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RESUMO

Introducdo: Os efeitos ndo gendmicos do estrogénio, que incluem efeitos
vasculares rapidos, tém sido atribuidos ao receptor de estrogénio acoplado a
proteina G (GPER). No entanto, os mecanismos subjacentes aos efeitos vasculares
modulados pelo GPER nédo sdo bem conhecidos, inclusive no contexto das artérias
de resisténcia, especialmente na privacdo de horménios sexuais gonadais. Assim,
investigamos a funcéo vascular do GPER em artérias mesentéricas de resisténcia de
ratos gonadectomizados de ambos 0s sexos.

Métodos: Foram utilizados ratos Wistar (12 semanas de idade) de ambos 0s sexos.
A gonadectomia foi realizada. Apos 21 dias, os ratos foram eutanasiados. Artérias
mesentéricas de terceira ordem foram isoladas e montadas. Curvas de
concentracéo-resposta foram obtidas por adi¢des cumulativas do agonista G-1 (1 nM
- 10 yM) ou veiculo (dimetilsulfoxido — DMSO) em vasos pré-contraidos com
fenilefrina. Os efeitos vasodilatadores do G-1 foram avaliados antes e apés a
remocao do endotélio ou incubacdo por 30 min com inibidor ndo seletivo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), inibidor ndo seletivo da enzima ciclooxigenase (COX),
inibidor inespecifico da enzima citocromo P450 (CYP) ou varredor enzimatico de
H.O, (L-NAME, INDOMETACINA, CLOTRIMAZOL e CATALASE, respectivamente),
inibidor da via de sinalizacdo rapida PI3K-Akt (LY-294,002), inibidor seletivo da
enzima INOS (1400W), inibidor seletivo da enzima nNOS (L-NPA), antagonista
seletivo de GPER (G36) e antagonista simultaneo do REa e REB (ICI 182,780). A
expressao proteica tecidual da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), 6xido nitrico
sintase neuronal (NNOS), proteina quinase B (Akt 1/2/3) e quinase regulada por
sinais extracelulares (ERK 1/2) foi mensurada por western blotting, com e sem
estimulo (G-1, 10 yM). Os niveis vasculares de o6xido nitrico (NO) e peroxido de
hidrogénio (H,0,) foram determinados in situ utilizando a sonda diacetato de 4-
amino-5-metilamino-2 " 7'-difluorofluoresceina (DAF-FM) e 2,7
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA), respectivamente, com e sem
estimulo de G-1 [10 uM] na presenga ou ndo de L-NAME [300 uM] ou catalase [1000
unt/ml], respectivamente. A imunofluorescéncia para marcacdo do GPER ou iINOS
foi realizada nas artérias investigadas por imunofluorescéncia. Os dados foram
analisados por ANOVA uma ou duas vias, seguida do teste post-hoc de Bonferroni/
Newman-Keuls ou Teste-t. Teste de Mann-Whitney foi utilizado para os dados nao-
paramétricos. Foi considerado p < 0,05. Os protocolos foram aprovados pela CEUA-
UFES (067/2017).

Resultados: O agonista seletivo do GPER induziu relaxamento dependente de
concentracdo nas artérias mesentéricas de resisténcia de fémea (93.6 + 0.8 %) e
macho (90.0 + 1.3 %) gonadectomizados, sem diferenca entre 0s sexos. Na
auséncia de endotélio, a resposta ao G-1 foi diminuida em fémea (54.4 + 1.6 %) e
macho (46.9 + 1.9 %), mas nao foi abolida. A marcacdo do GPER foi similar nas
seccOes arteriais dos grupos estudados, independente da camada vascular. O
vasorelaxamento foi atenuado em ambos 0s grupos na presenca de L-NAME (OVX:
68.5 £ 6.6 % vs ORX: 65.3 £ 4.0 %). A producéo local de NO também foi similar nos
animais gonadectomizados. 1400W (OVX: 96.5 £ 1.2 % vs ORX: 63.6 + 5.4 %*) e
LY-294,002 (OVX: 91.7 + 2.1 % vs ORX: 75.6 + 3.5 %*) reduziram a resposta a
concentracdo maxima apenas no macho. A marcacao da iNOS foi significativamente
maior nas secc¢oes arteriais dos animais ORX. A expressdo proteica da p-eNOS
(OVX:99.6 £ 7.4 U.Avs ORX: 151.8 £ 5.5 U.A*) e p-Akt 1/2/3 (OVX: 104.3 £ 7.9 U.A



vs ORX: 134.5 + 7.9 U.A*) foram maiores no grupo ORX. eNOS (OVX: 104.2 £ 12.6
U.Avs ORX: 117.1 £+ 5.8 U.A), Akt 1/2/3 (OVX: 108.0 £ 6.6 U.A vs ORX: 107.9 £ 14.6
U.A) e ERK 1/2 (OVX: 91.1 + 2.2 U.A vs ORX: 96.4 £ 1.7 U.A) total foram similares
entre os grupos. Por outro lado, p-ERK 1/2 apresentou aumento na expressao
somente no grupo OVX (OVX: 146.2 + 2.2 U.A* vs ORX: 97.0 = 14.5 U.A). L-NPA
(OVX: 88.3 £ 2.3 % vs ORX: 84.8 + 3.3 %) promoveu maior responsividade
vasodilatadora em ambos o0s sexos, sem alterar a resposta vasodilatadora a
concentracdo maxima. A expressao proteica da nNOS total foi aumentada, sem
diferenca entre os grupos, apos o estimulo com agonista (OVX: 126.5 + 5.6 U.A vs
ORX: 124.0 + 17.9 U.A). CATALASE (OVX: 72.1 + 2.9 %* vs ORX: 90.7 + 2.8 %)
reduziu o relaxamento a concentragdo maxima apenas na fémea. A producao in situ
de H,O, também foi maior nas seccdes arteriais das fémeas. INDOMETACINA
(OVX: 97.1 + 1.0 % vs ORX: 95.3 + 0.6 %) e CLOTRIMAZOL (OVX: 92.4 £ 2.3 % vs
ORX: 92.2 £ 2.1 %) nao reduziram o vasorelaxamento em nenhum dos grupos.

Conclusao: Esses achados sugerem que o GPER modula o relaxamento vascular
por meio de diferentes mediadores endoteliais e mecanismos que variam de acordo
com o sexo. Os resultados obtidos no presente estudo fornecem uma nova Visao
sobre os efeitos das respostas induzidas pelo estrogénio via GPER sobre a funcéo
vascular na privagao de hormonios sexuais gonadais.

Palavras-chave: GPER, Diferencas sexuais, Gonadectomia, Relaxamento vascular,
Artérias mesentéricas de resisténcia.



ABSTRACT

Introduction: Non-genomic effects of estrogen, which include rapid vascular effects,
have been attributed to the G protein-coupled estrogen receptor (GPER). However,
the mechanisms underlying the vascular effects modulated through GPER are not
well known, including in the context of resistance arteries, especially in deprivation of
gonadal sex hormones. Thus, we investigated the vascular function of GPER in
mesenteric resistance arteries from gonadectomized rats of both sex.

Methods: Wistar rats (12 weeks old) of both sexes were used. Gonadectomy was
performed. After 21 days, rats were euthanized. Third-order mesenteric arteries were
isolated and mounted. Concentration-response curves were obtained by cumulative
additions of G-1 agonist (1 nM - 10 yM) or vehicle (dimethyl sulfoxide — DMSO) in
vessels pre-contracted with phenylephrine. The vasodilatory effects of G-1 were
assessed before and after removal of the endothelium or incubation for 30 min with
non-selective inhibitor of the enzyme nitric oxide synthase (NOS), non-selective
inhibitor of the cyclooxygenase enzyme (COX), non-specific inhibitor of the
cytochrome P450 enzyme (CYP) or H,0, enzymatic scavenger (L-NAME,
INDOMETACIN, CLOTRIMAZOLE and CATALASE, respectively), PI3K-Akt fast
signaling pathway inhibitor (LY-294.002), selective INOS enzyme inhibitor (1400W),
selective enzyme inhibitor nNOS (L-NPA), selective GPER antagonist (G36) and
simultaneous REa and REB antagonist (ICl 182,780). Tissue protein expression of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS),
protein kinase B (Akt 1/2/3) and extracellular signal-regulated kinase (ERK 1/2) was
measured by western blotting, with and without stimulus (G-1, 10 uM). Vascular
levels of nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide (H,O;) were determined in situ
using 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate (DAF-FM) and 2',7'
dichlorodihydrofluorescein-diacetate (DCF-DA), respectively, with and without G-1
stimulation [10 yM] in the presence or not of L-NAME [300 uM] or catalase [1000
unt/ml], respectively. Immunofluorescence for labeling GPER or iNOS was performed
in arteries investigated by immunofluorescence. Data were analyzed by one-way or
two-way ANOVA, followed by post-hoc Bonferroni/Newman-Keuls or t-test. Mann-
Whitney test was used for non-parametric data. It was considered p < 0.05. The
protocols were approved by CEUA-UFES (067/2017).

Results: Selective GPER agonist induced concentration-dependent relaxation in
mesenteric resistance arteries in both female (93.6 + 0.8 %) and male (90.0 £ 1.3 %)
gonadectomized, without sex difference. In the endothelium absence, the response
to G-1 was decreased in both female (54.4 £ 1.6 %) and male (46.9 + 1.9 %), but
was not abolished. GPER marking was similar in the arterial sections of the studied
groups, regardless of the vascular layer. Vasorelaxation was attenuated in both
groups in the presence of L-NAME (OVX: 68.5 + 6.6 % vs ORX: 65.3 £ 4.0 %). Local
NO production was also similar in the gonadectomized animals. 1400W (OVX: 96.5 +
1.2 % vs ORX: 63.6 + 5.4 %*) and LY-294.002 (OVX: 91.7 + 2.1 % vs ORX: 75.6 £
3.5 %*) reduced the response to maximum concentration only in males. INOS
labeling was significantly higher in the arterial sections of ORX animals. Protein
expression of p-eNOS (OVX: 99.6 £ 7.4 U.A vs ORX: 151.8 + 5.5 U.A*) and p-Akt
1/2/3 (OVX: 104.3 £+ 7.9 U.A vs ORX: 134.5 £ 7.9 U.A*) were higher in the ORX
group. eNOS (OVX: 104.2 + 12.6 U.A vs ORX: 117.1 + 5.8 U.A), Akt 1/2/3 (OVX:
108.0 + 6.6 U.A vs ORX: 107.9 = 14.6 U.A) and ERK 1/2 (OVX: 91.1 £ 2.2 U.A vs



ORX: 96.4 + 1.7 U.A) total were similar between groups. On the other hand, p-ERK
1/2 showed an increase in expression only in the OVX group (OVX: 146.2 £ 2.2 U.A*
vs ORX: 97.0 = 14.5 U.A). L-NPA (OVX: 88.3 + 2.3 % vs ORX: 84.8 + 3.3 %)
promoted greater vasodilator responsiveness in both sexes, without changing the
vasodilator response at maximum concentration. Protein expression of total nNOS
was increased, with no difference between groups, after agonist stimulation (OVX:
126.5 £ 5.6 U.A vs ORX: 124.0 £ 17.9 U.A). CATALASE (OVX: 72.1 £ 2.9 %* vs
ORX: 90.7 = 2.8 %) reduced relaxation to maximum concentration only in female. In
situ production of H,O, was also higher in the female arterial sections.
INDOMETHACIN (OVX: 97.1 + 1.0 % vs ORX: 95.3 + 0.6 %) and CLOTRIMAZOLE
(OVX: 924 + 2.3 % vs ORX: 92.2 + 2.1 %) did not reduced vasorelaxation in either

group.

Conclusion: These findings suggest that GPER modulated vascular relaxing through
different endothelial mediators and mechanisms that will vary according to sex. The
results obtained in the present study provide new insight into the effects of
oestrogen-induced responses via GPER on vascular function in deprivation of
gonadal sex hormones.

Key words: GPER, Sex differences, Gonadectomy, Vascular relaxation, Mesenteric
resistance arteries.
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1. INTRODUCAO
1.1. ESTROGENOS ENDOGENOS E SAUDE CARDIOVASCULAR

Estudos evidenciam que, mulheres e homens diferem em incidéncia e
prevaléncia de doencas cardiovasculares (DCVs), sendo mais frequentes em
homens do que em mulheres na pré-menopausa de mesma idade (TUNSTALL-
PEDOE et al., 1994; ROSENTHAL & OPARIL, 2000; MARK et al., 2007; OCARINO
et al., 2008; CHEN et al., 2012; SHUFELT et al., 2018). Nao obstante, com o
aumento cada vez maior da expectativa de vida da populagdo mundial, mais
mulheres tém atingido a fase pdés-menopausa, 0 que vem acompanhado de maior
incidéncia epidemiolégica de DCVs (BARTON & MEYER, 2009; YANG &
RECKELHOF, 2011; BAI & WANG, 2020; VOGEL et al., 2021). A vista disso, a
menopausa se torna um fator de risco para DCVs, causa importante de mortes em
paises industrializados (GILDE et al., 2003; LEKONTSEVA et al., 2009; VOGEL et
al., 2021).

