ndo invasiva da pressao arterial sistolica (PAS) foi realizada
como descrito previamente (BALDO et al., 2011). Apés periodo de adaptagéo, os
animais foram mantidos em camara aquecida, contidos em contentor de acrilico,
com um cuff de pulso pneumatico acoplado a regido proximal da cauda. Um
esfigmomandmetro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e o valor de PAS
foi obtido por meio de um sistema de aquisicdo de dados (IITC INC/Life Science,
23924 Victory Blvd, Woodland Hills, CA 91367-1253 USA), com transdutor de
pressdo acoplado a um computador. A temperatura foi mantida entre 29 °C e 32 °C,
por 40 minutos, tempo em que 0s animais permaneceram sob avaliacdo. A média
de trés registros com diferenca maxima de 10 mmHg foi obtida, sendo descartados

0s registros associados as influéncias causadas pela movimentacdo do animal.

3.2.3 Reatividade Vascular

A reatividade vascular das artérias mesentéricas de terceira ordem foi
avaliada por meio de miégrafo de resisténcia (620 M; Danish Myo Technology,
Aarhus, Denmark). Os protocolos foram realizados de acordo com método
previamente descrito por Mulvany e Halpern (MULVANY; HALPERN, 1977). Com
objetivo de evitar interferéncia na fase sustentada da resposta contratil, os animais
foram eutanasiados por decapitacdo, sem administracdo de anestesia (HATANO et
al., 1989) e exsanguinados. Em seguida, o leito mesentérico foi localizado, removido
e posto em placa de Petri contendo solucao nutridora (solucdo de Krebs) resfriada
a 4 °C, contendo: NaCl, 119 mM; KCI, 4.7 mM; KH2POa4, 0,5 mM; NaHCOs, 13,4
mM; MgS04.7H20, 1,17 mM; CaCl2.2H20, 2,5 mM e 5,5 mM de glicose. Os ramos
de terceira ordem do leito mesentérico foram identificados, isolados e dissecados
do tecido adjacente com auxilio de um estereomicroscopio (lupa) para dissecacao
(BEL Photonics STM Pro) (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema representativo do processo de dissecagdo dos segmentos mesentéricos
de terceira ordem. (A) disposicdo do leito mesentérico, (B) identificacdo e dissecacdo dos

segmentos de terceira ordem e (C) ramos arteriais mesentéricos finais.

Os segmentos vasculares dissecados foram cortados em 2 mm de
comprimento e montados com auxilio de 2 fios de tungsténio (40 um de didmetro)
nas camaras de banho de 6rgao (Figura 6) contendo solucdo de Krebs mantida a
37 °C e constantemente aerada com uma mistura carbogénica (95 % O2e 5 % CO2).
Um fio, transpassado pela luz do segmento vascular, foi montado numa haste fixa
acoplado a um micrémetro e o segundo fio, também transpassado pela luz vascular,
foi montado numa haste movel conectada a um transdutor de forca isométrica. Em
seguida, os seguimentos arteriais foram gradualmente estirados até que seus
diametros internos correspondessem a uma pressdo transmural de 100 mmHg
(IC100), entdo a circunferéncia interna (IC1) foi normalizada para uma fracdo
definida de IC100 (Figura 7). Para tanto, o IC1 foi calculado a partir da multiplicacéo
do IC100 por um fator (0,9) que permitisse ao segmento vascular maxima producao
de forca ativa, bem como a sensibilidade aos agonistas. Para artérias mesentéricas

de ratos, tem sido utilizado 0,9 como fator de normalizacdo (SLEZAK et al., 2010).

Apos procedimento de normalizacdo os segmentos vasculares foram lavados
trés vezes a cada 15 minutos e apds 45 minutos de estabilizacéo foram estimulados
duas vezes com agonista contratii PE (3 pM) para obter respostas contrateis
reproduziveis. A viabilidade e integridade endotelial foram avaliadas pela
administragcao de ACh (10 uM) em anéis previamente contraidos por PE (3 uM). O
endotélio foi considerado viavel e intacto quando a resposta de relaxamento a ACh
observada atingia = 80 % e segmentos arteriais sem endotélio quando a resposta

observada, também a ACh, atingia < 10 % em vasos pré-contraidos com PE.
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Figura 6 -Esquema representativo da fixag&o do segmento arterial com 2 mm de comprimento
no miografo de resisténcia. (A) fixacdo do primeiro fio de tungsténio, acoplado a uma haste fixa e
(B) fixagdo do segundo fio, acoplado a uma haste mével conectada a um transdutor de forga
isométrica.
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Figura 7 - Esquemarepresentativo do processo de normalizacao. (A) llustracao do procedimento
de normalizacdo gradual e (B) ilustracdo do ajuste da curva para determinag&o do IC100. Adaptado
do manual de utilizacdo: Wire Myograph System - 620m - user guide.

Apos teste do endotélio os vasos passavam por um periodo de 15 minutos
de estabilizacdo e curvas concentracdo-resposta foram obtidas por meio de
concentracdo cumulativa do G-1 (1 nM - 10 uM; Cayman Chemical, Ml - USA), apés
a indugao prévia de contragdao com PE (3 pM). O efeito vasodilatador do G-1 foi
investigado antes e apods utilizacdo de inibidor inespecifico para NOS, N®-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, 300 uM; Sigma, St. Louis, MO — USA), inibidor
inespecifico para ciclooxigenase (COX), indometacina (INDO, 10 yM; Sigma, St.
Louis, MO — USA), inibigbes associadas com L-NAME, INDO e clotrimazol, inibidor
da citocromo P450 (CYP) (CLOT, 0,75 uM Sigma, St. Louis, MO — USA), L-NAME,

INDO e catalase, uma enzima que degrada especificamente o H202 (CAT, 1000
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unids/mL; Sigma, St. Louis, MO — USA). Além dessas inibicbes, realizamos
incubacbes com tetraetilamonio, bloqueador de canais para K* de forma
inespecifica (TEA, 5 mM; Sigma, St. Louis, MO — USA) e G36, antagonista seletivo
do GPER (1 uM; Cayman Chemical, MI - USA). Ap6s 30 minutos de incubagédo com
os inibidores a curva de relaxamento induzida pelo G-1 foi repetida. Avaliamos
também a capacidade de modulacédo do G-1 as curvas de relaxamento induzidas
pela ACh (0,1 nM — 10 uM) e curvas de contracdo induzidas pela PE (1 nM — 100
MM) antes e ap6s 30 minutos de incubac&o com diferentes concentracdes de G-1
(0,1 e 10 yM). Para o terceiro protocolo, avaliamos a resposta de relaxamento
induzida pela BK (0,1 nM — 10 uM) e a resposta de contracao induzida pela PE (1
nM — 100 uM) apos 15 dias de tratamento com G36.

Os protocolos de reatividade vascular estdo esquematicamente
representados nas Figuras 8, 9 e 10. Para avaliacdo da participacdo dos
mediadores endoteliais foi realizado célculo do delta da &rea abaixo da curva (area
under curve — AUC), com auxilio de um programa estatistico (GraphPad Prism 6 -
GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) antes e apoés utilizacdo dos inibidores. Os
registros foram adquiridos por meio de um sistema de aquisicdo de dados (LabChart

8, AD Instruments Pty Ltd., New South Wales, Australia) acoplado a um computador.
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Figura 8 - Fluxograma do protocolo experimental. Representacdo esquematica do 1° protocolo

de reatividade vascular.
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Figura 9 - Fluxograma do protocolo experimental. Representacdo esquemética do 2° protocolo
de reatividade vascular.
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Figura 10 — Fluxograma do protocolo experimental referente ao tratamento com G36 ou

veiculo. Representacao esquematica do 3° protocolo de reatividade vascular.
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3.2.4 Imunofluorescéncia para GPER

A imunofluorescéncia para o GPER foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Aires et al. (2013), com algumas modificacbes. Resumidamente,
laminas com sec¢des transversais (10 ym) de artérias mesentéricas foram fixadas
em PFA a 4 % por 15 min e lavadas com BSAa 1 % (BSA a1 % + Triton X -100 a
0,3 % em PBS). O bloqueio foi realizado com solucdo de BSA a 3 % diluida em PBS
1x-0,3 % Triton-x por 30 minutos. As laminas foram entdo lavadas com BSA 1 % e
incubadas em camara umida a 4 °C durante a noite com 0s anticorpos primarios:
anti-GPER de coelho (1: 400, Abcam, # ab39742) e anti-VWF de ovelha (1: 300,
Abcam, # ab11713). Em seguida, a incubacéo foi realizada por 1 h em temperatura
ambiente com anticorpos secundarios: cabra anti-coelho Alexa Fluor 555 (1: 300,
Invitrogen, # 35552) e burro anti-ovelha Alexa Fluor 488 (1: 300, Abcam, #
ab150178). A coloracdo nuclear foi obtida por incubacdo com 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, 1: 300). Os controles negativos foram obtidos usando solugéo de
blogueio (BSA 3%) sem adicdo do anticorpo primario. A aquisicdo das imagens foi
realizada em um microscoépio Apotome (Zeiss, Alemanha) com filtros de 488 e 555
nm. A analise quantitativa de fluorescéncia foi realizada com o software Fiji® verséo
1.53 (National Institute of Health, EUA). A intensidade da fluorescéncia vascular total
do anti-GPER e sua localizacdo com o anti-VWF (fusdo entre 488 e 555 filtros) foi
medida em dois anéis de cada animal, normalizados pela area analisada. Os

resultados foram expressos como unidades arbitrarias (CARACUEL et al., 2012).

