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RESUMO

A hipertensdo arterial representa a principal condicdo de risco para
cardiopatologias, sendo suas complicacdes mediadas por diversos mecanismos,
como a disfuncdo endotelial, que é caracterizada pela baixa disponibilidade de 6xido
nitrico e pelo consequente desequilibrio entre fatores de relaxamento e constricdo das
arteriolas. O estresse oxidativo esta associado a disfuncao endotelial e a hipertensao,
devido ao excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio. O sistema
antioxidante é responsavel por inibir ou reduzir reacdes de oxidacdo e combater EROs
e estresse oxidativo no nosso organismo. Assim, investigamos que o uso do
antioxidante glutationa poderia ter efeito benéfico na hipertensdo essencial associada
a disfuncéao hormonal. Este estudo foi aprovado pela CEUA/UFES (n°23/2020). Ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) foram divididas em 4 grupos: (1) Sham, (2)
Sham+ GSH (tratamento com a glutationa 200 mg de GSH/kg via intraperitoneal
durante 21 dias) (3) OVX ovariectomia) e (4) OVX+GSH. A afericdo da pressao arterial
foi feita por pletismografia de cauda e curvas dose-resposta foram realizadas em
artérias mesentéricas de SHR utilizando fenilefrina e acetilcolina. Foram feitas
incubagcbes com L-NAME (Ny-nitro-L-arginine methyl ester-300 uM) que € um dos
inibidores das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS) e com a indometacina (INDO - 10
1M), inibidor da ciclooxigenase (COX). Os niveis vasculares de NO e peréxido de
hidrogénio foram determinados in situ utilizando a sonda DAF-2 e DCF,
respectivamente. Os dados foram analisados por ANOVA uma ou duas vias, seguida
do teste post-hoc de Bonferroni/ Tukey. Foi considerado p < 0,05. Os resultados
encontrados foram de que o tratamento com a glutationa nao demonstrou melhorar
os parametros hemodinamicos, peso corporal e nem modificar a reatividade em vaso
de resisténcia de animais SHR e reverter a hipertensdo, porem foi observado que a
GSH pode ser capaz de melhorar e manter a vasodilatacdo quando o NO esta
atenuado. Sugerimos que a GSH pode exercer efeito modulatério nos mediadores
endoteliais e potencializar a vasodilatacdo em ratas SHR ovariectomizadas.

Palavras-chaves: Glutationa; Reatividade Vascular; Arterias Mesentericas;
Disfuncao Hormonal; Hipertensao;



ABSTRACT

Arterial hypertension represents the main risk condition for cardiopathologies, and
its complications are mediated by several mechanisms, such as endothelial
dysfunction, characterized by the low availability of nitric oxide and imbalance between
factors of relaxation and constriction of arterioles. Oxidative stress (OS) is associated
with endothelial dysfunction and hypertension, due to the excess production of reactive
oxygen species (ROS). The antioxidant system is responsible for inhibiting or reducing
oxidation reactions and fighting ROS and OS in our body. Thus, we investigated that
the use of the antioxidant glutathione (GSH) could have a beneficial effect on essential
hypertension associated with hormonal dysfunction. This study was approved by
CEUA/UFES (n°23/2020). Spontaneously hypertensive rats (SHR) were divided into 4
groups: (1) Sham, (2) Sham+ GSH (treatment with 200 mg GSH/kg intraperitoneally
for 21 days) (3) OVX (ovariectomy) and (4) OVX+GSH. Blood pressure was measured
by tail plethysmography and dose-response curves were performed in mesenteric
arteries of the SHR using phenylephrine and acetylcholine. Incubations were
performed with L-NAME (Nw-nitro-L-arginine methyl ester-300 uM), which is one of
the inhibitors of nitric oxide synthase (NOS) enzymes, and with indomethacin (INDO -
10 pM), a cyclooxygenase (COX) inhibitor. Vascular levels of NO and hydrogen
peroxide were determined in situ using the DAF-2 and DCF probe, respectively. Data
were analyzed by one-way or two-way ANOVA, followed by the post-hoc
Bonferroni/Tukey test. It was considered p < 0.05. The results found were that the
treatment with GSH did not improve hemodynamic parameters, body weight or modify
the resistance vessel reactivity of SHR animals to reverse hypertension, however it
was observed that GSH may be able to improve and maintain vasodilation when NO
is attenuated. We suggest that GSH may exert a modulatory effect on endothelial
mediators and potentiate vasodilation in ovariectomized SHR rats.