Nessa perspectiva, evidéncias recentes sugerem que o hipogonadismo
masculino ou a terapia de privacao androgénica administrada a homens com céancer
de préstata estdo relacionados a complicacdes cardiovasculares como aumento do
risco trombotico, aumento do risco de infarto do miocardio, arritmia grave, acidente
vascular cerebral e morte subita cardiaca (HU et al., 2020; GHEORGHE et al., 2021,
CEREDA et al., 2022). Possivelmente, esses efeitos adversos podem ser atribuidos
as implicac@es clinicas da fisiologia da testosterona e sua aromatizacdo ao estradiol
(RUSSELL & GROSSMANN, 2019).

Vale ressaltar que, as doencas do sistema cardiovascular representam a
principal causa de morbidade e mortalidade entre homens e mulheres nos paises
desenvolvidos, e tém se tornado cada vez mais prevalentes nos paises em
desenvolvimento (MENSAH & BROWM, 2007; WANG et al., 2014; SIMSEKYILMAZ
et al.,, 2015; VOGEL et al., 2021), sendo a principal causa de morte ao longo do
século XXI (MURRAY & LOPEZ, 1997; MOZAFFARIAN et al., 2016; VOGEL et al.,
2021). Além disso, é importante destacar que o declinio severo na producdo de
horménios sexuais ovarianos, fenbmeno caracteristico observado na fase pos-
menopausa, contribui para o aumento de eventos cardiovasculares nocivos nessas
mulheres (KANNEL et al., 1976; BUSH, 1990; BARRETT-CONNOR & BUSH, 1991;
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SHUFELT et al., 2018), impulsionando a inversdo da disparidade sexual. Isso é
consistente com a observacdo de que os estrogenos desempenham importante
papel cardioprotetor com consequente manutencdo da salde cardiovascular
(ORSHAL & KHALIL, 2004; MARIC-BILKAN & MANIGRASSO, 2012).

Dentro desse contexto, estudos tém indicado que os estrogénios endégenos
(particularmente sua forma fisiologicamente mais relevante, 17 (-estradiol ou E),
estdo associados a efeitos anti-inflamatérios (PACIFICI, 1996; STORK et al., 2004;
VURAL et al., 2006; MOREAU et al., 2013a) e propriedades antioxidantes diretas e
indiretas (DANTAS et al., 2002; STREHLOW et al., 2003; MOREAU et al., 2013b)
que sao cruciais para a manutencao da fungcdo vascular. Notavelmente, o 17 B-
estradiol pode exercer potentes efeitos modulatérios que contribuem para a
homeostase vascular independente do sexo, conforme demonstrado anteriormente
em fémeas (BARTON & MEYER, 2009; YANG & RECKELHOFF, 2011) e machos
(BLUMENTHAL et al., 1997; LEE et al., 2000; HESS, 2003; DOS SANTOS et al.,
2014; HSU et al., 2016).

1.2. FUNCAO VASCULAR DOS ESTROGENOS

O 17 B-estradiol pode promover vasoprotecdo por sua interagdo com 0sS
receptores vasculares de estrogénio (gendmicos e/ou ndo gendmico) presentes nas
células que compBem a parede vascular (DANTAS et al., 1999; CHAKRABARTI et
al., 2014; MARTIN & EYSTER, 2016).

A parede dos vasos sanguineos varia em diametro e composicao (de acordo
com seu papel fisioldgico), sendo formada basicamente por trés camadas: tunica
adventicia, tanica média e tunica interna (BURTON, 1954). A modelagem estrutural
da parede arterial, por sua vez, consiste de componentes celulares e extracelulares
gue foram tradicionalmente classificados em trés camadas concéntricas, sendo elas
() tanica intima - revestimento endotelial mais uma fina camada de tecido conjuntivo
subjacente chamada subendotélio; (i) tinica média - camadas alternadas de
membranas elasticas (lamina elastica) e musculo liso; e (iii) tunica adventicia - tecido
conjuntivo bastante denso carregando pequenos vasos sanguineos (vaso vasorum)
e terminacbes nervosas (MARTINEZ-LEMUS et al.,, 2009; MARTINEZ-LEMUS,
2012).
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A superficie endotelial tem sido considerada um importante érgao regulador
(sistema autdcrino, paracrino e enddcrino) que esta envolvido na sintese e liberagcéo
de substancias metabolicamente ativas, capazes de promover a manutencdo da
homeostase e do tonus vascular (RUBANYI, 1993; DONATO et al., 2009). A
produgéo equilibrada dos fatores vasoativos ocorre por meio da liberagdo de
potentes substancias vasorelaxantes que regulam o ténus vascular, como o éxido
nitrico (NO), a prostaciclina (PGIl,) e a hiperpolarizacdo dependente do endotélio
(EDH), bem como pela liberacdo de fatores vasoconstritores, tais como endotelina-1
(ET-1), a angiotensina Il (ANG 1l) e os produtos do metabolismo do &cido
araquidénico como o tromboxano A, (TXA;) (SANDOO et al., 2010). O endotélio
vascular & composto por uma Unica camada de células (tecido epitelial
pavimentoso), situadas estrategicamente entre o sangue circulante e o masculo liso
vascular (MLV), com a capacidade de responder as mudancas (fisicas, quimicas e
humorais) por meio da producdo e liberagdo de uma série de substancias
biologicamente ativas (NAGAO & VANHOUTTE, 1993; PEARSON & VANHOUTTE,
1993) capazes de modular o tbnus do MLV subjacente (VANHOUTTE et al., 2017),

fator determinante de resisténcia vascular.

A sintese das substancias vasoativas nas células endoteliais requer aumento
na concentracdo intracelular de fons célcio (Ca*) (FILIPPINI et al., 2019). E
importante ressaltar que, o aumento na oferta do Ca?" & maquinaria celular
endotelial, pode ser modulado pelo estrogénio. Este aumento, por sua vez, pode
resultar tanto da ativacdo réapida da fosfolipase C (PLC), a qual hidrolisa a
fosfatidilinositol bifostato (PIP,), levando a sintese dos segundos mensageiros
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), provocando a liberacdo de Ca**
pelo reticulo sarcoplasmatico e mobilizagcdo de Ca’* através de canais da
membrana, respectivamente (LE MELLAY et al., 1997), quanto pela ativacéo direta
de canais para potassio ativados por calcio (Kca) ha membrana dessas células, o
que levaria a hiperpolarizacdo com resultante aumento do influxo de Ca** (RUSKO
et al., 1995).

A camada de musculo liso da parede vascular também pode ter seu controle
intrinseco regulado por mecanismos diretos sobre suas células (TOUYZ et al., 2018).
Dentre os mecanismos diretos pelos quais o estrogénio afeta o tbnus vascular,

encontram-se: (i) inibicdo dos canais para célcio do tipo L voltagem dependente
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(CREWS & KHALIL, 1999; MAZZUCA et al., 2015), atuando sobre os mecanismos
de liberacdo intracelular de Ca** do reticulo sarcoplasmatico e entrada de Ca** a
partir do espaco extracelular (RUEHLMANN et al., 1998). Os efeitos inibitérios sobre
a mobilizacdo de Ca*" ocorrem por meio da reducdo na concentracéo intracelular
desse fon desencadeada pelo antagonismo dos canais de Ca®* (SUDHIR et al.,
1995; RESLAN & KHALIL, 2012) e consequentemente relaxamento; e (ii)) o E
estimula diretamente a corrente de saida de potassio (WHITE et al.,, 1995;
ROSENFELD et al., 2000; TEP-AREENAN et al., 2003) com consequente
hiperpolarizacdo das células do musculo liso vascular (cMLV), ao mesmo tempo,
essa hiperpolarizacdo reduz a probabilidade de abertura dos canais para calcio do
tipo L levando ao relaxamento do MLV (VALVERDE et al., 1999).

Adicionalmente, o estrogénio tem numerosos efeitos bioldgicos
potencialmente favoraveis, incluindo o favorecimento da producdo e liberacéo
equilibrada de fatores vasoativos bem como a regulacdo do crescimento e da
proliferacdo das cMLV e propriedades antiinflamatdrias e antioxidantes, apontando
para um papel critico na determinacdo da saude vascular (DONATO et al., 2009;
SANDOO et al., 2010; RESLAN & KHALIL, 2012; USSELMAN et al., 2016).

1.2.1. Oxido Nitrico

Evidéncias disponiveis indicam que a liberacdo de éxido nitrico (NO) pode ser
modulada positivamente pelo estrogénio (WEINER et al., 1994; WHITE et al., 1995;
KHALIL, 2013). O NO é um radical livre gasoso, com uma meia-vida curta, mas
extremamente difusivel pela membrana celular. E uma molécula bio-reguladora que
exerce papel fundamental nos sistemas nervoso, imunolégico e cardiovascular
(MONCADA et al., 1991; ALJADA & DANDONA, 1998). O envolvimento fisiologico
deste fator paracrino no sistema vascular inclui: (i) vasodilatacdo potente; (ii)
modulacdo da agregacdo e adesdo plaquetéria; (i) inibicdo da coagulacdo, da
oxidacao da lipoproteina de baixa densidade e da proliferacdo celular; e (iv) reducéo
da expressdo de genes pro-inflamatérios (FELETOU & VANHOUTTE, 2009;
FORSTERMANN, 2010; MUTCHLER & STRAUB, 2015).

A biossintese do NO envolve um processo enzimatico a partir dos co-
substratos L-arginina, oxigénio molecular (O,) e nicotinamida adenina dinucleotidio

fosfato (NADPH) reduzida (doador de elétrons), onde ocorre oxidacdo de cinco
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elétrons de L-arginina a NO, juntamente com a producdo estequiométrica de L-
citrulina pela acdo catalisadora da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) com
participacdo dos cofatores flavina-adenina-dinucleotideo (FAD), mononucleotideo de
flavina (FMN) e (6R) - 5,6,7,8-tetrahidro-L-biopterina (BH4) (PALMER et al., 1988;
FORSTERMANN & MUNZEL, 2006; THOMAS et al., 2008; FORSTERMANN, 2010;
FORSTERMANN & SESSA, 2012; MUTCHLER & STRAUB, 2015).

Em mamiferos, existem trés diferentes isoformas da enzima NOS: a (i) NO
sintase neuronal (NNOS, bNOS, tipo ) constitutivamente presente nas células
neuronais centrais e periféricas e em certas células epiteliais (MONCADA et al.,
1997; MUNGRUE et al., 2002; WALFORD & LOSCALZO, 2003); a (ii) NO sintase
induzivel (iNOS, macNOS, tipo Il) geralmente ndo é expressa constitutivamente, mas
pode ser induzida em macréfagos e muitas outras células (DELL'ALBANI et al.,
2001) e a (ii) NO sintase endotelial (eNOS, cNOS, tipo Ill) constitutivamente
encontrada principalmente em células endoteliais (ZHANG & HINTZE, 2006). A
enzima existe como homodimero, sendo que cada mondmero é composto por um
dominio redutase (homologo ao NADPH:450 redutase) e um dominio oxidase
(classe de proteinas heme-tiol). Ligando os dois dominios existe uma molécula de
calmodulina (CaM), que regula o fluxo de elétrons entre os dominios. Dentre as trés
isoformas descritas, a iINOS é a Unica que ndo tem sua atividade regulada pelo Ca?*
(ALJADA & DANDONA, 1998; GROVES & WANG, 2000; ALDERTON et al., 2001;
ZHOU & ZHU, 2009).

No sistema vascular, h4 maior expressdo da isoforma endotelial, que esta
associada a uma molécula de caveolina—1 (Cav-1) na membrana celular, ligada a
receptores para sinalizadores. A atividade da eNOS e/ou interacdo com as
fosfatases e quinases capazes de alterar essa fosforilagdo, pode ser modulada pelo
estrogénio. Sugere-se que a eNOS possa ser regulada pela ativacdo rapida da
fosfatidilinositol-3-quinase/proteina quinase B (PI3k-Akt) e subsequente fosforilagdo
no residuo de serina 1177 (HAYNES et al., 2000; SIMONCINI et al., 2000), assim
como pela proteina quinase ativada por mitégeno/quinase regulada por sinais
extracelulares (MEK-ERK) com fosforilagdo no residuo de serina 635 (RAMADOSS
et al., 2013), estimulando a sua atividade e iniciando a producédo do NO. Uma vez
sintetizado e liberado pelo endotélio, sua principal acao fisioldgica estd associada a

ativacdo da guanilato ciclase citosolica soluvel (GCs) e consequente aumento da
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concentracdo intracelular de 3’, 5’-monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), que
por sua vez ativa a proteina quinase G (PKG) promovendo o relaxamento da
musculatura lisa vascular por meio da (i) ativacdo dos canais para potassio
(BOLOTINA et al., 1994; ARNOLD et al., 1977; FELETOU & VANHOUTTE, 2000;
PACHER et al.,, 2007); (ii) estimulacdo da atividade da bomba Na'/K'-ATPase
(GUPTA et al., 1994); (iii) inibicdo da producéo de IP3 e fosforilacdo do receptor IP3;
(iv) estimulacdo da Ca**ATPase da membrana plasmatica; e (v) fosforilacdo da
quinase de cadeia leve da miosina (MLCK) (CARVAJAL et al., 2000; MARIN &
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997).