3.2.5 Avaliacdo in situ da producdo de 6xido nitrico (NO), peréxido de

hidrogénio (H202) e espécies reativas de oxigénio (EROSs)

Andlises in situ foram realizadas por microscopia de fluorescéncia em cortes
das artérias mesentéricas de resisténcia para NO, H202 e EROs seguindo métodos
publicados anteriormente, com alguns modificagcbes (CARRILLO-SEPULVEDA et
al., 2015; COUTO et al., 2015; LOH et al., 2015; SILVA et al., 2016). A producao in
situ de NO, H202 e EROs foi avaliada com as sondas 4,5-Diaminofluorescein
diacetate (DAF-2 diacetato; Cayman, # 05575028), 2 ‘'diacetato, 7'



Vasodilatacdo mediada pelo GPER em SHR 48

diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA; Cayman, # 05655259) e dihidroetidio (DHE,
Cayman, # 056381010), respectivamente. Para tanto, segmentos de artéria
mesentérica de terceira ordem foram isolados, incluidos em meio de congelamento
(Tissue-Tek® OCT ™ Sakura®, EUA) e cortados em segmentos transversais de 8
UM (Criostato, Leica 1850, Leica). Para elucidar a participacdo do G-1 na producéo
de H202 e EROs, as avaliagbes ocorreram em trés momentos distintos: (I)
investigacdo da producdo basal; (II) andlise da producdo de H202 e EROs ap6s
estimulacdo com agonista GPER, G-1 (10 uM), e (lll) analise qualitativa da produgao
dessas substancias apés estimulacdo com G-1 (10 uM) combinada com o uso de
L-NAME (300 uM), catalase (1000 unidades/mL) ou o degradador de EROs, tiron
(10 pM). Para isso, no dia do experimento, as laminas contendo as se¢des foram
descongeladas a temperatura ambiente a partir de -80 °C de armazenamento,
equilibradas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) por 15 minutos e
incubadas com DAF-2 (10 uM) H2DCF-DA (10 uM) ou DHE (5 pM) por 30 minutos
em camara umida e protegido da luz por mais 30 minutos. Apdos esse periodo, 0s
cortes foram incubados com G-1, L-NAME, catalase e / ou tiron por 30 minutos, nas
mesmas condicfes descritas para a incubacdo com as sondas. As laminas
utilizadas para avaliar a producéo basal de EROs receberam a mesma quantidade
de PBS e as laminas de controle negativo ndo receberam as sondas fluorescentes.
As imagens digitais foram adquiridas com um microscopio de fluorescéncia Zeiss
(Zeiss, 174 Oberkochen, Alemanha) usando 488 e 546 nm de excitacdo e uma
objetiva de 20x. A intensidade da fluorescéncia foi medida usando o software

ImageProPlus (verséo 4.0) e expressa em unidades arbitrarias (U.A.)

3.2.6 Western blot para GPER

As artérias mesentéricas foram removidas e congelada a -80°C e,
posteriormente, homogeneizadas com um homogeneizador de tecidos tipo turrax
(Marconi®, Brasil) em presenca de tampé&o de RIPA (0,05M Tris-HCI, pH 7.4; 0,15
M NacCl, 0,25% acido desoxicolato; 1% NP-40; 10mM EDTA) acrescido de 0,3 % de
Triton X-100, 0,5% de SDS, 1mM PMSF, 1mM ortovanadato de sédio, 1mM fluoreto
de sddio e de coquetel de inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma). Apdés o

processamento, as amostras foram centrifugadas a 3600 G por 10 minutos. A
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guantidade de proteinas das amostras foi mensurada de acordo com o método de
Bradford [1]. As amostras foram diluidas em tampao da amostra (4X tris HCI/SDS
pH=6,8, 3% Glicerol, 1% SDS, 0,6% [B-mercaptoetanol, 0,1% Azul de Bromofenol)
e aquecidas a 98 °C por 5 minutos. Para separacao, foram aplicadas 50ug de
proteina em gel de 10% SDS-PAGE. Ap6s serem separadas no gel de
poliacrilamida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Millipore®, USA) com poro de 0,45um. Apds o bloqueio (2h em TBS-Tween 0,1%
mais 3% de albumina), a membrana foi incubada overnight em camara fria (6-8 °C),
com o anticorpo primario anti-GPER (1:1000 / Abcam -ab39742) ou anti-B-actina
(1:3000 / Sigma-Aldrich - A3854). Em seguida, a membrana foi lavada com TBS
contendo 0,3% de Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por
duas horas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP), anti-IgG de
coelho (1:10000 / Sigma-Aldrich A0545). Apés o periodo de incubacéo, a membrana
foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos por trés vezes). As bandas proteicas
serdo detectadas por uma reagao de quimiluminescéncia (kit ECL plus — Amersham
Biosciences do Brasil Ltda) e a intensidade das mesmas sera avaliada por anélise

densitométrica através do software ImageQuant.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os dados foram expressos como
média * erro padrdo da média (EPM). A normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Uma vez confirmada a normalidade dos dados, foi utilizado
um teste de Grubbs (two side Grubbs’ test) para identificar possiveis outliers.
Quando, pelo menos, havia um outlier identificado, 0 método ROUT adaptado para
detectar quaisquer outliers foi usado com configuracéo para Q de 1 % (alfa = 0,01).
As comparacgfes de reatividade vascular foram realizadas por meio da analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Sidak.
AUC, respostas maximas (Emax) e intensidade de fluorescéncia para H202 e EROS
foram avaliados por meio da analise de variancia de uma via (one-way ANOVA),

seguida pelo teste post hoc de Tukey. A andlise de intensidade de fluorescéncia
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para o GPER foi realizada pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Analise

para expressao proteica foi utilizado o Student t test. O nivel de significancia foi
estabelecido como P < 0,05.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 REATIVIDADE VASCULAR

Para confirmar a hipertensdo em SHR, a pressao arterial foi avaliada de
forma nédo invasiva por pletismografia da cauda. Observamos que 0s animais
apresentaram valores de presséo arterial aumentados, sendo detectadas diferencas
significativas entre os sexos quanto a pressao arterial sistolica (Macho SHR: 215 +
5 e Fémea SHR 182 + 4 mmHg), pressao arterial diastolica (Macho SHR: 178 £ 7 e
Fémea SHR 143 £ 3 mmHg) e frequéncia cardiaca (Macho SHR: 362 + 15 e Fémea
SHR 343 = 2 bpm). Observamos que o G-1, agonista GPER, induziu relaxamento
dependente da concentracdo em anéis de artérias mesentéricas de resisténcia de
machos (Emax = 83 = 3%) e fémeas (Emax = 79 £ 3%) SHR sem diferencas

significativas entre os sexos (Figura 11).
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Figura 11 - Curvas concentracdo-resposta ao agonista seletivo de GPER, G-1 (1 nM - 10 uM)
em artérias mesentéricas de resisténcia sdo semelhantes em ambos os sexos. SHR fémeas (n
= 10) estéo representados pelo circulo e os SHR machos (n = 13) pelos quadrados. Os valores foram

expressos como média £ EPM.
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Em seguida, verificamos a participacdo do endotélio no relaxamento mediado
por GPER em artérias mesentéricas de resisténcia de SHR. Ap0s a remocao
mecanica do endotélio (Figura 12B), observamos uma reducdo na Emax induzida
por G-1 apenas nas fémeas (83 + 3 para 62 £ 8 %, P < 0,05), bem como no
parametro de AUC (86 + 6 a 41 £ 8 U.A., P < 0,05) conforme indicado na Figura
12C. Nos machos, a remocao endotelial ndo foi capaz de alterar o padrdo de
relaxamento, indicando que as a¢des do G-1 possivelmente sdo dependentes do
MLV (Figura 12A e C).