1.2.2. Prostandides

Os prostandides (PNs) mais comuns incluem as prostaglandinas (PGs), tais
como a prostaciclina (PGly) e o tromboxano A, (TXA;). Sdo mediadores lipidicos
ciclicos (superfamilia dos eicosanoides) derivados da ciclo-oxigenacdo enzimatica
(via da ciclooxigenase - COX), de acidos graxos polinsaturados lineares como o
acido araquidoénico (AA). Liberados pela parede vascular (predominantemente pelo
endotélio) possuem acado vasomotora, 0s quais desempenham importante funcédo na
regulacdo da permeabilidade e tdnus vascular (ALVAREZ et al., 2005; ALVAREZ et
al., 2007; HORIKAMI et al., 2020).

Biologicamente, a sintese dos PNs é desencadeada pela acdo de duas
isoformas principais da ciclooxigenase, denominadas ciclooxigenase-1 (COX-1) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) (SMITH et al., 1996). As propriedades da COX-1 séo
diferentes das da COX-2 (MORITA, 2002). Sugere-se que a COX-1 é a isoforma
constitutiva presente em niveis relativamente estaveis em muitos tecidos e células
(LUO et al., 2016). Em contra partida, a COX-2 é a isoforma induzida, regulada

positivamente principalmente por estimulos pré-inflamatérios (PATRONO, 2016).

Os componentes catalisadores (COX-1 e COX-2) influenciam diretamente na
sinalizacdo da cascata dos eicosanoides. Inicialmente, ocorre a liberagdo do AA a
partir dos fosfolipidios de membrana, por acdo da fosfolipase A, (PLA2). Em seguida,
0 AA é convertido a endoperoxido prostaglandina G2 (PGG;), produto intermediario
da reacgéao, por acdo da COX (COX-1 e COX-2), para entdo formar prostaglandina H2
(PGHy) sob acdo de peroxidases. PGH, € um produto vasoconstritor precursor

imediato de muitas outras prostaglandinas e tromboxanos. Por fim, ocorre a
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conversdo de PGH; para produtos finais de PNs, biologicamente ativos, por acéo de
sintases ou isomerases especificas (CHANG et al., 1987; BOS et al., 2004).

O estrogénio possui efeito modulatério sobre a funcao endotelial por estimular
a liberacdo da prostaciclina (PGl,), um dos metabolitos da COX (ALVAREZ et al.,
2002; SHERMAN et al., 2002). A vasodilatacdo em resposta a PGI, ocorre por uniao
a seu receptor especifico (IP) que esta acoplado a proteina G estimulatoria (Gs).
Esta unido ativa a adenilil ciclase (AC), produz aumento da concentracao de 3’, 5'-
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) e vasodilatagdo. O mecanismo de
vasorelaxamento esta geralmente associado a hiperpolarizacdo das cMLV podendo
envolver a abertura de canais para potassio sensiveis a ATP (Kartp), ativados por
calcio de alta conduténcia (BKc,), retificadores de influxo (Kir) e os ativados por
voltagem (Ky) (FELETOU & VANHOUTTE, 2006; GRYGLEWSKI, 2008; FELETOU &
VANHOUTTE, 2009).

1.2.3. Hiperpolarizacdo dependente do endotélio — EDH

A EDH é um conjunto de diferentes vias vasorelaxantes derivadas do
endotélio vascular, com grande importancia nas artérias de resisténcia e arteriolas
(WOOLFSON & POSTON, 1990; ADEAGBO & TRIGGLE, 1993; URAKAMI-
HARASAWA et al., 1997), a partir de diferentes fontes que compreendem os acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs) derivados do AA pela via da enzima citocromo P450
(CYP) (CAMPBELL & HARDER, 2001; HUANG et al., 2004), o peréxido de
hidrogénio (H,O,) que é formado a partir da dismutacdo do anion superoéxido (0O")
cuja maior fonte nos vasos é proveniente da nicotinamida adenina dinucleotidio
fosfato (NADPH) oxidase (NOX) (MUNZEL et al., 1999; MATOBA et al., 2000;
LUCCHESI et al., 2005), o peptideo natriurético do tipo C (CHAUHAN et al., 2003), o
ion potassio (K*) (EDWARDS et al., 1998), o sulfeto de hidrogénio (H,S) (ZHAO et
al., 2001) e as jungdes comunicantes mioendoteliais (jungbes GAP) (GRIFFITH &
TAYLOR, 1999; SANDOW & HILL, 2000), potenciais agentes vasodilatadores em
resposta ao estrogénio (GOLDING & KEPLER, 2001).

Sabe-se que o E pode modular a EDH estimulando sua sintese (ORSHAL &
KHALIL, 2004) com consequente ativacdo de Kc, (de conduténcia intermediaria -
IKca €/ou de baixa condutancia - SKc,), provocando hiperpolarizacdo da membrana
muscular lisa (ZYGMUNT et al., 1997; CHATAIGNEAU et al., 1998). Os potenciais
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mecanismos que levam a hiperpolarizacdo derivada do endotélio podem envolver (i)
sintese de EDH, por meio da ativagdo de receptores das células endoteliais levando
ao aumento da concentracao do calcio intracelular, e hiperpolarizacdo endotelial por
efluxo de K' através dos Kca; (ii) hiperpolarizagdo endotelial conduzida para as
cMLV, através das jungBes GAP, que ativa os canais Kc, € causa hiperpolarizacéo
dependente do endotélio; e (iii) hiperpolarizacdo das cMLV por meio da reducdo na
concentracdo intracelular de célcio através do fechamento dos canais para Ca®* tipo
L operados por voltagem (Cav) ocasionado pela queda no potencial de membrana
(NELSON & QUAYLE, 1995; LUKSHA et al.,, 2004; SHIMOKAWA & MATOBA,
2004).

1.3. MECANISMOS DE ACAO DOS ESTROGENOS

O hormoénio esteroide 17B-estradiol pode ter sua acdo mediada pela
regulacdo da transcricdo de genes ou através da via de sinalizacdo intracelular
(extra-nuclear) (MEYER et al., 2006; MEYER & BARTON, 2009; HAMILTON et al.,
2017). O impacto do estrogénio, mediado por vias de sinalizacdo agudas gendémicas
e ndo gendmica € dependente do subtipo de receptor de estrogénio (RE), proteina

intracelular de alta afinidade ao horménio (HALL et al., 2001).

Os receptores estrogénicos que medeiam as acdes classicas, ou seja, a
ligacdo do E aos receptores alfa (REa) e beta (REB), possuem a estrutura modular
de dominios funcionais caracteristica da superfamilia de receptores nucleares de
esteroide, uma familia de fatores de transcrigdo regulados por ligantes (HALL et al.,
2001; MATTHEWS & GUSTAFSSON, 2003). A primeira proteina de ligacdo ao
estrogénio, REa (RN3A1), foi identificada no tecido uterino de ratas na década de 60
(entdo denominado RE) (TALWAR et al.,, 1964; SOLOFF & SZEGO, 1969). Até
1995, presumia-se que havia apenas um RE e que ele era responsavel por mediar
todos os efeitos fisioldgicos, farmacologicos e antiestrogénios naturais e sintéticos.
No entanto, em 1996, um segundo RE foi identificado na prostata de ratos e
designado como REB (RN3A2). REB difere do REa em relagdo ao perfil de
expressdo (ndo presente na pituitaria de adultos e endométrio) e dominio de
ativacéo da transcricado (KUIPER et al., 1996; DECHERING et al., 2000).

Por outro lado, estudos epidemiolégicos evidenciam que ha controvérsias em

torno do uso clinico de estrogénio exdgeno como agente terapéutico para DCVs,
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devido aos possiveis riscos de eventos tromboticos, canceres e arritmias (YANG &
RECKELHOFF, 2011). Terapias que envolvem compostos em esquema de
reposicdo capazes de oferecer beneficios semelhantes ao estrogénio, sem o0s
efeitos secundarios indesejaveis da terapia de reposicdo hormonal classica tém
despertado interesse, dentre eles: fitoesterdides (DOS SANTOS et al., 2016),
tibolona (DE MEDEIROS et al., 2012), moduladores seletivos de receptor de
estrogénio, tais como o tamoxifeno e raloxifeno (BORGO et al., 2011; ROMERO et
al., 2012; LAMAS et al., 2015; SILVA et al., 2015), principalmente por se tratar de um
possivel fator protetor contra o desenvolvimento de DCVs. Diante desse novo
contexto, visar REs especificos no sistema cardiovascular pode resultar em novas e
possivelmente mais seguras opc¢des terapéuticas para cardioprotecao (IORGA et al.,
2017).

1.3.1. Receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER)

A sinalizacdo celular rapida do estrogénio ocorre por meio de vias que
envolvem uma subpopulacdo de REs localizados na membrana plasmatica (REs
transmembrana), responsaveis pela resposta aguda ndo genémica (PROSSNITZ &
BARTON, 2011).

O terceiro RE foi identificado em meados da década de 1990, a partir de
cDNA de células B linfoblasticas humanas, como um receptor acoplado a proteina G
(GPCR) orféao (um receptor clonado sem nenhum ligante conhecido) (OWMAN et al.,
1996) e entdo nomeado primariamente como GPR30 (baseado no esquema de
numeracao sequencial para receptores orfaos) (CARMECI et al., 1997; TAKADA et
al., 1997; PROSSNITZ & ARTERBURN, 2015). Posteriormente, na década de 2000,
GPR30 passou a ser designado de GPER por possuir boa afinidade e induzir
cascatas de sinalizagdo intracelular rapida em resposta a ligacdo com E
(ALEXANDER et al., 2008).

O GPER pertence ao grupo de receptores transmembrana heptahelical
acoplado a proteina G (THOMAS et al., 2005), esta localizado no cromossomo 7
l6cus 22, é composto por trés éxons, apresenta um peso molecular de
aproximadamente 38 KDa e possui 375 aminoécidos (MIZUKAMI, 2010). Embora a
localizac&o intracelular deste receptor tenha sido descrita ha membrana plasmatica
(FUNAKOSHI et al., 2006; FILARDO et al., 2007), o GPER é encontrado de forma
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predominante nas membranas do reticulo endoplasmatico e do aparelho de Golgi
(REVANKAR et al., 2005; SAKAMOTO et al., 2007), possivelmente devido ao
processo de endocitose apos estimulacdo ser mais eficiente do que o mecanismo
que transloca o receptor para a membrana plasmética (CHENG et al., 2011).

1 Dominio
extracelular

Dominio
transmembrana

Dominio s
intracelular GTP Y c

Figura 1: Estrutura do GPER. GPER, receptor de estrogénio acoplado a proteina G (acervo do

laboratorio).

O mRNA para GPER parece estar presente extensivamente na maioria dos
sistemas fisioldgicos, incluindo imune, reprodutivo, enddcrino, musculoesquelético,
nervoso central e renal (OLDE & LEEB-LUNDBERG, 2009; PROSSNITZ &
BARTON, 2011) e mostra forte expressdo especialmente no sistema cardiovascular,
sugerindo papel fisiolégico na regulagdo da funcdo vascular e miocéardica
(DESCHAMPS & MURPHY, 2009; FILICE et al., 2009; HAAS et al., 2009; JESSUP
et al., 2010; MEYER et al., 2011; KANG et al., 2012), o que aumenta a complexidade
dos mecanismos envolvidos nas respostas fisiolégicas ao E (PROSSNITZ &
BARTON, 2014). No sistema vascular, em particular, a expressédo do GPER se d& ao
longo da parede do vaso de humanos e animais de ambos 0s sexos, 0 que aponta
para uma acao dependente e independente do endotélio (YU et al., 2011; AREFIN et
al., 2014). Adicionalmente, estudos tém demonstrado que a ativacdo do GPER pelo
E ativa vias de sinalizagdo como MEK-ERK (FILARDO et al., 2000; FILARDO et al.,
2002) e PI3k-Akt (MEYER et al., 2014).

Diversos grupos tém relacionado a ativagdo do GPER a efeitos
cardiovasculares benéficos em modelos animais, como reducdo da pressao
sanguinea (LINDSEY et al., 2009), manutencao da glicemia (MARTENSSON et al.,
2009) e protecdo contra aterosclerose (efeitos antiaterogénicos) (MEYER et al.,

2014). Por outro lado, estudos recentes tém indicado que a auséncia do GPER
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previne DCVs associadas com a sintese de O," pela NADPH oxidase (MEYER et al.,
2016; MEYER et al., 2017).

Com a sintese do agonista seletivo (BOLOGA et al., 2006) e subsequente
identificagdo do antagonista seletivo (DENNIS et al., 2011) estudos que abordam as
funcdes celulares e fisiologicas do GPER cresceram. G-1 foi o primeiro agonista
seletivo do GPER descrito (BOLOGA et al., 2006) como ligante de alta afinidade em
relacdo a esse receptor com pouca ou talvez nenhuma ligagdo a REa ou REf
(REVANKAR et al., 2005). Estudos recentes mostraram que o G-1 é uma ferramenta
farmacoldgica altamente eficaz para investigar os efeitos vasculares do GPER
(DESCHAMPS & MURPHY, 2009; FILICE et al., 2009; HAAS et al., 2009; JESSUP
et al., 2010; KANG et al., 2012), e esses efeitos vasculares ndo estdo associados ao
risco de desenvolvimento de tumores (IGNATOV et al., 2013; WEIRENBORN et al.,
2014; KANG et al.,, 2015). Os efeitos desse agonista como vasodilatador foram
determinados na aorta (LINDSEY et al., 2009), artéria carétida (BROUGHTON et al.,
2010), artérias mesentéricas (LINDSEY et al., 2011; LINDSEY et al., 2013; LINDSEY
et al., 2014; PEIXOTO et al., 2017), arteriolas intracerebrais (MURATA et al., 2013),
artérias uterinas (TROPEA et al., 2015) e no leito vascular coronariano (DEBORTOLI
et al., 2017) de ratos, assim como, em artérias coronarias suinas (MEYER et al.,
2010) e nas artérias mamarias internas humanas (HAAS et al., 2007). Contudo,
também foi constatado o efeito vasoconstritor do G-1 no rim isolado e perfundido de
ratos, sugerindo acdes bivalentes deste farmaco (KURT & BUYUKAFSAR, 2013).
Independente disso, a capacidade do GPER de induzir vasodilatacdo estd bem
estabelecida em modelos animais, bem como em artérias humanas (ZIMMERMAN
et al., 2016).

(A) (B)

OH

HO

Figura 2: Estrutura molecular do (A) estrogénio e (B) G-1. G-1, 1-[4-(6-bromobenzo[1,3]dioxol-5-yl)-

3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinolin-8-yl]-ethanone (acervo do laboratério).
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Finalmente, existem numerosas areas em que falta o0 nosso conhecimento
sobre o GPER e a sua fung&o. Em particular, pouco se sabe sobre os mecanismos
subjacentes aos efeitos vasculares modulados por esse receptor no contexto das
artérias de resisténcia, especialmente na privacdo de hormoénios sexuais gonadais.
Diante desse contexto, € importante considerar que, muitos dos efeitos benéficos a
preservacdo da saude do estrogénio em todo o organismo séo reproduzidos pelo
agonista seletivo G-1, que, devido aos seus efeitos minimos nos tecidos
reprodutivos, pode ser considerado um composto estrogénico nao feminizante e,
portanto, de uso terapéutico potencial em mulheres e homens (PROSSNITZ, 2018).
Baseado no exposto acima e no papel fundamental da artéria mesentérica na
resisténcia vascular periférica e na homeostase do sistema vascular, a hipétese do
presente estudo configura-se que o agonista seletivo do GPER é capaz de induzir
relaxamento vascular agudo, por distintos mecanismos que diferem entre 0s sexos,

em segmentos arteriais mesentéricos de resisténcia de ratos gonadectomizados.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar possiveis diferencas sexuais na resposta de relaxamento aguda
induzida pelo agonista seletivo do receptor de estrogénio acoplado a proteina G

(GPER) em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos gonadectomizados.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar, em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos gonadectomizados:

i. A seletividade e especificidade da resposta de relaxamento aguda induzida
pelo agonista seletivo do GPER;

ii. A participacdo do endotélio na resposta vasodilatadora aguda ao G-1,

iii. A contribuicdo dos principais mediadores endoteliais de relaxamento na
vasodilatacdo aguda modulada pelo GPER,;

iv. O envolvimento das isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS, iINOS e
NNOS) na acao vasodilatadora aguda ao agonista seletivo G-1;

v. A participacdo das vias de sinalizacdo rapida PI3k-Akt e MEK-ERK no

relaxamento agudo induzido pelo G-1;

- Determinar o envolvimento das isoformas 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
oxido nitrico sintase neuronal (NNOS), das vias rapidas de sinalizacdo proteina
quinase B (Akt 1/2/3) e quinase regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) em

artérias mesentéricas de resisténcia de ratos gonadectomizados;

- Verificar a producéo in situ de 6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H20>)

em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos gonadectomizados;

- Avaliar a imunolocalizagéo especifica do GPER e da enzima oOxido nitrico sintase
induzivel (INOS) em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos

gonadectomizados.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) adultos (12 semanas de
idade) de ambos os sexos fornecidos pelo biotério do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em ambiente
com iluminacao (ciclo claro-escuro de 12 horas), temperatura (22 °C) e umidade (40
- 60 %) controladas e livre acesso a agua e racdo (racdo padrdo para biotérios,
Purina Labina, SP — Brasil). Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as diretrizes de pesquisa biomédica para cuidado e uso de animais de
laboratério, como indicado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA (CONCEA-MCT, 2016) e aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (067/2017).

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0 seguinte

organograma:
1° dia 22° dia
A A
Ovariectomia Eutanasia
Orquidectomia Reatividade vascular

Disseccdo e armazenamento dos
segmentos arteriais de resisténcia para
as técnicas:

i) Western blotting;

ii) Fluorescéncia ao DAF-2 e H2DCF-DA,;
iii) Imunofluorescéncia.

Figura 3: Organograma dos procedimentos experimentais.
3.2.1. Ovariectomia

A ovariectomia foi realizada bilateralmente sob anestesia intraperitoneal (i.p.)
com mistura de cetamina (70 mg.kg™) e xilazina (10 mg.kg™). A cirurgia consistiu de

uma incisdo de 1 a 1,5 cm na pele, entre a Ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha
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mediana, seguida de uma outra incisdo perpendicular na camada muscular, abrindo
a cavidade peritoneal para posterior remocao dos ovarios e ligadura da tuba uterina.
ApoOs a retirada dos ovarios, foi realizada sutura da musculatura e pele. O mesmo
processo foi realizado no lado oposto. Ao final dos procedimentos cirargicos, 0s
animais receberam analgésico (Flunixin meglumine, uma dose de 2,5 mg.kg™),
antibiético (Enrofloxacina, dose tnica de 10 mg.kg™) e permaneceram em gaiolas
individuais em observacao por um periodo de 72 horas. Em seguida, colocados em
gaiolas coletivas. Os protocolos experimentais foram realizados 21 dias apds a

ovariectomia.
3.2.2. Orquidectomia

A orquidectomia foi realizada sob anestesia intraperitoneal (i.p.) com mistura
de cetamina (70 mg.kg™) e xilazina (10 mg.kg™). A cirurgia consistiu de uma incisdo
perpendicular de 0,5 a 1 cm na regido da linha mediana da bolsa escrotal, rompendo
a cavidade escrotal, em seguida foi realizada outra incisdo na camada muscular até
atingir a tanica vaginallis. Os testiculos foram expostos por compressdo e uma
ligadura feita em torno do cordédo espermatico para posterior remocédo das gbnadas.
Apoés a retirada dos testiculos, foi realizada sutura na bolsa testicular. Ao final dos
procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam analgésico (Flunixin meglumine,
uma dose de 2,5 mg.kg™), antibiético (Enrofloxacina, dose tnica de 10 mg.kg™) e
permaneceram em gaiolas individuais em observacdo por um periodo de 72 horas.
Em seguida, colocados em gaiolas coletivas. Os protocolos experimentais foram

realizados 21 dias apds a orquidectomia.

3.2.3. Reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, sem utilizacdo de
anestésicos, para evitar efeito depressor sobre a fase contratii (HATANO et al.,
1989) e tiveram as artérias mesentéricas de terceira ordem identificadas, isoladas e
dissecadas dos tecidos circundantes nao vasculares. Os segmentos arteriais foram
seccionados em anéis de 2 mm e montados entre dois fios de tungsténio (40 um de
didmetro) dentro de camaras do miégrafo de arame (Modelo 620M; Danish Myo
Tecnologia, Aarhus, Dinamarca) preenchidas com solucdo de Krebs-Henseleit
[composicdo em mM: NaCl (119), KCI (4.7), KH;PO, (0.4), NaHCO;3; (14.9),
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MgS0,4.7H,0 (1.17), CaCl,.2H,0 (2.5) e glicose (5.5)], a 37 °C e gaseificada com
mistura carbogénica (5 % CO, e 95 % 0O,), como descrito por MULVANY &
HALPERN (1977).

Ap6s a montagem dos anéis nas camaras do miografo de arame, a
circunferéncia interna foi normalizada para 0,9-1C100, onde os anéis foram
gradualmente estirados até que o didmetro interno correspondesse a uma pressao
transmural de 100 mmHg. Os anéis foram mantidos por um periodo de estabilizac&o
de 60 minutos. Apés o periodo de estabilizacdo, a viabilidade e integridade do
endotélio foram testadas em resposta a administracdo de acetilcolina (ACh,10 uM),
nos anéis previamente contraidos com fenilefrina (PE, 3 pM). Os anéis foram
considerados sem endotélio quando o relaxamento obtido foi < 10 % em resposta a

ACh apds a remoc¢ao mecanica.

Posteriormente ao procedimento de padronizacdo e nova estabilizacdo de 30
minutos, em uma série de experimentos, as curvas concentragdo-resposta foram
obtidas por adi¢cdes cumulativas de G-1 (1 nM — 10 uM; Cayman Chemical, Ann
Arbor, Ml — EUA) ou veiculo (dimetilsulfoxido — DMSO) apds prévia contracdo com 3
MM PE. O efeito vasodilatador do agonista foi estudado na auséncia ou na presenca
de endotélio e dos inibidores farmacolégicos N®-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, inibidor ndo seletivo da enzima NOS, 300 pM; Sigma—Aldrich, St. Louis, MO
— EUA), 1400W (inibidor seletivo da enzima iNOS, 10 uyM; Sigma—Aldrich, St. Louis,
MO — EUA), N“-propil-L-arginina (L-NPA, inibidor seletivo da enzima nNOS, 2 uM;
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA — EUA), LY-294,002 (inibidor da via
de sinalizacdo rapida PI3k-Akt, 2.5 yM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — EUA),
INDOMETACINA (INDO, inibidor ndo seletivo da enzima COX, 10 uM; Sigma—
Aldrich, St. Louis, MO — EUA), CLOTRIMAZOL (CLOT, inibidor inespecifico da
enzima CYP, 0.75 pyM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO — EUA), CATALASE (CAT,
varredor enzimatico de H,O,, 1000 u/mL; Sigma—Aldrich, St. Louis, MO — EUA), G36
(antagonista seletivo do GPER, 1 uM; Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml — EUA) ou
ICI 182,780 (antagonista simultdneo do REa e REB, 1 uM; Sigma—Aldrich, St. Louis,
MO — EUA) incubados 30 minutos antes da curva concentracdo-resposta de G-1. A
aquisicdo dos dados foi realizada usando o sistema de aquisicdo LabChart 8 (AD

Instruments Pty Ltd, New South Wales, Austrélia).
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Figura 4: Esquema representativo do protocolo das curvas concentracdo-resposta ao G-1 (1 nM - 10

mM) antes e ap0ds a incubacéo por 30 minutos com os farmacos estudados.

3.2.4. Expresséo proteica tecidual da eNOS, nNOS, Akt 1/2/3 e ERK 1/2 pela
técnica de western blotting

O leito mesentérico foi isolado e as artérias de resisténcia (a partir dos
terceiros ramos da artéria mesentérica superior) foram dissecadas e livres do tecido
conectivo e adiposo. Os segmentos arteriais foram incubados, por 30 minutos, com
solucdo de Krebs-Henseleit [composicdo em mM: NaCl (119), KCI (4.7), KH2PO4
(0.4), NaHCO3 (14.9), MgS0O,4.7H,0 (1.17), CaCl,.2H,0 (2.5) e glicose (5.5)], a 37 °C
e gaseificada com mistura carbogénica (5 % CO, e 95 % O,), na auséncia (basal —
DMSO) ou presencga de G-1 [1 nM — 10 yM], para investigar se a incubagdo com o
agonista seletivo do GPER induziria alteracdo na expresséao tecidual das proteinas
de interesse. ApoOs o periodo de incubacéo, as artérias foram banhadas em solucao
de Krebs-Henseleit gelada, armazenadas em microtubos, congeladas em nitrogénio

liquido e mantidas a -80 °C.

Posteriormente os tecidos foram homogeneizados em tampao para lise
celular (RIPA, 1:10; Milipore, EUA) contendo inibidores de proteases e fosfatases
[PMSF (1 mM); NagVO,4 (10 mM); FNa (100 mM); NasP,0O7 (10 mM); coquetel inibidor
de protease (PIC, 2uL/mL; Sigma-Aldrich, EUA)]. Em seguida, este homogeneizado
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foi centrifugado (4000 rpm ou 1500G, 4 °C, 15 minutos) e o sobrenadante foi
utiizado para determinacdo do conteddo proteico utilizando o método de
Bicinchoninic Acid (BCA protein assay kit, Thermo Scientific, EUA).