=
B

-20+ -20
*
;? 0+ g‘ 0 *
g 204 ‘g 20
@ | @ -
X 604 X 60+
E 80 —e— Macho E 80 —e— Fémea
1004 —8— Remocéo endotelial 1004 —e— Remogao endotelial
-9 -8 -7 -6 -5 -9 -8 -7 -6 -5
-Log [G-1] (M) -Log [G-1] (M)
(C)
250+
2004
1504

#&

AUC
(Unidades arbitrarias)

Macho Fémea

Figura 12 - A resposta vasodilatadora induzida pelo G-1 é parcialmente dependente do
endotélio em SHR fémeas. Efeito da remoc¢&o endotelial sobre a resposta de relaxamento em (A)
Machos (n = 5) e (B) Fémeas (n = 6) SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e apds a remogao
endotelial. Os valores foram expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma
concentracao da curva controle (antes da remoc¢éo endotelial), # P < 0.05 comparado com a AUC
da curva controle de SHR Fémeas e & P < 0.05 comparado com a AUC apos a remocao endotelial
do grupo SHR Macho. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias
(two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Andlise estatistica foi realizada por meio da

andlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.
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Posteriormente, tentamos identificar quais mediadores endoteliais poderiam
estar envolvidos nessa resposta e testamos primeiramente a via do NO. No entanto,
foi observado um comprometimento maior em machos em comparagdo com as
fémeas SHR, uma vez que os machos SHR apresentaram a Emax menor (Macho
SHR: 79 + 3 parab54 £ 7, P < 0,05 e Fémea SHR: 83 + 3 para 79 = 5 %) (Figura
13A e B). Estes resultados foram confirmados quando os valores de AUC foram
comparados (Macho SHR: 91 + 13 para 32 + 4 e Fémea SHR: 86 + 6 para 69 + 6
A.U., P <0,05) (Figura 13C).
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Figura 13 - A resposta vasodilatadora induzida pelo G-1 é parcialmente dependente da via do
NO em ambos 0s sexos, porém com uma maior participacdo em Machos SHR. Efeito do inibidor
ndo seletivo da enzima éxido nitrico sintase com N¥-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 300 uM)
em (A) Machos (n = 8) e (B) Fémeas (n = 6) SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e apés 30
minutos com L-NAME. Os valores foram expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado com
a mesma concentracdo da curva controle (antes da incubagédo com L-NAME), + P < 0.05 comparado
com a AUC da curva controle de Machos SHR, # P < 0.05 comparado com a AUC da curva controle
de Fémeas SHR e & P < 0.05 comparado com as AUC da curva controle apés a incubagdo com L-
NAME do grupo Macho SHR. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2
vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por

meio da andlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.
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A segunda via de mediadores estudada foi a dos PNs. Observamos que apos
a incubacdo com indometacina, inibidor inespecifico da COX, os machos SHR néo
apresentaram comprometimento na Emax, embora tenha havido um aumento no
parametro AUC (91 + 13 para 178 + 20 A.U., P <0,05) (Figura 14A e C). Em fémeas
SHR, ndo houve diferenca na resposta vasodilatadora induzida por G-1 e nem na
AUC (87 £ 6 para 112 + 8 A.U.) (Figura 14B e C).
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Figura 14 - A inibicdo da via dos prostanoides potencializa o relaxamento induzido pelo G-1
em machos SHR e nédo altera a resposta em fémeas SHR. Efeito do inibidor ndo seletivo da
ciclooxigenase com indometacina (INDO, 10 uM) em (A) Machos (n = 8) e (B) Fémeas (n = 7) SHR.
(C) Area abaixo da curva (AUC) antes e ap6s incubacdo com INDO. Valores foram expressos como
média + EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentragdo da curva controle (antes da
incubacgédo), + P < 0.05 comparado com a AUC da curva controle do grupo Macho SHR e & P < 0.05
comparado com a AUC da curva ap6s incubagdo com INDO no grupo Macho SHR. Analise
estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo
Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 1 via
(one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.
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De acordo com Matoba et al. (2000) o mediador mais importante envolvido
nas respostas de relaxamento em artérias de resisténcia é a EDH. Sendo assim,
fizemos incubagbes concomitantes com inibidores para formacéo de NO e PNs e
nao observamos alteracbes nas respostas mediadas pelo GPER em ambos os
sexos (Figura 15A, B e C). Estes resultados sugerem que a EDH é patrticipativa

desta resposta em machos e fémeas SHR.
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Figura 15 - A inibicdo combinada de 2 vias, NO e prostanoides, ndo altera a resposta
vasodilatadora induzida pelo G-1, indicando a participacdo da hiperpolarizacdo dependente
do endotélio em ambos os sexos. Efeito dos inibidores nédo seletivos das enzimas 6xido nitrico
sintase com N@-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 300 pM) e da ciclooxigenase com
indometacina (INDO, 10 uM) em (A) Machos (n = 8) e (B) Fémeas (n = 7) SHR. (C) Area abaixo da
curva (AUC) antes e apo6s incubagdes conjugadas com L-NAME mais INDO. Valores foram
expressos como média = EPM. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de
2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por

meio da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.
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Entre os candidatos a EDH, estudamos a participacdo dos produtos da
citocromo P450. Também ndo houve diferencas na resposta vasodilatadora
induzida pelo G-1 ap6s a inibicdo de NO, PNs e &cidos epoxieicosatrienoicos
(EETs), metabdlitos do &cido araquiddnico produzidos pela atividade da enzima
citocromo P450 (Figura 16A, B e C).
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Figura 16 - A via da citocromo P450 (CYP), uma das vias da hiperpolarizacdo dependente do
endotélio, ndo participa da resposta vasodilatadora induzida pelo G-1 em ambos 0S sexos.
Efeito dos inibidores ndo seletivos das enzimas 6xido nitrico sintase com N®-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME, 300 pM), ciclooxigenase com indometacina (INDO, 10 yM) e citocromo P450 (CYP)
(Clotrimazol, 0.75 uM) em (A) Machos (n = 5) e (B) Fémeas (n = 5) SHR. (C) Area abaixo da curva
(AUC) antes e ap6s incubagfes conjugadas com L-NAME, INDO e Clotrimazol. Valores foram
expressos como média £ EPM.
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Para verificar a participagcdo do H202 na resposta vasodilatadora induzida
pelo G-1, utilizamos uma enzima que degrada o H202 (catalase) em associacéo
com inibidores da formacdo de NO e PNs. Como resultado, observamos uma
resposta vasodilatadora prejudicada em ambos os sexos (Macho SHR: 79 + 3 para
53 £+ 7 e Fémea SHR: 83 + 3 para 47 = 12 %, P < 0,05) (Figura 17A e B) e nos
valores de AUC (86 + 6 para 39 + 8 U.A., P <0,05) (Figura 17C).

=
B

-20+ =20+
Sl g 0 .
2 204 o 20
g . s *
5 404 E 404
5 604 % 80-
E 804 —e—  Mascho E 804 —e— Fémea
—8—  L-NAME + INDO + Catalase —&—  L-NAME + INDO + Catalase
100- 1004
-9 -8 -7 -6 -5 -9 -8 -7 -6 -5
-Log [G-1] (M) Log [G-1] (M)
(<
250+
e}
= 2001
£
o 1504
8%s
v
§ 100+
+
B
T 504 #
=)
04
Macho Fémea

Figura 17 - O peroxido de hidrogénio (H202), outra via de hiperpolarizagdo dependente do
endotélio, participa da resposta vasodilatadora induzida pelo G-1 em ambos os sexos. Efeito
dos inibidores nao seletivos das enzimas 6xido nitrico sintase com N“-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME, 300 pM), ciclooxigenase com indometacina (INDO, 10 yM) e uma enzima que degrada
especificamente o H202 (Catalase, 1000 unid./mL) em (A) Machos (n = 6) e (B) Fémeas (n = 6) SHR.
(C) Area abaixo da curva (AUC) antes e apds as incubacdes conjugadas com L-NAME, INDO e
Catalase. Valores foram expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado a mesma
concentracao da curva controle (antes das incubacgdes), + P < 0.05 comparado com a AUC da curva
controle do grupo Macho SHR e # P < 0.05 comparado a AUC da curva controle do grupo Fémea
SHR. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA)
seguida pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por meio da analise de

variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.
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Silva et al. (2017) observaram que o H202 tem um papel importante no cross-
talk entre NOS e COX, dependendo de sua concentracédo. Portanto, analisamos a
participacdo do H202 nesta resposta em presenca das vias do NO e PNs. Apés
incubagéo isolada com catalase, observamos um aumento na resposta
vasodilatadora induzida por G-1 (Figura 18A) e na AUC (91 + 13 a210+21,p <
0,05) (Figura 18C) em machos SHR apenas. Estes parametros permaneceram
inalterados no grupo Fémea SHR (Figura 18B e C; AUC: 86 £ 6 para 106 £ 23 U.A.).
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Figura 18 - Curva concentracéo resposta ao agonista seletivo do GPER, G-1 (1 nM-10 uM), em
artérias mesentéricas de resisténcia de SHR de ambos 0s sexos. Efeitos isolados da enzima
gue degrada de forma especifica o0 H20. (Catalase,1000 und. /mL) em (A) Macho (n =7) e (B) Fémea
(n = 5) SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e ap6s a incubag&o com catalase. Valores foram
expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentragao da curva controle
(antes da incubacéo), + P < 0.05 comparado com a AUC da curva controle do grupo Macho SHR e
& P < 0.05 comparado com a AUC da curva ap6és incubacdo com catalase no grupo Macho SHR.
Analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida
pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por meio da analise de varidncia de 1
via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.
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Para sabermos se a fonte do H20:2 é proveniente da dismutagdo do O2°* pela
superoéxido dismutase (SOD), realizamos incubacdo com Tiron, um varredor de O2*
. Observamos que apenas as fémeas apresentaram 0 Emax (Macho SHR: 79 + 3
para 81 = 11 e Fémea SHR: 83 =+ 3 para 59 + 2 %) e a AUC (Macho SHR: 91 + 13
para 72 + 20 e Fémea SHR: 86 £ 6 para 59 + 3 U.A.), prejudicados (Figura 19).
Esse resultado € muito parecido com o protocolo de incubacdo com catalase
associada com L-NAME e INDO. Esses resultados indicam que possivelmente o
H202 participativo no relaxamento em fémeas, pode ser proveniente do da
dismutacéo do O2*.
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Figura 19 — A presenca de um varredor de O;* prejudicou o relaxamento induzido pelo G-1
somente nas fémeas. A presenca do Tiron (1 mM) nos (A) Machos (n = 4) e (B) Fémeas (n = 4)
SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e ap0s incubagbes com Tiron. * P < 0.05 comparado
com a mesma concentragdo da curva controle (antes da incubacéo) e # P < 0.05 comparado a AUC
da curva controle do grupo Fémea SHR. Andlise estatistica foi realizada por meio da andlise de
variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi
realizada por meio da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc
test.
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Analisamos também o papel dos canais para K* na resposta de relaxamento
induzida pelo G-1 (Figura 20). Observamos que apés a incubacdo com TEA, 0 Emax
(Macho SHR: 79 + 3 para 86 = 4 e Fémea SHR: 83 + 3 para 81 + 16 %), nem 0s
valores de AUC (Macho SHR: 91 + 13 para 107 = 15 e Fémea SHR: 86 + 6 para 77
+ 19 U.A)), foram alterados.
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Figura 20 - Os canais para potassio nao participam da resposta de relaxamento induzida pelo
G-1 em ambos os sexos. Blogueio inespecifico dos canais para potassio com tetraetilamoénio (TEA,
5 mM) em (A) Machos (n = 5) e (B) Fémeas (n = 5) SHR. (C) Area abaixo da curva (AUC) antes e

apos incubagdo com TEA. Valores foram expressos como média £ EPM.
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Tabela 1- Sumarizacdo dos mediadores envolvidos na resposta de relaxamento induzida pelo G-1

em artérias mesentéricas de resisténcia de machos e fémeas SHR.

Mediadores Machos Fémeas

Endotélio ==
NO ==
Prostanoides S g
EDH gk
EETs —
H202 +
0O,*" ==
K+

EHERNE:

NO: Oxido nitrico. EDH: Hiperpolarizacdo dependente do endotélio. EETs: Acidos

epoxieicosatrienoicos. H>O,: Perdxido de hidrogénio. O»*: Anion superdxido. K*: fon potassio. +

presente e — ndo presente.
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4.2 IMUNOLOCALIZACAO PARA GPER

A analise de imunofluorescéncia foi realizada em artérias mesentéricas de
resisténcia para identificar a presenca do GPER em SHR de ambos os sexos. Os
resultados demonstraram uma maior intensidade de fluorescéncia na area vascular
total (Macho SHR: 26 + 2 e Fémea SHR: 41 + 4 U.A., P < 0,05), area endotelial
(Macho SHR: 35+5 e Fémea SHR: 49 £ 1 U.A., P <0,05) e camada média (Macho
SHR: 17,5 £ 0,3 e Fémea SHR: 38 = 4,5 U.A., P < 0,05) em fémeas SHR em
comparacao com os machos SHR (Figura 21A, B, C e D).
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Figura 21 - Maior intensidade de fluorescéncia para o GPER em artérias mesentéricas de
resisténcia de SHR Fémeas em comparacdo com os machos. Imunolocalizacdo para GPER (A)
e quantificacao da fluorescéncia na area total vascular (B) endotélio (C) e no musculo liso vascular
(D) em Macho (n = 5) e Fémea (n = 4) SHR. Barra de escala = 20 ym. Valores foram expressos
como média £ EPM. * P < 0,05 comparado com o grupo Macho SHR e * P < 0,05 comparado com a
marcacdo de intensidade de fluorescéncia na camada endotelial (VWF) do grupo Macho SHR.

Analise estatistica foi realizada pelo teste nao paramétrico de Mann-Whitney.
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4.3 AVALIACAO IN SITU DA PRODUCAO DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO (H20,) E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

A andlise de fluorescéncia para H202 em artérias mesentéricas de resisténcia
de SHR néo indicou diferencas entre os sexos (Macho SHR: 148 + 23 e Fémea: 137
+ 40 U.A.) em condic¢des basais, embora o G-1 tenha sido capaz de estimular a sua
producdo em ambos os sexos (Macho SHR: 295 + 20 e Fémea SHR: 283 £ 50 U.A.,
P <0,05). Além disso, como controle para mostrar que era o H202 que estava sendo
produzido, utilizamos a catalase (Macho SHR: 74 £ 9 e Fémea SHR: 70 £ 24 U.A.,
P < 0,05) (Figura 22).

A)

G-1 + Catalase

Male

Female

8

mmm  acho SHR

= Femea SHR

Basal G-1 G-1 + Catalase

Intensidade de fluorescéncia para DCF-DA

Figura 22 - (A) Andlise da microscopia de fluorescéncia emitida pelo H2DCF-DA em artérias
mesentéricas de resisténcia de SHR. Os protocolos foram realizados na auséncia e presenca de
G-1 (10 puM) e catalase (1000 unid./mL). (B) Quantificacdo da fluorescéncia produzida nos grupos
Macho (n = 5) e Fémea (n = 6) SHR. Barra de escala = 50 uym. Valores foram expressos como média
+ EPM. * P < 0.05 comparado com a condicao basal do mesmo grupo e # P < 0.05 comparado com
estimulacdo com G-1 do mesmo grupo. Andlise estatistica foi realizada por meio da anélise de

variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.
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Em relacdo a analise de fluorescéncia para EROs, também ndo encontramos
diferencas entre machos e fémeas SHR (Macho SHR: 137 £ 30 e Fémea SHR: 142
+ 15 U.A.) em condi¢fes basais, bem como na presenca do G-1 (Macho SHR: 145
+11 e Fémea SHR: 172 £ 28 U.A.). Como controle, utilizamos um sequestrador de
EROs, o tiron, que como esperado, reduziu a intensidade de fluorescéncia de EROs
em ambos os sexos (Macho SHR: 57 + 8 e Fémea SHR: 77 + 14 U.A., P < 0,05)
(Figura 23).
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Figura 23 - (A) Analise da microscopia de fluorescéncia emitida pelo DHE em artérias
mesentéricas de resisténcia de SHR. Os protocolos foram realizados na auséncia e presenca de
G-1 (10 pyM) e Tiron (10 pM). (B) Quantificacdo da fluorescéncia produzida nos grupos Macho (n =
5) e Fémea (n = 6) SHR. Barra de escala =50 uym. Valores foram expressos como média + EPM. #
P < 0.05 comparado com estimulagédo com G-1 do mesmo grupo. Andlise estatistica foi realizada por

meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.
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4.4 WESTERN BLOT PARA O GPER

As anadlises de Western blot mostraram que ndo ha diferenca sexual na
expressdo do GPER em SHR (Figura 24). Podemos observar que tanto machos
guanto fémeas expressaram a mesma quantidade de proteinas para o GPER
(Macho SHR: 0,031 £ 0,005 e Fémea SHR: 0,025 = 0,007 U.A.).

Fémea Macho
[ | |

GPER %8 & » @™ -33KDa

B-ACTIN «Emahes@®s ~ 43 KDa

(A)

0.05-
(B)
0.04-
0.03-

0.02+

GPER/B-ACTIN

0.014

0.00-
Fémea SHR Macho SHR

Figura 24 - Quantificagdo dos niveis de expressao relativa do (A) GPER (38 kDa) normalizado
pela (B) B-actina (43 kDa) em artérias mesentéricas de SHR de ambos os sexos. Analise
representativa de Western blot de artérias de resisténcia mesentérica em Fémea (n = 6) e Macho (n
= 6) SHR. Os valores foram expressos como média + EPM. Para a analise estatistica foi utilizado o

teste t de Student ndo pareado.
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4.5 REATIVIDADE VASCULAR- INCUBACAO COM G-1