Quantidades iguais de proteinas (50 pg) provenientes dos sobrenadantes das
artérias de resisténcia de cada animal foram diluidas em solu¢do de Laemmli (Bio-
rad, EUA) contendo Ditiotreitol (DTT, 350 mM). Em seguida, as aliquotas foram
fervidas a 100 °C por 5 minutos para desnhaturacdo das proteinas. Apés, as
amostras e o peso molecular (Precision Plus Protein, Kaleidoscope, Bio-Rad, EUA)
foram submetidos a separacao eletroforética em gel de poliacrilamida 7,5 % com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) em aparelho para minigel (Mini Protean lll, Bio-
Rad, EUA). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana
Hybond-P PVDF (Amersham-GE Healthcare, Reino Unido). A qualidade da
transferéncia foi confirmada pela coloragédo do gel, durante 1 hora, com azul de
coomassie e pela coloracdo das membranas, durante 20 minutos, com Ponceau 0,5
%. As membranas foram ent&o incubadas com solucéo bloqueadora contendo 5 %
de albumina diluida em tampéao Tris (Tris-HCI 10 mM; NaCl 100 mM; Tween-20 0,1
%; pH 7,4), por 90 minutos, a temperatura ambiente. Apdés o bloqueio, as
membranas foram incubadas, durante toda a noite a 4 °C, com 0 anticorpo primario
especifico (tabela 1) diluido em albumina 3 %. Apds a marcacdo com anticorpo
primario, as membranas foram lavadas quatro vezes (4X) por 10 minutos com
tampdo Tris, sob agitacdo. Posteriormente, estas foram incubadas, por 90 minutos,
com anticorpos secundarios conjugados a peroxidase, diluidos em albumina 3 %,
especificos para o anticorpo primario utilizado (tabela 2). Na sequéncia, 0 excesso
dos anticorpos secundarios da membrana foi lavado 4X por 10 minutos com tampao
Tris. Ao final, as membranas foram incubadas com o reagente quimioluminescente
(Pierce ECL plus Western Blotting Substrate, Thermo Fischer Scientific, EUA) e os
imunocomplexos foram detectados utilizando o sistema automatico de imagem
molecular (Amersham Imager série 600, GE Healthcare Amersham, EUA). A
intensidade das bandas da proteina-alvo foi quantificada usando o software Image J
1.4g (Wayne Rasband National Institutes of Health, EUA). A quantificacdo da
expressao proteica da a-actina foi utilizada como controle interno de carregamento

para normalizacdo da expressdo das demais proteinas avaliadas.
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Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados para western blot

Anticorpo Fabricante Ne Peso Diluicéo do Anticorpo Diluicdo do
Catdlogo molecular primario secundario secundario
eNOS BD 610297 140 kDa 1:1000 M 1:5000
Biosciences
Phospho-eNOS  Cell Signaling 9571 140 kDa 1:1000 Rb 1:3000
(Serll77) Technology
Akt 1/2/3 Santa Cruz sc-8312  56-62 kDa 1:1000 Rb 1:5000
Biotechnology
p-Akt 1/2/3 Santa Cruz sc-8312 56-62 kDa 1:400 Rb 1:1000
(Ser 473) Biotechnology
ERK 1/2 Cell Signaling 9102 42-44 kDa 1:1000 Rb 1:10000
Technology
p-ERK1/2 Cell Signaling 9101 42-44 kDa 1:1000 Rb 1:8000
(Thr202/Tyr204) Technology
nNOS BD 610309 155 kDa 1:1000 M 1:7000
Biosciences
a-actina Sigma A 2547 40 kDa 1:10000 M 1:12000
Aldrich

Tabela 2: Anticorpos secundarios utilizados para western blot

Anticorpo Fabricante N° Catalogo
Anti-rabbit IgG-HRP Jackson Immuno Research 111-035-044
Anti-mouse 1gG-HRP Jackson Immuno Research 111-035-146

3.2.5. Determinacdo da producdo in situ de 6xido nitrico (NO) pela técnica de
fluorescéncia ao diacetato de 4-amino-5-metilamino-2 ', 7'-difluorofluoresceina
(DAF-FM)

Os segmentos das artérias mesentéricas de resisténcia (terceiros ramos da
artéria mesentérica superior) de cada um dos grupos foram incorporados em meio
de congelamento Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura®, EUA) e posteriormente sec¢les
arteriais transversais (10 pum) foram obtidas utilizando criostato (Leica 1850, Leica,
EUA).

A anélise da producgéo de NO foi determinada in situ utilizando o diacetato de
4-amino-5-metilamino-2 ', 7'-difluorofluoresceina (DAF-FM) (Invitrogen, #D23844) em
cortes de artéria mesentérica de resisténcia por meio da microscopia de
fluorescéncia. DAF-FM é uma sonda de permeabilidade a membrana né&o
fluorescente até que reaja com NO para formar benzotriazol, um derivado

fluorescente (LI et al., 2021).
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O protocolo foi realizado de acordo com COSTA et al. (2018), com algumas
modificagdes. Brevemente, as laminas foram incubadas por 15 minutos com PBS 1x
com Ca?* [0,45 pM], a 37 °C, em camara Umida e protegidas da luz. Apés isso, foi
retirado o excesso de PBS 1x e para analise da producdo do NO as laminas dos
animais OVX e ORX foram divididas em trés grupos: (1) Basal: As laminas foram
incubadas com a sonda DAF-FM [8 uM] por 30 minutos; (2) G-1: As laminas foram
estimuladas com G-1 [10 uM] por 10 minutos, seguidos da incubacdo com DAF-FM
por 30 minutos; (3) G-1 + L-NAME: as laminas foram pré-incubadas com L-NAME
[300 uM] por 10 minutos, seguidos da estimulagdo com G-1 por 10 minutos e DAF-2
por 30 minutos. Durante todo o protocolo experimental, as laminas foram mantidas a
37 °C, em caixa Umida e protegidas da luz. As laminas de controle negativo
receberam a mesma quantidade de tampao e G-1, mas, sem a sonda fluorescente,

objetivando observar se este produto produzia alguma fluorescéncia.

Imagens digitais foram obtidas na objetiva de 63x, usando o microscoépio de
fluorescéncia ApoTome.2 Zeiss com filtro de comprimento de onda 545 nm e
analisadas no programa Image pro plus 4.5.0.29, usando a funcdo de analise de
densidade Optica de fluorescéncia da area de interesse (ROl manager). Quarenta
areas de interesse foram selecionadas em cada corte analisado, sendo que dois
cortes de cada lamina foram utilizados. Um nimero amostral de cinco animais por

grupo experimental foi utilizado.

3.2.6. Determinacao da producdao in situ de perdxido de hidrogénio (H.O,) pela
técnica de fluorescéncia ao 2’,7’ diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H2DCF-
DA)

Os segmentos das artérias mesentéricas (terceiros ramos da artéria
mesentérica superior) dos grupos experimentais foram embebidos em meio de
congelamento Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura®, EUA) e posteriormente secgdes
arteriais transversais (10 um) foram obtidas utilizando criostato (Leica 1850, Leica,
EUA).

A quantificagcdo da producédo de H,O, foi realizada de maneira indireta, por
meio da utilizagdo da sonda 2°,7° diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA;

Invitrogen (Carlsbad, CA — EUA). O DCF é uma sonda permeavel a membrana
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celular e ndo fluorescente. Entretanto, na presenca de espécies reativas,
especialmente o H,0O,, este composto é oxidado no interior da célula e produz um
composto fluorescente, 2°, 7°- diclorofluoresceina (DCF-DA) que permanece

intracelular.

O protocolo foi realizado de acordo com COSTA et al. (2018), com algumas
modificacdes. Resumidamente, as laminas foram divididas também em trés grupos,
sendo eles: (1) Basal: As laminas foram incubadas com a sonda DCF-DA [10 uM]
por 30 minutos; (2) G-1: As laminas foram estimuladas com G-1 [10 puM] por 10
minutos, seguidos da incubacdo com DCF-DA por 30 minutos; (3) G-1 + Catalase:
As laminas foram pré-incubadas com catalase [1000 unt/ml] por 10 minutos,
seguidos da estimulagdo com G-1 por 10 minutos e DCF-DA por 30 minutos.
Durante todo o protocolo experimental, as laminas foram mantidas a 37 °C, em caixa
Uumida e protegidas da luz. As laminas de controle negativo receberam a mesma
guantidade de tampao e G-1, mas, sem a sonda fluorescente, objetivando observar

se este produto produzia alguma fluorescéncia.

Imagens digitais foram obtidas usando o microscopio ApoTome.2 Zeiss,
equipado com fluoresceina e filtro de comprimento de onda 545 nm, na objetiva de
63x. As imagens foram analisadas no programa Image pro plus 4.5.0.29, usando a
funcdo de andlise de densidade 6ptica de fluorescéncia da area de interesse (ROI
manager). Foram utilizados dois cortes de cada lamina e 40 &reas de interesse
foram selecionadas de cada corte. Um namero amostral de cinco animais por grupo

experimental foi utilizado.

3.2.7. Imunolocalizagdo do GPER pela técnica de imunofluorescéncia

A deteccdo por imunofluorescéncia do GPER foi realizada em cortes de
artérias mesentéricas, de acordo com AIRES et al. (2013) com algumas
modificacdes. Para tal, as artérias foram cuidadosamente removidas, lavadas em
PBS 1x para remocdo do excesso de sangue e embebidas em meio para
congelamento de tecidos Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura®, EUA). Posteriormente
foram cortadas a 10 ym de espessura em um criostato (Leica, CM1850). As laminas

com os cortes foram armazenadas em freezer -80 °C.
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No dia da realizagdo da imunofluorescéncia, as laminas foram retiradas do
freezer e os cortes foram fixados com PFA 4 % por 15 minutos seguido de lavagem
com solucdo BSA 1 %. As ligacOes inespecificas foram bloqueadas com BSA 3 %
diluido em PBS 1x com 0,3 % de Triton-X por 30 minutos. Apds o bloqueio e a
devida lavagem, os cortes foram incubados overnight (16 horas) com anticorpos
primérios para rabbit policlonal anti-GPER (1:200, abcam) e sheep policlonal anti-
VWF (1:400, abcam) em camara fria e umida (4 °C). Apds lavagens, os cortes foram
incubados com o anticorpo secundario Goat anti-rabbit (1:300 - Alexa Fluor 555,
Thermo Fisher) e Donkey anti-sheep (1:300, Alexa Fluor 488, Abcam) por 1 hora em
temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas receberam corante fluorescente
seletivo de nucleos DAPI (dicloridrato de 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol) 1: 250 por 5
minutos e foram cobertos com laminula. Uma vez montadas, as laminas foram
analisadas em um microscopio de fluorescéncia ApoTome.2 Zeiss na objetiva de
63X.

As imagens adquiridas no microscoépio de fluorescéncia foram processadas e
analisadas pelo software Image pro plus 4.5.0.29, usando a funcéo de analise de
densidade O6ptica de fluorescéncia da area de interesse (ROl manager). Foram
analisados dois cortes por lamina, onde foi mensurada a intensidade de
fluorescéncia vascular total, na camada média, adventicia e/ou endotelial. A
intensidade de fluorescéncia dos vasos foi expressa em intensidade relativa de
fluorescéncia (unidades arbitrarias) e a intensidade normalizada pela area

delimitada.

3.2.8. Ensaio de Imunofluorescéncia para marcacdo da enzima Oxido nitrico

sintase induzivel (iINOS)

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado em cortes de artérias
mesentéricas, de acordo com AIRES et al. (2013) com algumas modifica¢cdes. Para
tal, as artérias mesentéricas foram cuidadosamente removidas, lavadas em PBS 1x
para remocao do excesso de sangue e entdo, embebidas em meio para
congelamento Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura®, EUA) e posteriormente realizado
cortes de 10 pm utilizando criostato (Leica, CM1850). As laminas com os cortes

foram armazenadas em freezer -80 °C.



45

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, as laminas foram inicialmente
fixadas com PFA 4 %, durante 15 minutos e em seguida lavadas com solugéo BSA 1
%. Para o bloqueio de ligacGes inespecificas, as laminas foram incubadas com
solucéo de BSA 3 % diluido em PBS 1x com 0,3 % de Triton-X durante 30 minutos.
Apéds o bloqueio e lavagem, os cortes foram incubados com anticorpos primarios
para rabbit policolnal anti-INOS (1:200, Santa Cruz Biotechnology) e sheep policlonal
anti-VWF (1:400, abcam), em camara umida a 4 °C, durante 16 horas (overnight).
Apos lavagem no dia seguinte, o anticorpo secundario Goat anti-rabbit (1:300 - Alexa
Fluor 555, Thermo Fisher) e Donkey anti-sheep (1:300, Alexa Fluor 488, Abcam) foi
adicionado por 1 hora em temperatura ambiente. Passado este tempo, as laminas
foram incubadas com corante fluorescente seletivo de nucleos DAPI (dicloridrato de
4 ', 6-diamidino-2-fenilindol) 1: 250 por 5 minutos. Finalmente, as laminas foram

montadas o meio de montagem Fluoromount-G™ (Invitrogen).

As imagens foram capturadas usando o microscépio ApoTome.2 Zeiss na
objetiva de 63x. As imagens foram analisadas no programa Image pro plus 4.5.0.29,
usando a funcdo de analise de densidade Optica de fluorescéncia da area de
interesse (ROl manager). Foram utilizados dois cortes de cada lamina, onde foi
mensurada a intensidade de fluorescéncia vascular total. A intensidade de
fluorescéncia dos vasos foi expressa em intensidade relativa de fluorescéncia

(unidades arbitrarias) e a intensidade normalizada pela area delimitada.
3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM) do
namero de animais usados em cada experimento (n). A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para andlise dos dados e aplicagdo dos testes
estatisticos foi utilizado o programa GraphPad Prism Software 6.0 (San Diego,
California, EUA). As curvas concentragao-resposta foram calculadas por analise de
variancia (ANOVA), duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni e expressa
em percentagem de relaxamento ao agonista. Para andlise estatistica da expressao
proteica foi realizada ANOVA, duas vias, completamente randomizada. Quando a
ANOVA apresentou significAncia estatistica, o teste post-hoc de Bonferroni foi
aplicado. Nos ensaios por microscopia de fluorescéncia a homogeneidade da

variancia foi verificada pelo Bartlett teste. Para as comparagdes entre 0s grupos, no
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caso dos dados paramétricos, foi utilizada ANOVA uma via seguida do teste post-
hoc de Newman-Keuls ou Teste-t. Ja para os dados nao-paramétricos, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados estatisticamente

significantes para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. RESPOSTA VASODILATADORA AO AGONISTA SELETIVO DO GPER EM
ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA

A resposta vasodilatadora ao agonista seletivo do receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (GPER) foi avaliada mediante a realizacdo de curva
concentragdo-resposta nas artérias mesentéricas de resisténcia dos grupos
experimentais. O agonista seletivo G-1 (1 nM - 10 pM) induziu relaxamento
concentracdo dependente em ambos 0s grupos estudados, sem apresentar
diferenca entre os sexos (OVX: 93.6 + 0.8 % vs ORX: 90.0 + 1.3 %) (Figura 5A).

A seletividade e especificidade da acdo vasodilatadora do G-1 foram testadas
em segmentos arteriais pré-incubados com o0s antagonistas G36 (antagonista
seletivo do GPER, 1 uM) ou ICI 182,780 (antagonista simultdneo do REa e RER, 1
MM). A resposta relaxante foi menor na presenca do G36 nos segmentos de
mesentérica de ambos os grupos (OVX: 42.3 £ 3.6 % vs ORX: 22.6 + 5.0 %),
enguanto que na presenca de ICl 182,780 a resposta vasodilatadora do agonista G-
1 nao foi alterada (OVX: 91.2 + 3.3 % vs ORX: 92.0 £ 2.7 %). As curvas
concentracéo-resposta ao DMSO demonstraram apenas sucinto relaxamento (OVX:
17.9 + 4.6 % vs ORX: 33.0 = 1.5 %) (Figura 5B).
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Figura 5: (A) Curva concentragao-resposta dos anéis vasculares de ratos gonadectomizados (OVX: n =
47; ORX: n = 42) ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM — 10 uM). (B) Resposta a concentragéo
maxima dos anéis vasculares ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM — 10 uM) e ao solvente
dimetilsulféxido (DMSO, OVX: n = 5; ORX: n = 5). Efeito do antagonista seletivo de GPER (G36 - 1 uM,
OVX: n =7; ORX: n = 7) e do antagonista simultdneo do REa e RER (ICl 182,780 - 1 yM, OVX: n = 7;
ORX: n =7) em fémeas e machos gonadectomizados. Os valores foram expressos como média £ EPM. *

p < 0,05 vs DMSO. ANOVA duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni.
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4.1.1. Avaliagdo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio

Com a finalidade de investigar a participacdo do endotélio na resposta
vasodilatadora ao G-1, curvas concentragdo-resposta foram construidas em
segmentos arteriais apos remocao mecanica da camada intima vascular. A auséncia
do endotélio promoveu prejuizo na resposta vasodilatadora ao G-1 nos segmentos
de mesentérica de ambos os sexos (OVX: 54.4 + 1.6 % vs ORX: 46.9 = 1.9 %), no
entanto essa resposta nao foi abolida, sugerindo modulagao direta do GPER sobre o
musculo liso vascular (MLV) (Figura 6A).

Do mesmo modo, mediante o0 desenvolvimento da técnica de
imunofluorescéncia do GPER, as artérias mesentéricas de ratos gonadectomizados
nao apresentaram diferenca na imunolocalizacdo do receptor independente da
camada vascular, corroborando com os dados obtidos com a remocao endotelial
(Figura 6B).
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Figura 6: (A) Curva concentracao-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em
artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito do agonista na auséncia do
endotélio (OVX: n = 7; ORX: n = 7). O gréfico de barras mostra a resposta de relaxamento a
concentracdo maxima. (B) Imunodeteccéo do GPER em secdes arteriais microscépicas (OVX: n = 5;
ORX: n = 5), com a quantificacdo da fluorescéncia resultante nas diferentes camadas vasculares.
Barra de escala = 20 ym. Os valores foram expressos como a média + EPM. * p < 0,05 comparado
com a curva obtida antes da remocdo do endotélio. ANOVA duas vias seguida do pos-teste de
Bonferroni ou teste de Mann-Whitney.

4.1.2. Avaliagéo da participagdo dos mediadores endoteliais de relaxamento

Para avaliar a participacdo dos mediadores endoteliais sobre a resposta
vasodilatadora ao agonista seletivo G-1 em segmentos de artéria mesentérica, foi
realizada uma sequéncia de experimentos de reatividade vascular apés incubacdes
farmacoldgicas.

4.1.2.1. Avaliacao da participacdo do 6xido nitrico (NO)

Inicialmente, as artérias mesentéricas foram incubadas com um inibidor ndo
seletivo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS): L-NAME [300 uM]. A resposta de
relaxamento foi menor na presenca de L-NAME nos segmentos de mesentérica de
ambos os sexos (OVX: 68.5 + 6.6 % vs ORX: 65.3 + 4.0 %) quando comparado a
curva do agonista sem a presenca do inibidor (Figura 7A).

Para confirmar esta questdo, a disponibilidade local de NO foi determinada
nas artérias mesentéricas dos grupos experimentais. As seccdes arteriais dos
animais gonadectomizados apresentaram similar producdo local de NO,

corroborando com os dados obtidos com a inibigdo farmacolégica (Figura 7B).



50

(A) 201
— S
m 0_ ............................ ;
o £ 150
Q\O, 20 = = OVX
s £ T3 OVX + L-NAME
S 404 € 1001 == ORX
£ g . ) = ORX+L-NAME
S 601 - OVX . g - _
o -O- OVX +L-NAME * 2 504
$ 80+ 3
o B ORX p
[
100- {3 ORX+L-NAME 2 0-
r T T T T T 1 §
0 9 8 7 6 5 -4 2
-log [G-1], M

G-1 + L-name

OovX

G-1 + L-name

Intensidade de fluorescéncia
(U.A)
IS
]

*
o]
¢} *
® On
SR=S)
o] o o
20 AT 3 7o og
ﬁ E
0
- + + - + +

L-name - - + - - +

ORX

OvX ORX

Figura 7: (A) Curva concentragdo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM = 10 yM) em
artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibicdo ndo seletiva da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS) com N“-nitro-L-arginina metil éster [L-NAME - 300 uM, (OVX: n =
7; ORX: n = 7)]. O grafico de barras mostra a resposta de relaxamento a concentragdo maxima. (B)
Andlise representativa de microscopia de fluorescéncia marcada com diacetato de 4-amino-5-
metilamino-2 ', 7'-difluorofluoresceina (DAF-FM) em sec¢des arteriais microscépicas (OVX: n = 5; ORX:
n = 5) na auséncia ou presenca de G-1 [10 uM], com quantificacdo da fluorescéncia resultante. Barra
de escala = 20 pyM. Os valores foram expressos como a média + EPM. * p < 0,05 comparado com a
curva obtida antes da inibicao; * p < 0,05 vs basal. ANOVA uma ou duas vias seguida do pés-teste de

Bonferroni ou Newman-Keuls.

Em sequéncia, foi estudado o envolvimento do oxido nitrico (NO) derivado da
oxido nitrico sintase induzivel (INOS). Para isso, 0s segmentos arteriais foram
incubados com 1400W (10 pM - inibidor seletivo da INOS). 1400W alterou a
responsividade vasodilatadora ao G-1, em ambos os sexos, reduzindo a resposta
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vasodilatadora a concentracdo maxima apenas nas artérias mesentéricas dos
animais machos (OVX: 96.5 + 1.2% vs ORX: 63.6 + 5.4%%*) (Figura 8A).

Para confirmar os resultados funcionais obtidos, foi utilizada a técnica de
imunofluorescéncia para verificar a influéncia da iINOS sobre a producdo de NO
vascular. Corroborando com os resultados funcionais encontrados, a marcacao da
INOS foi significativamente maior nas secgbes arteriais dos animais

orquidectomizados quando comparado aos animais ovariectomizados (Figura 8B).
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Figura 8: (A) Curva concentragdo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em
artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibicao seletiva da
enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) com 1400W [10 yM, (OVX: n = 7; ORX: n = 7)]. O
grafico de barras mostra a resposta de relaxamento a concentragdo maxima. (B) Imunodeteccao da
INOS em secdes arteriais microscopicas (OVX: n = 5; ORX: n = 5), com a quantificacdo da
fluorescéncia resultante na area vascular total. Barra de escala = 20 ym. Os valores foram expressos
como média + EPM. * p < 0,05 comparado com a curva obtida antes da inibigdo; T p < 0,05 vs OVX +

1400W; * p < 0,05 vs basal. ANOVA duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni ou Teste-t.
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Por fim, foi investigada a participagdo da Oxido nitrico sintase neuronal
(nNOS) por meio da pré-incubacdo dos segmentos arteriais com L-NPA (2 uM —
inibidor seletivo da nNOS). L-NPA promoveu maior responsividade vasodilatadora
ao agonista G-1, em ambos o0s sexos, deslocando a curva para a esquerda e para
baixo sem alterar a resposta vasodilatadora a concentracdo maxima (OVX: 88.3 +
2.3 % vs ORX: 84.8 + 3.3 %) (Figura 9A). Por outro lado, a expressao proteica da
NNOS total foi aumentada apos o estimulo com agonista G-1 [10 yM], entretanto,
nao houve diferenca no contetddo proteico entre 0s grupos experimentais (OVX:
126.5 £ 5.6 U.A vs ORX: 124.0 £ 17.9 U.A) (Figura 9B).

( ) ( ) OVX OVX ORX ORX
Basal +Gl Basal +Gl

nNOS (155kDa)

W e c-actina (40kDa)
150 . OVX

T OVX+L-NPA 200
100 == ORX

I D I D -
0
0

- ovX

Relaxamento (% PE)
IS
o
o
wu
T

—O— OVX+L-NPA
—# ORX
100 -+ ORX+L-NPA

@

Resposta a concentragéo méxima (%)

nNOS/ @-actina
(% do Basal)
=
(=]
T

" T T T T T )
0 9 8 7 6 5 -4
-log [G-1], M

o
i

o
|

Figura 9: (A) Curva concentracdo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em
artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibic&o seletiva da enzima
6xido nitrico sintase neuronal (NNOS) com N“-propil-L-arginina [L-NPA - 2 uM, (OVX: n =7; ORX: n =
7)]. O grafico de barras mostra a resposta de relaxamento a concentragdo maxima. (B) Andlise
densitométrica da quantificacao dos niveis de expresséo proteica relativa da enzima nNOS (155 kDa),
normalizada por a-actina (40 kDa), em artérias de resisténcia mesentérica (OVX: n = 4-8; ORX: n = 4-
8). Linha pontilhada representativo das artérias basais como 100%. Os valores foram expressos
como média + EPM. * p < 0,05 comparado com a curva obtida antes da inibicdo. ANOVA duas vias

seguida do pOs-teste de Bonferroni.

Diante desses resultados, foi investigado o possivel envolvimento da
participacdo do NO derivado da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Para isso, 0
conteudo proteico da eNOS foi avaliado nos segmentos arteriais. A expressao
proteica da Phospho-eNOS (Serll177) (OVX: 99.6 £ 7.4 U.A vs ORX: 151.8 + 5.5
U.A*) foi maior nos segmentos de mesentérica do grupo ORX, enguanto que na
OVX a estimulacdo com o agonista G-1 [10 pyM] ndo alterou a expressao desta
enzima no sitio de ativacdo estudado (Serl1177). Nao foi observado diferenca no
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conteudo proteico total da eNOS (OVX: 104.2 £ 12.6 U.A vs ORX: 117.1 + 5.8 U.A)
entre OVX e ORX (Figura 10).
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Figura 10: Andlise densitométrica da quantificacdo dos niveis de expresséo proteica relativa da
enzima eNOS total (140 kDa) e p-eNOS (140 kDa), normalizada por a-actina (40 kDa) e eNOS total
respectivamente, em artérias de resisténcia mesentérica (OVX: n = 4-8; ORX: n = 4-8). Linha
pontilhada representativo das artérias basais como 100%. Os valores foram expressos como meédia +
EPM. * p < 0,05 vs OVX + G-1. ANOVA duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni.