4 5.1 Reatividade vascular em fémeas

Para os protocolos de incubacdo, observamos primeiramente em fémeas
(Figura 25) que somente a presenca de 0,1 pM de G-1 foi capaz de aumentar a
AUC (Curva controle: 279,5+9; 0,1 uM G-1: 332+ 12 e 10 uM G-1: 312 + 18 U.A,,
P < 0,05) porém, nenhuma das concentracdes de G-1 utilizadas foram capazes de
alterar a resposta de relaxamento maximo (Curva controle: 97 + 0,5; 0,1 uM G-1: 97
+ 0,8 e 10 pM G-1: 93 + 1,8 %) (Figura 25A, B e C). Em relacdo as curvas de
contracdo induzidas pela PE, as concentracdes de 0,1 e 10 uM de G-1 foram
capazes de desviar a curva para direita (Curva controle: 7,1 + 0,01; 0,1 uM G-1: 5,6
+ 0,07 e 10 pM G-1: 6,6 = 0,1 M, P < 0,05). Os valores de AUC reduziram em
presenca das diferentes concentracdes de G-1 (Curva controle: 29 + 2; 0,1 uM G-1:
21+16e10uM G-1: 15+ 1,3 U.A,, P <0,05) e somente a concentracdo de 10 uM
de G-1 reduziu a resposta de contracdo maxima (Curva controle: 13 £ 1; 0,1 uM G-
1:12+0,6 e 10 pM G-1: 6 £ 2 mN, P < 0,05) em fémeas SHR (Figura 25D, E e F).
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Figura 25 - Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina (PE, 1 nM -
100 pM) em artérias mesentéricas de resisténcia em Fémeas SHR. (A) Curva concentracao-
resposta a ACh apds incubag¢des com 0,1 e 10 uM de G-1, (B) area abaixo da curva (AUC) e (C)
resposta de relaxamento maximo a ACh (RMax.) (n = 6). (D) Curva concentracdo-resposta a PE

apos incubagdes com 0,1 e 10 uM de G-1, (E) &rea abaixo da curva (AUC) e (F) resposta de
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contracdo maxima a PE (Emax) (n = 8). Os valores foram expressos como média + EPM. * 0,1 uM
comparado com controle, + 10 pM comparado com controle e 10 pM comparado com 0,1 pM. A
andlise estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida
pelo Sidak post hoc test. Para AUC a estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 1
via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey post hoc test.

4.5.2 Reatividade vascular em machos

Em machos (Figura 26) a presenca de G-1 ndo foi capaz de alterar a
resposta de relaxamento induzida pela ACh (Curva controle: 97 +1; 0,1 uM G-1: 95
+2e 10 puM G-1: 94 £ 1,7 %) e nem nos valores de AUC (Curva controle: 318 £ 15;
0,1 uM G-1:294 +£10e 10 puM G-1: 309 + 10 U.A)) (Figura 26A, B e C). Na resposta
de contracéo induzida pela PE, observamos que somente a presenca de 0,1 uM de
G-1 foi capaz de aumentar a Emax contratil (Curva controle: 11 + 0,4; 0,1 uM G-1: 14
+0,9e 10 uM G-1: 10 £ 1 mN, P < 0,05) e ndo observamos diferencas na AUC
(Curva controle: 23 +1,6; 0,1 pM G-1: 23+ 1,7 e 10 pM G-1: 20 £ 1,6 U.A.) (Figura
26D, E e F).
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Figura 26 - Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina (PE, 1 nM
- 100 uM) em artérias mesentéricas de resisténcia em Machos SHR. (A) Curva concentracao-
resposta a ACh apos incubagdes com 0,1 e 10 uM de G-1, (B) area abaixo da curva (AUC) e (C)

resposta de relaxamento maximo a ACh (RMéax.) (n = 6). (D) Curva concentracao-resposta a PE



Vasodilatacdo mediada pelo GPER em SHR 69

apos incubacdes com 0,1 e 10 uM de G-1, (E) area abaixo da curva (AUC) e (F) resposta de
contracdo maxima a PE (Emax) (n = 8). Os valores foram expressos como média + EPM. * 0,1 uM
comparado com controle e # 10 uM comparado com 0,1 pM. A analise estatistica foi realizada por
meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Para
AUC a estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida
pelo Tukey post hoc test.

4.5.3 Diferenca sexual na resposta de relaxamento induzida pela ACh

Observamos que a presenca de G-1 foi capaz de alterar a resposta de
relaxamento induzida pela ACh, porém observamos também que estas alteracdes
sao diferentes entre os sexos. Podemos observar na Figura 27 A e B que a
presenca de 0,1 pM de G-1 reduziu a AUC em machos SHR quando comparados
com as fémeas SHR (Fémea SHR: 332 + 12 e Macho SHR: 294 + 10 U.A,, P <
0,05). Por outro lado, a concentracéo de 10 pM de G-1 ndo provocou diferenca
sexual no relaxamento (Fémea SHR: 312 + 18 e Macho SHR: 309 £ 17 U.A.) como
indicado na Figura 27C e D.
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Figura 27 - Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM - 10 uM) em artérias mesentéricas
de resisténcia em Fémeas e Machos SHR. Curva concentragdo-resposta a ACh apos incubacgdes
com (A) 0,1 uM e (C) 10 uM de G-1, (B) e (D) area abaixo da curva (AUC) (n = 6). Os valores foram
expressos como média + EPM. * comparado com o grupo Fémea SHR. A analise estatistica foi
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realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc

test. Para a analise estatistica da AUC foi utilizado o teste t de Student ndo pareado.

4.5.4 Diferenca sexual na resposta de contracéo induzida pela PE

Observamos também que a presenca de G-1 modificou a resposta a resposta
de contracdo induzida pela PE, diferentemente entre os sexos. De acordo com a
Figura 28A e B, mesmo que a presenca de 0,1 uM de G-1 néo tenha gerado essa
diferenca na resposta de contracéo e na AUC (Fémea SHR: 21 £ 1,6 e Macho SHR:
23+1,7U.A)), apresenca de 10 pM de G-1 fez com as fémeas SHR apresentassem
uma resposta de contracdo menor em comparacdo aos machos (Fémea SHR: 6 +
0,7 e Macho SHR: 11,5 £ 0,4 mN, P < 0,05). Além disso, os machos apresentaram
uma reducédo na AUC em comparacao com as fémeas SHR (Fémea SHR: 30 + 2,2
e Macho SHR: 20 +1,6 U.A., P <0,05).
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Figura 28 - Reatividade vascular a fenilefrina (PE, 1 nM - 100 uM) em artérias mesentéricas de
resisténcia em Fémeas e Machos SHR. Curva concentragdo-resposta a PE apos incubagdes com
(A) 0,1 uM e (C) 10 uM de G-1, (B) e (D) area abaixo da curva (AUC) (n = 6). Os valores foram
expressos como média + EPM. * comparado com o grupo Fémea SHR. A analise estatistica foi
realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc

test. Para a andlise estatistica da AUC foi utilizado o teste t de Student ndo pareado.
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4.6. TRATAMENTO SUBAGUDO COM G36
4.6.1. Dados ponderais

O tratamento com G36 durante 15 dias ndo alterou o peso corporal e dos
orgdos das ratas. Somente o0 ovario esquerdo e a suprarrenal esquerda

apresentaram uma reducdo em seus pesos (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados ponderais de SHR fémeas dos grupos veiculo e tratadas com G36
durante 15 dias.

Veiculo (n =5) G36 (n =5)

GRUPOS

Média EPM Média EPM
Peso corpéreo (g) 185 2 190 3
Peso Utero umidof/tibia (mg/mm) 10,38 0,001 9,05 0,001
Peso utero seco /tibia 1,838 0,001 1,718 0,001
Ovério direito (mg/mm) 59,38 0,004 54,1 0,004
Ovario esquerdo (mg/mm) 57,0 0,003 25,65* 0,007
Hipofise (mg/mm) 9,5 0,001 7,75 0,001
Rim direito (mg/mm) 6710 0,01 659,0 0,01
Rim esquerdo (mg/mm) 680,5 0,001 669,5 0,001
Suprarrenal direita (mg/mm) 17,58 0,001 16,1 0,001
Suprarrenal esquerda (mg/mm) 22,74 0,001 18,06* 0,001
Figado (g/mm) 8,057 0,1 8,287 0,1
Pulm&o umido (g) 1,825 0,1 1,730 0,1
Pulmé&o seco (mg/mm) 3356 0,02 300,2 0,02
Coxim perirenal (mg/mm) 0,591,7 0,05 7120 0,1
Coxim retroperitoneal (mg/mm) 0,488,0 0,03 591,8 0,03
Coxim parametrial (g/mm) 1,323 0,06 1,405 0,1

Os valores foram expressos como média + EPM. Na tabela sdo apresentados dados
relativos, de modo que o peso em miligramas (mg) dos 6rgédos, foi corrigido pelo
comprimento da tibia, em milimetro (mm). A analise estatistica foi realizada por meio
da analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey's Post Hoc

test. *P < 0,05 comparado com animais Sham do mesmo grupo.



Andrégenos e reatividade vascular de artérias mesentéricas 72

4.6.2. Parametros hemodinamicos

O tratamento subagudo com G36 nao alterou os valores de presséao arterial

sistélica, diastolica, média e frequéncia cardiaca de fémeas SHR (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros hemodinamicos de SHR fémeas dos grupos Veiculo e tratadas com G36
durante 15 dias.

Inicio do tratamento Final do tratamento
GRUPOS
Veiculo EPM G36 EPM Veiculo EPM G36 EPM
PAS (mmHg) 182 3,7 189 3,3 175 36 186 4,1
PAD (mmHg) 145 35 136 3,5 132 75 141 54
PAM (mmHg) 157 36 154 33 144 49 155 4,9
FC (bpm) 337 58 334 44 357 11 347 10

Os valores foram expressos como média + EPM. Na tabela sdo apresentados dados relativos, de
modo que o peso em miligramas (mg) dos 6rgédos, foi corrigido pelo comprimento da tibia, em
milimetro (mm). Analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 1 via (one-way
ANOVA) seguida pelo Tukey's Post Hoc test. *p<0,05 comparado com animais Sham do mesmo
grupo.

4.6.3. Reatividade vascular

Os dados de reatividade vascular de artérias mesentéricas de resisténcia
indicaram que o tratamento com G36 nado foi capaz de alterar o relaxamento
induzido pela BK como observado na Figura 29A. Na curva de contracéo induzida
pela PE ndo foram observadas alteragbes com o tratamento como indicado na
Figura 29B.
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Figura 29 - Reatividade vascular a bradicinina (BK, 0,1 nM - 10 uM) e a fenilefrina (PE, 1 nM -
100 uM) em artérias mesentéricas de resisténcia de Fémeas SHR ap6s tratamento G36. (A)
Curva concentracao-resposta a BK e (B) Curva concentracdo-resposta a PE em ratas hipertensas
tratadas com 160 mg/Kg (i.p.) de G36 ou veiculo (6leo de girassol) durante 15 dias (n = 6). Os valores
foram expressos como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por meio da analise de
variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test e o teste t de Student ndo

pareado.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a ativagdo do GPER
promoveu relaxamento em artérias de resisténcia mesentérica de machos e fémeas
SHR de forma similar, porém com a participacdo de diferentes mediadores
endoteliais. Os machos parecem ser mais dependentes da via do NO n&o endotelial,
prostanoides e via do H202, e as fémeas parecem ser mais dependentes do

endotélio e do H20:.

Nossa primeira observacdo foi que o relaxamento induzido pelo G-1 foi
semelhante em ambos 0s sexos. A resposta de relaxamento induzida por G-1
também foi detectada em outros segmentos arteriais, bem como em outras
espécies, como corondrias de suinos (YU et al., 2014), artérias mesentéricas de
resisténcia de ratos Lewis intactos (LINDSEY; LIU; CHAPPELL, 2014), segmentos
aorticos de ratos (JANG et al., 2013), segmentos de artérias cerebrais de ratos
(MURATA et al., 2013) e recentemente, em artérias coronarias de suinos (YU et al.,
2017, 2018). Esta mesma resposta também foi observada em estudos clinicos
(AREFIN et al., 2014) e moleculares realizados com células endoteliais humanas
(FREDETTE; MEYER; PROSSNITZ, 2018). Porém, o nosso estudo € o primeiro a
demostrar o relaxamento induzido pelo G-1 na hipertensdo. Ademais, a nao
observacéo de diferencas sexuais também foi observada em artérias mesentéricas
de animais normotensos (PEIXOTO et al, 2017) e em carGtidas de ratos
normotensos (BROUGHTON; MILLER; SOBEY, 2010). Por outro lado, outro estudo
do nosso grupo demonstrou que o relaxamento induzido pelo G-1 no leito vascular
coronariano de ratos foi maior nas fémeas em comparacdo com 0s machos, efeito
explicado pela maior presenca de EROs nos machos (DEBORTOLI et al., 2017).
Portanto, as diferengas sexuais relacionadas ao efeito vasodilatador do G-1, podem

ser dependentes do leito vascular estudado.

Outro achado deste estudo foi que a resposta de relaxamento induzida pelo
G-1 é parcialmente dependente do endotélio em fémeas, pois ap0s a remocgao
endotelial o relaxamento foi prejudicado somente nesse grupo. Estudos prévios
encontraram também uma maior dependéncia do endotélio na resposta

vasodilatadora induzida pelo G-1 nas fémeas em artérias coronarias (YU et al.,
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2011a) e mesentéricas de animais normotensos (PEIXOTO et al., 2017). Varios
estudos demonstraram que as respostas de relaxamento mediadas pelo GPER séo
dependentes do endotélio e da via do NO (FREDETTE; MEYER; PROSSNITZ,
2018), bem como do aumento da expressao proteica de eNOS (AREFIN et al.,
2014). Estudos prévios demonstraram que o endotélio desempenha um papel
importante na manutencao do ténus vascular, sintetizando e liberando varios EDRF,
ou seja, NO, PNs e EDH (FELETOU; HUANG; VANHOUTTE 2011; LEUNG e
VANHOUTTE 2017; VANHOUTTE et al., 2017).

N&o obstante, a ativacdo do GPER também pode modular as concentracdes
de Ca?* no MLV (MURATA et al., 2013). De fato, Lindsey et al. (2014) observaram
um vasorelaxamento por meio de mecanismo dependente do endotélio e também
por acdo direta sobre MLV em artérias de resisténcia mesentérica de ratas Lewis
apos a ativacdo de GPER. No MLV, esta ativacdo estimula a proteina G que via
subunidade as ativa a adenilil ciclase (AC) aumentando os niveis de 3’, 5’-adenosina
monofosfato ciclico (CAMP). A elevacdo dos niveis de cAMP desencadeia
subsequentes fosforilacdes de proteinas quinases (PKA) que diminuem o estado
contratil do MLV. Além disso, a ativacdo do GPER também pode antagonizar a
mobilizacdo do célcio intracelular estimuladas por agonistas vasoconstritores
(HAAS et al., 2009). No entanto, o objetivo deste estudo foi elucidar as vias
endoteliais envolvidas no relaxamento mediado pelo GPER, ou seja, quais

mediadores endoteliais estariam envolvidos nesta resposta.

Primeiro, testamos a via do NO apoés a incubacdo com L-NAME, um inibidor
nao seletivo de NOS. Observamos uma reducdo da resposta vasodilatadora,
refletida pela AUC, porém apenas nos machos SHR. Embora, uma forte
participacdo do NO no relaxamento induzido pelo G-1 tenha sido relatada
anteriormente em ambos o0s sexos (BROUGHTON; MILLER; SOBEY, 2010;
LINDSEY; LIU; CHAPPELL, 2014; PEIXOTO et al., 2017), na hipertensao, o
envolvimento da via do NO parece ser dependente do sexo. Fredette; Meyer e
Prossnitz (2018) demonstraram que a producéo do NO induzido pelo G-1 requer a
ativacdo de c-Src e EGFR, bem como PI3K e ERK1/2. Além disso, esse mesmo
estudo demonstrou que o G-1 ndo induziu o relaxamento em camundongos
knockout para GPER. Peixoto et al. (2017) também encontraram que a via de
relaxamento dependente do endotélio requer a ativacao da via PI3K/Akt em artérias
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mesentéricas de animais normotensos de ambos 0s sexos. Em nosso estudo ndo
foi possivel avaliar essa via, devido a perda de tdbnus apos a pré-contracdo em

segmentos mesentéricos incubados com o inibidor dessa via, o LY-294,002.

A dupla inibicdo com L-NAME mais indometacina ndo prejudicou o
relaxamento induzido pelo G-1 em ambos 0s sexos, sugerindo que a EDH possa
estar envolvida nessa resposta. Enfatizamos que, nas artérias de resisténcia, as
vias de EDH desempenham um papel importante na regulacdo da resisténcia
vascular periférica (OHASHI et al., 2012; SHIMOKAWA et al., 1996) e,
consequentemente, nos valores da pressao arterial. Portanto, esclarecimentos
sobre a EDH e seu papel nos mecanismos de controle da pressao arterial séo
importantes. Dentro desse contexto, foi demonstrado que as respostas mediadas
pelo NO sdo dominantes nas artérias de condutancia, enquanto a EDH se tornaria
mais importante a medida que o calibre das artérias reduzisse (COR DE WIT;
WOLFLE, 2007; SHIMOKAWA et al., 1996). Na hipertensdo, o relaxamento
dependente do endotélio esta prejudicado devido a disfuncdo endotelial, que
mesmo com controversas é caracterizada pela reducdo da biodisponibilidade do
NO. Estudo tem demonstrado que a presenca do NO reduz as respostas
provocadas pela EDH, portanto quando a via do NO esta prejudicada as respostas
mediadas por EDH sdo geralmente preservadas ou mesmo aumentadas para
manter a homeostase vascular (KOBUCHI et al., 2015). Assim, a EDH é
considerada um sistema de backup para as respostas mediadas pelo NO na
manutencdo da perfusédo tecidual. Portanto, elucidar o papel da EDH nestas artérias
€ extremamente importante para entender o0s mecanismos envolvidos na
hipertensdo (KOBUCHI et al., 2015; MORI et al., 2006; NISHIKAWA; STEPP;
CHILIAN, 2000).