4.1.2.2. Avaliagdo das vias de sinalizagéo PI3k-Akt e MEK-ERK

Embora os resultados anteriores indiquem participacdo da enzima oxido
nitrico sintase endotelial (eNOS) na resposta vasodilatadora mediada pelo GPER, o
mecanismo envolvido permaneceu incerto. Visando identificar por qual via de
sinalizagdo estaria ocorrendo a fosforilagdo da o6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), resultando na producéo e liberacdo de oOxido nitrico (NO), os segmentos
arteriais foram incubados com LY-294,002 (2,5 pM - inibidor da via de sinalizacao
rapida fosfatidilinositol-3-quinase (PI3k)-Akt que regula a ativacdo da eNOS). A
inibicAo com LY-294,002 provocou menor responsividade relaxante ao agonista G-1
somente nos machos (OVX: 91.7 £ 2.1 % vs ORX: 75.6 + 3.5 %*) (Figura 11A).
Corroborando estes resultados, a estimulagdo com agonista G-1 [10 yuM] aumentou
a expressao proteica da p-Akt 1/2/3 (Ser 473) apenas nos segmentos arteriais dos
animais orquidectomizados (OVX: 104.3 £ 7.9 U.A vs ORX: 134.5 = 7.9 U.A*). Nao
foi detectada mudanca significativa na expressao proteica total da Akt 1/2/3 nos
animais gonadectomizados (OVX: 108.0 + 6.6 U.A vs ORX: 107.9 = 14.6 U.A)
(Figura 11B).
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Com a finalidade de verificar o possivel mecanismo associado a liberacdo de
NO proveniente da eNOS das artérias das fémeas ovariectomizadas, foi testada a
via de sinalizacdo MEK-ERK por meio da técnica de western blotting. Mediante a
realizacdo do protocolo, observamos que 0s segmentos arteriais do grupo OVX
apresentaram aumento da expresséo da p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) apos o estimulo
com agonista G-1 [10 uM] (OVX: 146.2 + 2.2 U.A* vs ORX: 97.0 £ 14.5 U.A), no
entanto, ndo foi observada diferenca no conteudo proteico total da ERK 1/2 entre
OVX e ORX (OVX:91.1 £2.2U.Avs ORX: 96.4 +1.7 U.A) (Figura 11C).
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Figura 11: (A) Curva concentracdo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em
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artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibicdo da via de
sinalizacao rapida PI3k-Akt com LY-294,002 [2.5 pM, (OVX: n = 7; ORX: n = 7)]. O grafico de barras
mostra a resposta de relaxamento a concentracdo maxima. Andlise densitométrica da quantificacao
dos niveis de expressao proteica relativa da enzima (B) Akt 1/2/3 total (56 kDa) e p-Akt 1/2/3 (60
kDa), normalizada por a-actina (40 kDa) e Akt 1/2/3 total, respectivamente e (C) ERK 1/2 total (42-44
kDa) e p-ERK 1/2 (42-44 kDa), normalizada por a-actina (40 kDa) e ERK 1/2 total, respectivamente
em artérias de resisténcia mesentérica (OVX: n = 4-8; ORX: n = 4-8). Linha pontilhada representativo
das artérias basais como 100%. Os valores foram expressos como média + EPM. * p < 0,05
comparado com a curva obtida antes da inibi¢cao; T p < 0,05 vs OVX + 1400W; * p < 0,05 vs OVX + G-
1 ou ORX + G-1. ANOVA duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni.

4.1.2.3. Avaliacédo da participacao dos prostandides

Para verificar o envolvimento dos prostandides derivados da via do acido
araquidénico-ciclooxigenase na resposta vasodilatadora ao agonista seletivo G-1, os
segmentos arteriais foram incubados com indometacina [10 pM], inibidor n&o
seletivo da ciclooxigenase (COX). Na presenca de indometacina nenhuma diferenca
foi observada em ambos os grupos estudados (OVX: 97.1 + 1.0 % vs ORX: 95.3 £
0.6 %) (Figura 12).
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Figura 12: Curva concentracdo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em
artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibicdo ndo seletiva da
enzima ciclooxigenase (COX) com indometacina [INDO - 10 uM, (OVX: n =7; ORX: n = 7)]. O grafico
de barras mostra a resposta de relaxamento a concentracdo maxima. Os valores foram expressos

como média + EPM. ANOVA duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni.

4.1.2.4. Avaliacdo da participacdo da hiperpolarizacdo dependente do endotélio
(EDH)
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Inicialmente, foi investigada a participacdo dos &cidos epoxieicosatriendicos
(EETSs) derivados do &cido araquiddnico pela via da enzima citocromo P450 (CYP).
Para isso, os segmentos arteriais foram incubados com clotrimazol (0,75 uyM —
inibidor da CYP). Clotrimazol ndo alterou a resposta vasodilatadora dos grupos
estudados (OVX: 92.4 + 2.3 % vs ORX: 92.2 + 2.1 %) (Figura 13).
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Figura 13: Curva concentragdo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em
artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibicdo inespecifica da
enzima citocromo P450 (CYP) com clotrimazol [CLOT - 0,75 uyM, (OVX: n =7; ORX: n =7)]. O grafico
de barras mostra a resposta de relaxamento a concentragdo maxima. Os valores foram expressos

como média £+ EPM. ANOVA duas vias seguida do pés-teste de Bonferroni.

Em sequéncia, foi estudado o envolvimento do peroxido de hidrogénio (H,0,).
Para isso, 0os segmentos arteriais foram incubados com catalase (1000 unt/ml —
varredor enzimético de H,0,). Catalase alterou a responsividade vasodilatadora ao
G-1, em ambos os sexos, atenuando a resposta vasodilatadora a concentracao
maxima apenas nas artérias mesentéricas do grupo ovariectomizado (OVX: 72.1 *
2.9 %* vs ORX: 90.7 + 2.8 %) (Figura 14A). Para confirmar o resultado funcional
obtido, foi verificada a influéncia do agonista do GPER sobre a produgao vascular
local de H,O,. Corroborando com o resultado funcional encontrado, a producéo de
H,O, foi significativamente maior nas secc¢des arteriais dos animais do grupo OVX

quando comparado aos animais ORX (Figura 14B).
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Figura 14: (A) Curva concentracéo-resposta ao agonista seletivo do GPER (G-1, 1 nM - 10 yM) em

artérias mesentéricas de resisténcia (OVX: n = 47; ORX: n = 42). Efeito da inibicdo do perdxido de
hidrogénio (H,O,) com catalase [CAT - 1000 u/mL, (OVX: n = 7; ORX: n = 7)]. O grafico de barras

mostra a resposta de relaxamento a concentragdo maxima. (B) Andlise representativa de

microscopia de fluorescéncia dos sinais emitidos pela oxidacdo do 2", 7°- diclorofluoresceina (DCF-

DA) em secBes arteriais microscépicas (OVX: n = 5; ORX: n = 5) na auséncia ou presenca de G-1

[10 uM], com quantificagao da fluorescéncia resultante. Barra de escala = 20 uM. Os valores foram

expressos como média + EPM. * p < 0,05 comparado com a curva obtida antes da inibigdo. 1 p <
0,05 vs ORX+ CAT; * p < 0,05 vs basal ou G-1 + CAT ou ORX + G-1. ANOVA uma ou duas vias

seguida do pos-teste de Bonferroni ou Newman-Keuls.
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5. DISCUSSAO

Os achados do presente estudo demonstraram que, (i) a ativagao seletiva
aguda do GPER é capaz de induzir relaxamento dos segmentos arteriais
mesentéricos de resisténcia de ratos gonadectomizados, sem diferenca sexual na
ordem de magnitude da resposta vasodilatadora; além disso, (ii) 0 vasorelaxamento
é parcialmente dependente do endotélio em ambos 0s sexos e essa resposta parece
estar associada a similar presenca do receptor nas diferentes camadas vasculares;
e (i) embora os mesmos mediadores endoteliais de relaxamento estejam
participando da resposta ao agonista, 0 mecanismo envolvido em cada sexo €

distinto.

E bem conhecido que o 17 B-estradiol pode promover relaxamento agudo
independente do sexo em artéria femoral (KITAZAWA et al.,, 1997), artéria aorta
(NILSSON et al., 2000) e no leito vascular coronariano de ratos espontaneamente
hipertensos (SANTOS et al., 2010) e normotensos gonadectomizados (SANTOS et
al., 2016) ou ndo (SANTOS et al.,, 2004). Interessantemente, evidéncias reforcam
que, a ativacdo seletiva aguda do GPER também é capaz de induzir dilatacdo em
artérias mesentéricas de ratos normotensos (PEIXOTO et al., 2017; PEIXOTO et al.,
2018) e espontaneamente hipertensos (DELGADO et al., 2021), bem como em
artéria carotida (BROUGHTON et al., 2010) e arteriolas intracerebrais (MURATA et
al., 2013) de ratos Sprague-Dawley, de forma similar em ambos o0s sexos.
Corroborando com esses dados, nosso estudo demonstrou que a ordem de
magnitude da resposta vasodilatadora ao agonista seletivo do GPER nao difere
entre ratos gonadectomizados. Ao mesmo tempo, a resposta vasodilatadora foi
maxima mesmo com a privacdo de hormoénios sexuais gonadais, sugerindo
mecanismos compensatorios como 0s que ocorrem com o declinio na producéo de
horménios sexuais ovarianos (AREFIN et al.,, 2014). Em contrapartida, outros
autores observaram diferenga sexual no relaxamento modulado pelo GPER em
artérias mesentericas de ratos Lewis (LINDSEY et al., 2013) e no leito vascular
coronariano de ratos Wistar (DEBORTOLI et al., 2017). Em geral, esses dados
sugerem que mecanismos nado gendmicos poderiam estar envolvidos no
relaxamento desencadeado pelo E em ambos os sexos, no entanto esta resposta
pode variar ndo apenas entre as espécies, mas também de acordo com o leito

vascular analisado.
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E importante ressaltar que o G-1 é um agonista seletivo para GPER, visto que
o vasorelaxamento induzido por ele estava reduzido nos segmentos arteriais apos o
tratamento com G36, um antagonista seletivo de GPER (MEYER et al., 2016;
DEBORTOLI et al., 2017). Além disso, G-1 se liga com afinidade semelhante ao
estradiol, mas atua independentemente de REa e REQ (LINDSEY et al.,, 2009;
PEIXOTO et al., 2018). Portanto, o G-1 é uma ferramenta farmacoldgica altamente
eficaz para elucidar os mecanismos de sinalizacdo do GPER que contribuem para

investigar os efeitos vasculares do E.

Considerando a importancia da superficie endotelial na manutencdo da
homeostase e do tbnus vascular (RUBANYI, 1993; DONATO et al.,, 2009), a
participacdo do endotélio na resposta vasodilatadora ao agonista G-1 foi investigada
apos remocao mecanica da camada intima. De fato, os efeitos do agonista seletivo
do GPER na responsividade vascular em ambos os sexos foram mostrados como
resultado de um equilibrio de suas acbes nas células endoteliais e na camada
muscular lisa (MURATA et al., 2013), incluindo nas artérias mesentéricas (LINDSEY
et al.,, 2011; LINDSEY et al.,, 2014; PEIXOTO et al.,, 2017). Ndo obstante, a
expressdo do GPER se da ao longo da parede do vaso de varios tecidos, humano
(HAAS et al., 2007) e animal em ambos os sexos (BROUGHTON et al., 2010; LI et
al.,, 2012). Isso sugere que o agonista GPER pode causar relaxamento por
mecanismo dependente do endotélio e acéo direta sobre camada de musculo liso da
parede vascular (PEIXOTO et al.,, 2017). Reforcando o descrito acima, nossos
achados mostraram que a remocdo endotelial atenuou parcialmente o relaxamento
induzido por G-1 dos segmentos arteriais mesentéricos de ratos gonadectomizados.
Além disso, as artérias mesentéricas desses animais nao apresentaram diferencga na
imunolocalizacdo do receptor independente da camada vascular arterial,
corroborando com os dados funcionais obtidos com a remoc¢ao endotelial. Baseado
nisso, autores sugerem que o GPER vascular ndo é sensivel ao estado hormonal,
pois ratas ovariectomizadas mantém a expressdo e fungdo do receptor
(ZIMMERMAN et al., 2016).

A resposta de relaxamento remanescente nos vasos com desnudamento do
endotélio pode ser parcialmente atribuida a acdo inibitéria direta do G-1 na
mobilizacdo do calcio no MLV (MATA et al., 2015), uma a¢do semelhante a do
estrogénio (CREWS & KHALIL, 1999; MAZZUCA et al., 2015). Os mecanismos pelos
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quais o G-1 atua na mobilizagdo do célcio podem estar relacionados: (i) ao tipo de
via ativada, como a que compreende o receptor do fator de crescimento epidérmico
(REVANKAR et al., 2005); (ii) o tipo de receptor envolvido, por exemplo, receptores
de trifosfato de inositol ou receptores de rianodina (ARIAZI et al., 2010) ou (iii) o tipo
de canal para calcio envolvido (DESCHAMPS et al., 2010; TICA et al., 2011). Além
disso, o tempo de exposicdo (agudo ou crbnico) ao G-1 (HAAS et al., 2009) e as
alteracbes na sensibilidade do miofilamento & [Ca*']i na camada de musculo liso
vascular também podem estar envolvidos (MEYER et al., 2012b). Apesar do
conhecimento prévio em relacdo a resposta vasodilatadora direta do G-1 via inibicao
da mobilizacéo do céalcio nas cMLV, mais estudos sdo necessarios para ampliar a

elucidacao desses mecanismos.