A EDH foi descrita pela primeira vez em 1988 por Taylor e Weston, que
demonstraram que o endotélio era capaz de sintetizar uma substancia difusivel que
promovia hiperpolarizacdo do MLV (TAYLOR; WESTON, 1988). As vias de EDH
incluem o peptideo natriurético do tipo C (CHAUHAN et al., 2003), acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs) (FISSITHALER et al., 1999; FLEMING, 2000), sulfato
de hidrogénio (H2S) (ZHAO et al., 2001), ions potassio (K*) (EDWARDS et al., 1998),
e comunicacgao elétrica através das jun¢des mioendoteliais (KUHBERGER et al.,

1994). Esses mecanismos ativam diferentes familias de canais de K*, levando a



Vasodilatacdo mediada pelo GPER em SHR 78

hiperpolarizacdo das células do MLV, contribuindo para mecanismos que
promovem o relaxamento (FELETOU; VANHOUTTE, 2009; SHIMOKAWA;
MORIKAWA, 2005). Portanto, para identificarmos quais vias da EDH poderiam estar
envolvidas na resposta de relaxamento induzida pelo G-1, testamos primeiramente
a contribuicdo da enzima citocromo P450 utilizando um inibidor ndo seletivo,
clotrimazol, e observamos que ndo houve a participacdo dessa via em ambos os
sexos. Estudos apontaram o envolvimento da via da citocromo P450 como EDH
(TRIGGLE et al., 2012) em artérias coronarias de porcos (FLEMING et al., 2001).
Em microvasos mesentéricos de ratos Zucker obesos resistentes a insulina, uma
regulacdo negativa das epoxigenases CYP foi associada a funcéo vasodilatadora
prejudicada, sugerindo um envolvimento de metabdlitos derivados de CYP nas
respostas vasodilatadoras mediadas por EDH (ZHAO et al., 2005). No entanto, no
relaxamento induzido por G-1 nas artérias mesentéricas de SHR, a resposta

mediada pela via da citocromo P450 parece nao estar envolvida.

Outra EDH estudada foi a do H202, e observamos que a resposta
vasodilatadora foi prejudicada apés incubacdes conjugadas com L-NAME, INDO e
catalase em ambos os sexos. De acordo com Matoba e Shimokawa (2003), em
segmentos arteriais de artérias mesentéricas de resisténcia, o H202 € considerado
uma via de EDH. Embora, ndo tenhamos observado diferencas sexuais nestas
respostas, Wong et al. (2015) encontraram maior dependéncia da via do NO e
menor participa¢do da via de EDH em machos, ao contrario das fémeas, em que a
via de EDH foi predominante. Essa maior dependéncia da via de EDH em fémeas
foi explicada pela maior expressdo da SOD, melhor operacdo das juncdes
comunicantes, uma vez que a presenca de um desacoplador de jun¢des reduziu a
resposta de relaxamento dependente do endotélio e uma maior probabilidade de
abertura dos canais para potassio ativados por célcio de condutancia intermediaria
(IKca). Além disso, as fémeas apresentam um aumento da atividade e expressao de
NOX4, complexo enzimatico produtor direto do H202 (RAY et al., 2011).

Analisamos também as a¢fes do H202 preservando a via do NO e a dos PNs.
Sendo assim, os segmentos arteriais foram incubados apenas com catalase e
observamos que os machos mostraram um aumento na resposta de relaxamento
maximo, bem como na AUC e nas fémeas a resposta permaneceu inalterada. H20>

tem um papel importante no cross-talk entre NOS e COX: em baixas concentragdes,
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H202 aumenta a atividade de NOS, enquanto que em altas concentragées aumenta
principalmente a atividade de COX endotelial (SILVA et al., 2017). Os vasos de SHR
tém disfuncdo endotelial caracteristica, ndo apenas devido a diminuicdo da
liberacdo de EDRFs, mas também como resultado da liberagdo simultanea de
EDCFs. Realmente, o estudo de Luscher e Vanhoutte, (1986) demonstrou que a
indometacina restaurou o relaxamento dependente do endotélio em aorta de SHR,
sugerindo que estes EDCFs sao produtos da COX em machos SHR. Em SHR h&
um aumento da producéo de PNs vasoconstritores induzidos pela COX (FELETOU;
VERBEUREN; VANHOUTTE, 2009). A liberacdo de EDCFs é exacerbada na
hipertenséo, e os inibidores seletivos de COX abolem a contracdo dependente do
endotélio em SHR (SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012; TANG;
VANHOUTTE, 2009). Aléem disso, a PGIlz induz vasodilatagdo em um contexto
fisiol6gico, enquanto em animais idosos ou hipertensos (SHR) induz vasoconstricao
(VANHOUTTE, 2011). No presente estudo, o aumento da resposta de relaxamento
induzida pelo G-1 apés a incubacdo com a catalase pode estar relacionada a
reducdo da atividade da COX devido a reducdo das concentracdes de H20: e,
consequentemente, a reducdo da formacdo de PNs vasoconstritores. Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos na incubacdo com indometacina. N&o
encontramos 0 mesmo resultado em fémeas, provavelmente devido a capacidade
do estrogénio em modular negativamente a producdo de PNs vasoconstritores
(DANTAS et al., 1999).

Verificamos também a participacdo dos canais para K* e observamos que a
presenca de um bloqueador ndo seletivo desses canais, TEA a 5 mM, ndo alterou
a resposta de relaxamento induzido pelo G-1 em ambos os sexos. Peixoto et al.
(2017) observaram que na presenca da mesma concentracao de TEA, a resposta
de relaxamento induzida pelo G-1 foi atenuada em ambos 0s sexos. Em midcitos
arteriais coronarianos, a ativagdo do GPER aumentou a probabilidade de abertura
dos canais para potassio ativados por calcio de larga condutancia (BKca) levando a
vasodilatacao (YU et al., 2011b). Por outro lado, Evanson et al. (2018), mostraram
que o G-1 suprimiu diretamente a ativacao e a corrente desses mesmos canais em
miocitos arteriais cerebrais. No entanto, em nosso estudo ndo foram observados
prejuizos na resposta de relaxamento induzido pelo G-1, indicando que os canais

para K* parecem nao participar dessa resposta. Porém, ressaltamos que protocolos
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com bloqueios especificos para esses canais Sao necessarios para elucidar os
mecanismos envolvidos na resposta de relaxamento induzida pelo G-1, uma vez
gue os mesmos compreendem a principal via de acao do H202 (BARLOW; WHITE,
1998).

Por meio da técnica de imunolocalizacdo, observamos a presenca do GPER
tanto em células endoteliais como no MLV de segmentos arteriais mesentéricos de
SHR em ambos os sexos. Por outro lado, ndo observamos diferenga sexual na
expresséo proteica para o0 GPER. A presenca do GPER no MLV indica que o G-1
pode induzir respostas de relaxamento mediante mecanismos dependentes do
endotélio ou acBes diretas sobre 0 MLV. Essas a¢c6es podem ocorrer por modulagéo
da atividade dos canais para K*, como descrito por Yu et al. (2011b, 2018) ou por
acGes sobre a mobilizacdo do Ca?* nessas células uma vez que os efeitos da
nifedipina sobre os canais para Ca?* do tipo L foram similares ao do G-1 (HOLM et
al., 2013). Além disso, a ativacdo do GPER pode reduzir a sensibilidade do
miofilamento ao Ca?* (HAN et al., 2013). Meyer et al. (2012) observou que animais
knockout para GPER apresentaram um aumento da contratilidade induzida pela
endotelina-1 (ET-1), sugerindo um aumento na sensibilidade da forca do
miofilamento ao Ca?*, porém ndo observou uma reducdo da mobilizacdo do Ca?*
em presenca de 3 uM de G-1 em artérias carétidas tanto nos animais wildtype
guanto nos animais deficientes de GPER. Sendo assim, as avaliacdes tanto da
mobilizacdo quanto na sensibilidade do Ca?* sdo essenciais para melhor elucidar

0S mecanismos envolvidos na resposta de relaxamento induzida pelo G-1 em SHR.

Nossos resultados de fluorescéncia demonstraram que a ativacao do GPER
€ capaz de aumentar a intensidade de fluorescéncia para H202 em machos e
fémeas, embora ndo tenha aumentado as EROs. Peixoto et al. (2018) também nao
encontraram aumento nas EROs ap0s estimulacdo com G-1 nas artérias de
mesentéricas de resisténcia de ratos normotensos de ambos 0s sexos, diferente em
carotidas e artérias intracranianas cerebrais, onde o G-1 foi capaz de reduzir a
formacdo de EROs. (BROUGHTON; MILLER; SOBEY, 2010) Por outro lado,
Debortoli et al. (2017) observaram um aumento nas EROs em artérias coronarias
de ratos normotensos de machos, e Yao e Abdel-Rahman (2016) mostraram que o
blogueio do GPER atenuou o aumento de EROs induzidos pelo etanol. Em suma, o
efeito do GPER no estresse oxidativo ndo esta totalmente elucidado. Meyer et al.
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(2016) demonstraram que a ablacdo genética total do GPER é capaz de reduzir o
estresse oxidativo, prevenindo a hipertensao induzida pela angiotensina Il. De forma
interessante, Meyer e Barton (2018) até sugeriram o uso do antagonista especifico
do GPER, o G36, como uma nhova terapia para doencas cardiovasculares, devido a
sua capacidade de reduzir a formacéo de EROs. Inclusive, este estudo foi um dos
responsaveis pelo desenvolvimento do terceiro protocolo que foi o tratamento com
G36.

Sabemos que o estrogénio exerce efeitos protetores sobre 0s vasos e uma
parte dessa protecdo pode estar relacionada com a sua capacidade de modular
respostas de agonistas vasodilatadores e vasoconstritores. Portanto, para verificar
se a ativacao do GPER poderia modular as respostas desses agonistas, foi proposto
para o presente estudo o protocolo de incubagdo com o G-1. De acordo com 0s
resultados, observamos que a presenca de 0,1 uM de G-1 foi capaz de alterar o
padrdo de relaxamento induzido pela ACh somente na fémea. No entanto,
verificamos que as diferentes concentragdes de G-1 foram capazes de atenuar a
vasoconstricdo induzida pela PE em ambos 0s sexos com maior evidéncia nas
fémeas. Meyer et al. (2010) também observaram que a presenca de 3 uM de G-1
reduziu contra¢cfes induzidas pela endotelina-1 em artérias coronarias de porco. A
atenuacao da resposta vasoconstritora induzida pela PE pode estar relacionada a
uma reducdo na formacgédo de PNs vasoconstritores. Uma vez que a presenca do
estrogénio é capaz de inibir a producdo de PNs vasoconstritores como o
tromboxano A2 em células endoteliais, efeito este que foi bloqueado pelo G36,
indicando que o efeito dependente do estrogénio foi mediado pelo GPER (MEYER
et al., 2015). Outro mecanismo proposto para esse resultado é a capacidade que o
estrogénio possui em reduzir o influxo de calcio nas células do MLV (ZHANG et al.,
1994). Como foi discutido anteriormente, a ativagcao do GPER pode influenciar tanto
a mobilizacdo quanto a sensibilidade do Ca?* aos miofilamentos (HAN et al., 2013;
HOLM et al., 2013; MEYER et al., 2012), o que poderia contribuir para os efeitos
protetores do estrogénio enddégeno no sistema cardiovascular. O estrogénio pode
induzir o relaxamento independente do endotélio por meio de acdes indiretas sobre
MLV reduzindo o influxo de Ca?* e aumento no efluxo de K* (DOS SANTOS et al.,
2014) e estas acOes podem ser mediadas pelo GPER (MATA et al., 2015).
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Em relacdo ao tratamento subagudo com G36, ndo observamos diferencas
nos valores de peso corporal ou dos 6érgdos, exceto ovario esquerdo e glandula
suprarrenal esquerda. Além disso, ndo observamos alteracdes nos parametros
hemodinamicos e na reatividade vascular. Este protocolo foi baseado nos estudos
do grupo de Meyer (MEYER et al., 2016; MEYER; BARTON, 2018), que propuseram
a utilizacdo de bloqueadores do GPER como uma nova classe de droga para o
tratamento de doencgas cronicas como a hipertensédo, indicando um possivel efeito
paradoxal do estrogénio em ambientes com estresse oxidativo. Essa proposta foi
indicada, devido alguns protocolos terem demonstrado o aumento da expresséao de
Nox1 e consequentemente a formacao de EROs induzidos pela ativacdo do GPER
e que séo fatores chave na patogénese da vasoconstricdo aumentada observada
na hipertensdo. Nesse estudo, camundongos foram tratados com 0,7 mg/dia de
angiotensina Il associado com 33 pg/dia de G36 durante 14 dias. Foi observado que
o tratamento promoveu downregulation na NOX1 (proteina), consequentemente
reduziu a formacédo de EROs e restaurou o relaxamento dependente do endotélio.
Por outro lado, no presente estudo ndo observamos alteracbes em parametros
analisados. Como sao testes preliminares, fatores limitadores podem ter interferido
nos resultados, tais como: nimero amostral reduzido, via de administracdo da
substancia, tempo de tratamento e a falta de analises de estresse oxidativo in situ

(artérias mesentéricas e aorta) e sistémico, como o TBARS.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a ativagdo do GPER
promove uma resposta de relaxamento nas artérias mesentéricas de resisténcia de
ratos hipertensos sem diferenca entre 0s sexos, porém com participacdo de
diferentes mediadores endoteliais. Os machos parecem ser mais dependentes da
via do NO né&o endotelial, prostanoides seguida da via do H202, enquanto as fémeas
parecem ser mais dependentes do endotélio e do H202. A ativagdo do GPER
modula respostas de agonistas vasodilatadores e vasoconstritores. O tratamento
subagudo com G36 néo altera parametros hemodinamicos e a reatividade vascular
de fémeas SHR. Assim, o papel do GPER na fungéo vascular associada ao estresse
oxidativo, presente na hipertensdo, ainda ndo € totalmente compreendido,
justificado a necessidade de mais estudos esclarecedores. Esses resultados séo
importantes para o melhor entendimento da ativacdo do GPER, bem como das
acOes estrogénicas no sistema vascular associadas a hipertensdo, doenca mais
prevalente no mundo. Portanto, os presentes achados sugerem mais estudos
relacionados com as acdes cronicas do G-1 no sistema vascular e possivelmente o
potencial terapéutico do agonista do GPER para o tratamento da HAS com foco em

grupos populacionais especificos.
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APENDICE A - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR AO G-1 EM ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA DE
FEMEA SHR
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APENDICE B - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR AO G-1 EM ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA DE
MACHO SHR
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APENDICE C - REGISTRO TIPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A ACETILCOLINA COM INCUBACAO DE 0,1 uM EM
ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA DE FEMEA SHR
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APENDICE D - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA COM INCUBACAO DE 0,1 uM EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA DE FEMEA SHR
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APENDICE E - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A ACETILCOLINA COM INCUBACAO DE 10 uyM EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA DE FEMEA SHR
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APENDICE F - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA COM INCUBACAO DE 10 uM EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA DE FEMEA SHR
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APENDICE G - REGISTRO TIiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A ACETILCOLINA COM INCUBACAO DE 0,1 uM EM
ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA DE MACHO SHR
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APENDICE F - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA COM INCUBACAO DE 0,1 uM EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA DE MACHO SHR
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APENDICE G - REGISTRO TIiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A ACETILCOLINA COM INCUBACAO DE 10 uM EM
ARTERIA MESENTERICA DE RESISTENCIA DE MACHO SHR
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APENDICE H - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA COM INCUBACAO DE 10 uM EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA DE MACHO SHR
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APENDICE | - REGISTRO TIPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A BRADICININA EM ARTERIA MESENTERICA DE
RESISTENCIA DE FEMEA SHR GRUPO TRATAMENTO COM G36
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APENDICE J - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA EM ARTERIA MESENTERICA DE
RESISTENCIA DE FEMEA SHR GRUPO TRATAMENTO COM G36
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APENDICE K - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A BRADICININA EM ARTERIA MESENTERICA DE
RESISTENCIA DE FEMEA SHR GRUPO VEICULO
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APENDICE L - REGISTRO TiPICO DA REATIVIDADE VASCULAR A FENILEFRINA EM ARTERIA MESENTERICA DE
RESISTENCIA DE FEMEA SHR GRUPO VEICULO
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APENDICE E - Capa do artigo publicado na revista Frontiers in Physiology

— Vascular Physiology com parte dos dados apresentados na presente

tese.
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Background: The protectve eflact of estrogen on the vesculature cannot be explaned
only by s action Trough the receptors ERa and B9, G protein-coupled estrogen
rocepton [GPER) —which aro wickely detributed throughout the cardiovesculir systeer —
may &80 bo invoived in this response. However, [ttle s known about GPER actions in
hyportonson. Thersfors, i ths study we ovaluaded the vascul rosponse modisted
by GPER using & specfic agonst, G-1, n sportaneously typarensive rats (SHF)
We hypothesaed that G-1 would induce a rdaving response in msistance mosentonc
arteres from SHIR of both sewes.

Methods: G-1 concertration-resporse arves (1 nM-10 uM) were performed in
mesentenc artenes fom SHA of both sewes [10-12-weeks-old, weghing 180-
250 g). The effects of G-! were evaluated belore and after endothdial removal and
incubation for 30 min with the nhibtors L-NANME (300 uM) and indomethacin (10 uM)
alone or combined with clotrimandie [0.75 uM) or catalase (1,000 unts/ml). GPER
immunclocsization was also rvestgated, and vascular hydrogen peroxide (HzOy)
Results: GPER activation promoted & similar relaang response in resistance mesantenc
artenss of famae and make hypersnsne rats, but with the participation of difierent
endothelsl medators. Males sppesr 0 be more dependant on the NO pathway,
iolowed by the H:O» pafhasy, and famales on the endothelum and HzOz pathway
Conclusion: These indings show that the GPER agonist G-1 can nduce a relawng
response In mesenterc anenes fom hyperiensive rats of both sexes in & smiar
way, albat wih dfererta pamopaton of andotheld medators. These results
contribite to the understanding of GPER activation on resistance mesentenc anenes
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