Sabe-se que o E é capaz de induzir a liberacdo dos fatores vasoativos por
meio do aumento da concentracdo intracelular de fons célcio ([Ca*i) nas células
endoteliais (RUSKO et al., 1995; LE MELLAY et al., 1997). Similarmente, ALTMANN
et al. (2015) demonstraram que o G-1 pode promover rapido aumento na [Ca®']i em
células endoteliais de microvasos cerebrais de ratos, através dos canais para calcio
do tipo L, bem como hiperpolarizacdo induzida pela ativacdo de canais de Kca.
Portanto, o GPER parece modular os efeitos do E relacionados a mobilizacédo

intracelular do célcio no endotélio.

Dentre os componentes vasoativos do endotélio, o NO se destaca pelo seu
potente efeito vasodilatador (CANNON, 1998). Sua sintese é estimulada por varios
fatores, incluindo as forcas de cisalhamento produzidas pelo fluxo sanguineo no
vaso (shear stress) (PALMER et al., 1987; FLEMING, 2010). Ademais, € importante
salientar que o GPER foi originalmente clonado apos inducéo pelo estresse de
cisalhamento em células endoteliais humanas (TAKADA et al., 1997). Posto isso, a
funcdo do GPER parece estar ligada a via do NO (MEYER et al., 2011). De fato,
nosso estudo mostrou que a inibicdo nao seletiva da NOS, atenuou a vasodilatacao
induzida pelo G-1 de forma semelhante em ambos os sexos. Oportunamente, as
seccOes arteriais dos animais gonadectomizados apresentaram similar producao
local de NO, corroborando com os dados obtidos com a inibicdo farmacolodgica.
Diversos estudos apontaram participacdo do NO como mediador do relaxamento
apos estimulacdo do GPER (BROUGHTON et al., 2010; MEYER et al., 2010; MATA
et al., 2015; TROPEA et al., 2015), inclusive em artérias mesentéricas (LINDSEY et
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al., 2011; LINDSEY et al.,, 2014; PEIXOTO et al.,, 2017). Em contraposicdo aos
nossos resultados, dados anteriores do nosso grupo demonstraram diferenga sexual
na dependéncia do NO modulada pelo GPER no leito vascular coronariano de ratos
normotensos (DEBORTOLI et al., 2017) e em artérias mesentéricas de ratos
espontaneamente hipertensos (DELGADO et al., 2021), ndo gonadectomizados.
Independente disso, os dados desses estudos em conjunto com 0s nossos indicam
claramente que, pelo menos em parte, a acdo vasodilatadora do GPER esta ligada a

liberacdo de NO.

A literatura aponta que a privacdo de hormdnios sexuais gonadais pode
envolver a estimulacdo da atividade da iNOS ou sua maior expressao em ratos
(LAMAS et al., 2015), inclusive em segmentos arteriais mesentéricos (NAWATE et
al., 2005). De fato, neste estudo a inibicdo seletiva da iINOS alterou a responsividade
vasodilatadora ao G-1 dos segmentos arteriais de ratos gonadectomizados, no
entanto, a resposta vasodilatadora a concentracdo maxima foi reduzida apenas nas
artérias mesentéricas dos animais orquidectomizados. Além disso, essa resposta
ocorreu associada a maior marcacdo da iINOS nas seccdes arteriais dos animais
orquidectomizados quando comparado aos animais ovariectomizados. Até onde
sabemos, este estudo € o primeiro a demonstrar a contribuicdo da enzima iINOS em
resposta a modulacdo do GPER. Dentro desse contexto, foi demonstrado que as
diferencas relacionadas ao género na expressao de iNOS podem ser mediadas por
influéncias hormonais na inducdo de citocinas inflamatérias (NEUGARTEN et al.,
1997). Outros autores observaram que a iINOS participa da resposta imune, liga-se a
calmodulina em concentracdes fisiologicamente relevantes e produz NO como um
mecanismo de defesa imunologica contra o estresse oxidativo (KUMAR &
CHANANA, 2017). Portanto, a INOS provavelmente desempenha um papel
significativo na producdo de NO na privacdo de horménios sexuais gonadais, no
entanto, a participacdo desta isoforma na resposta vascular modulada pelo GPER

nao esta totalmente elucidada.

Sugere-se que o GPER também possa recrutar outras enzimas sintetizadoras
de NO, como a nNOS (AREFIN et al., 2014), semelhante ao descrito para o
estrogénio (MOLERO et al., 2002; VERA-ARZAVE et al., 2019) inclusive no estado
de privacao de horménios sexuais gonadais (BAI et al., 2019). De fato, a expresséo
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proteica total da nNOS foi aumentada nos segmentos arteriais dos animais
gonadectomizados apos o estimulo com agonista G-1. Por outro lado, a inibicdo
seletiva da nNOS promoveu maior responsividade vasodilatadora ao agonista G-1,
em ambos 0s sexos, deslocando a curva para a esquerda e para baixo sem alterar a
resposta vasodilatadora a concentracdo méaxima. Contudo, o papel na nNOS na
resposta dilatadora ao agonista G-1 em artérias mesentéricas ainda nao foi
totalmente elucidado e, além disso, a contribuicdo desta isoforma para regulacao do

ténus vascular em resposta a modulacdo do GPER tem sido pouco descrita.

Tem sido demonstrado que a producéo do NO induzida pelo G-1 desencadeia
cascatas de sinalizacdo que incluem a ativacédo das quinases ERK (PETRIE et al.,
2013; SCALING et al., 2014), PISK (REVANKAR et al., 2005) e Akt (SHARMA &
PROSSNITZ, 2011), induzindo a fosforilagdo de residuos de ativagcdo da eNOS,
semelhante ao que acontece com a ligacdo do E aos RE (FREDETTE et al., 2018).
Neste estudo, observamos que a vasodilatacdo induzida pelo agonista seletivo do
GPER é parcialmente dependente da ativacdo das quinases ERK e PI3K/AKkt.
Interessantemente, a inibicdo da via de sinalizag&o rapida PI3k-Akt provocou menor
resposta relaxante ao agonista G-1 somente no grupo ORX. Simultaneamente, a
estimulacdo com agonista seletivo do GPER aumentou a expressao proteica da
Phospho-eNOS (Serll177) e da p-Akt 1/2/3 (Ser 473) apenas nos segmentos
arteriais dos animais deste grupo. Estes resultados séo indicativos da participacéo
da via de sinalizagédo rapida PI3k-Akt-eNOS na resposta de relaxamento mediada
pelo GPER em animais orquidectomizados. De fato, a ativacdo da via PI3k-Akt por
acdo ndo-gendbmica tem sido relacionada a fosforilacdo da eNOS, resultando na
producdo e liberagdo de NO (LEE et al.,, 2014; DE FRANCESCO et al.,, 2013;
MEYER et al., 2014; PEIXOTO et al., 2017). Por outro lado, a via de sinalizagao
MEK-ERK parece ser responsavel pela fosforilagdo da eNOS nas ratas
ovariectomizadas, uma vez que a estimulagdo com agonista seletivo G-1 aumentou
a expressao proteica da p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) apenas nos segmentos arteriais
dos animais deste grupo. No entanto, acreditamos que o residuo de Ser635 seja 0
possivel alvo da fosforilacdo desta via, uma vez que este residuo € um dos locais de
fosforilacdo excitatéria bem conhecido localizado no dominio autoinibitério CaM da
eNOS e associado como alvo de interagdo da via de sinalizagdo MEK-ERK
modulada pelo estrogénio (RAMADOSS et al, 2013). Coletivamente, esses
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resultados indicam que diferentes isoformas da NOS podem participar da producao
e liberagdo de NO em resposta a modulacdo do GPER em estado de privacao de
horménios sexuais gonadais e o mecanismo responsavel pela ativacdo da eNOS
observado em artérias mesentéricas de ratos gonadectomizados difere entre os

SexXos.

Os PNs, derivados da via da COX, também sdo importantes substancias
liberadas pelo endotélio com poder vasomotor e embora a contribuicdo dos
metabolitos da COX sobre a fungéo vascular em resposta ao estrogénio seja bem
descrita em uma variedade de estudos experimentais e também epidemiologico, tais
como artérias coronarias epicardiais de humanos (CHESTER et al., 1995), artérias
coronérias de suinos (TEOH et al., 2000), artérias carotidas de coelhos (SALOM et
al., 2002), aorta de ratos (TEP-AREENAN et al., 2003), bem como em células
endoteliais de artérias pulmonares de ovinos (SHERMAN et al., 2002), neste estudo
a inibicdo individual ndo seletiva da COX nao foi capaz de atenuar a resposta
mediada pelo GPER dos segmentos arteriais de ratos gonadectomizados, sugerindo
gue o agonista seletivo do GPER pode promover relaxamento independente de PNs,
em particular a PGl,, como previamente relatado (MURATA et al., 2013; LINDSEY et
al., 2014; PEIXOTO et al., 2017). Por outro lado, a deficiéncia cronica do GPER
parece estar associada ao aumento da vasoconstricdo mediada por prostandides de
origem endotelial (MEYER et al., 2012a). E ainda, GPER parece ser capaz de
modular a inibicdo da producé@o e atividade de prostandides vasoconstritores em
condig¢bes proé-inflamatérias (MEYER et al., 2015).

Finalmente, a EDH destaca-se por ser um notério conjunto de diferentes
componentes vasoativos endoteliais com poderosa influéncia vasodilatadora,
principalmente em pequenas artérias de resisténcia (GARLAND & DORA, 2017).
Além disso, evidéncias sugerem que a vasodilatacdo modulada pelo E tem sido
atribuida também aos metabalitos derivados de CYP, bem como ao aumento da sua
atividade e da producdo de EETs em diferentes preparacdes, tais como leito
vascular coronariano de ratos normotensos (SANTOS et al, 2004),
espontaneamente hipertensos (SANTOS et al.,, 2010) e arteriolas musculares
esqueléticas de ratos (HUANG et al.,, 2004). Todavia, neste estudo a inibicdo da

CYP revelou que os EETs parecem nado participar do efeito vasodilatador pela
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ativacdo do GPER, sugerindo que esta via ndo parece ser importante mediadora da
vasodilatacdo induzida pelo agonista seletivo G-1. De fato, outros autores também
mostraram que a vasodilatacdo induzida pelo agonista seletivo do GPER n&o foi
afetada na presencga da inibicdo da citocromo P450 (MURATA et al.,, 2013). N&o
obstante, o H,O, parece atuar como mediador do relaxamento induzido pelo G-1,
uma vez que na presenca do varredor enzimatico para este fator vasorelaxante a
responsividade vasodilatadora em resposta ao agonista seletivo do GPER dos
segmentos arteriais de ratos gonadectomizados foi alterada. No entanto, a resposta
vasodilatadora a concentracdo maxima na presenca de catalase foi reduzida apenas
nas artérias mesentéricas dos animais ovariectomizados. Reforcando este achado, a
producdo local de H,O, foi significativamente maior nas seccdes arteriais dos
animais do grupo OVX quando comparado aos animais ORX. Por outro lado, um
estudo realizado em artérias mesentéricas de ratos espontaneamente hipertensos,
mostrou que o H,O, é capaz de modular o relaxamento em reposta ao G-1 em
machos (DELGADO et al., 2021). Posto isso, é importante considerar que o E
parece modular os niveis de H,O,, principalmente na privacdo de horménios sexuais
gonadais, onde a biodisponibilidade do NO parece estar afetada (KANG et al., 2011,
SCHENKEL et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). E ainda, autores mostraram que o
H,O, pode causar liberagéo endotelial de NO mediada por efeitos cooperativos entre
a fosforilacdo da eNOS dependente de PI3k-Akt e a ativacdo de MEK-ERK. Isso
pode representar uma adaptacdo celular aguda a um cenario de estresse oxidativo
(CAl et al., 2003).
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados apresentados neste estudo mostram que a
ativacao seletiva aguda do GPER é capaz de promover relaxamento dos segmentos
arteriais mesentéricos de resisténcia de ratos gonadectomizados, sem diferenca
sexual na ordem de magnitude da resposta vasodilatadora. Esse vasorelaxamento é
parcialmente dependente do endotélio em ambos os sexos, com participacado do NO
e do H,O, como mediadores dessa resposta. As trés isoformas da NOS contribuem
na producdo e liberacdo de NO em ambos o0s grupos, no entanto o papel da iINOS é
mais expressivo nos animais orquidectomizados. E ainda, o mecanismo pelo qual a
eNOS é fosforilada difere entre os sexos, sendo a via de sinalizacao rapida PI13k-Akt-
eNOS identificada para os ratos orquidectomizados e MEK-ERK-eNOS para as ratas
ovariectomizadas. Ademais, a contribuicdo do H,O, na vasodilata¢éo induzida pelo

G-1 parece ser maior nas ratas ovariectomizadas.

Em conjunto, esses resultados fornecem uma nova perspectiva para a
compreensao dos mecanismos vasculares envolvidos nas respostas mediadas pelo
estrogénio via GPER, tanto em mulheres quanto em homens. Finalmente, nossas
descobertas podem ajudar a promover o desenvolvimento de métodos terapéuticos
para neutralizar as alteracdes cardiovasculares observadas quando a producédo de

horménios sexuais gonadais € modificada.
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