Keywords: Glutathione; Vascular Reactivity; Mesenteric Arteries; Hormonal
Dysfunction; Hypertension;
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) correspondem a um grupo de doencas
do coracao e dos vasos sanguineos que acometem cerca de 17,9 milhdes de vidas a
cada ano, sendo a causa de morte que predomina em todo o mundo de acordo com a
Organizagdo Mundial da Saide (WHO, 2022). Dentre os fatores de risco para as
cardiopatologias, a hipertensao arterial representa a principal condi¢go de risco, sendo
responsavel por significativa contribuicao na carga global das doencas e nos anos
de vida perdidos ajustados por incapacidade (MALTA et al., 2015), pois conforme
Simone (2006), niveis elevados de presszo arterial (PA), aumentam as chances de
doenca arterial coronariana, insuficiencia cardiaca, doenca vascular encefalica,
insuficiencia renal cronica e obito. A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2022),
estima que cerca de 1,28 bilh6es de pessoas tenham hipertensédo, com crescimento
global de 60% dos casos ate 2025, sendo que sua prevalencia & heterogenea em
ambito mundial, pois de acordo com Mills et al. (2020), ha variacdes culturais dos niveis
de fatores de risco, como alta ingestao de sadio, baixa ingestdo de potéssio, obesidade,
consumo de dcool, sedentarismo e alimentacao pouco saudavel. Vale ressaltar que um
estudo recente feito pelo Imperial College London e a WHO, publicado no The Lancet,
estimou que mais de 700 milhdes de pessoas ndao tem conhecimento nem tratam a
hipertensédo (ZHOU et al., 2021).

A instalacdo e o desenvolvimento das DCVs de acordo com Matuz-Mares et
al.(2021), estdo intimamente ligadas a alteracbes metabdlicas que geram um estado
de estresse oxidativo (EO), devido ao excesso de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), sendo ele o responsavel
por danos celulares provindos de radicais livres ou nao radicais, que para Jinior
(2001), seriam respectivamente, toda especie que possui um ou mais eletrons
desemparelhados ou quando dois radicais livres compartilham seus eletrons
desemparelhados. E importante salientar que a causa da hipertenséo é poligénica e
caracterizada funcionalmente pelo aumento na resisténcia vascular periférica e a
diminuicdo no débito cardiaco, sendo mencionado na literatura diversos tipos de
hipertensdo, porém € de consenso classificar duas categorias, uma chamada
hipertenséo primaria ou essencial que seria quando a causa é desconhecida e outra
guando a causa pode ser encontrada, chamada de hipertensdo secundaria. Sabe-se

gue a hipertensédo causa alteracbes morfologicas e funcionais, sendo a disfuncao
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endotelial um trago comum que pode levar ao desenvolvimento das DCVs. Além disso,
jA est4 bem estabelecido que a prevaléncia da hipertensdo difere entre homens e
mulheres, pois niveis mais elevados de PA sdo encontrados em homens até 50 anos
guando comparado as mulheres, quadro este que é revertido a partir da 52 década de
vida (RECKELHOFF, 2018). Perante este fato, varios mecanismos etiopatogénicos
tem sido estudados com objetivo de correlacionar a falta do estrogénio que apresenta
agles protetoras sobre o sistema cardiovascular e surgimento das DCVs em mulheres no
climaterio. Ademais, sabe-se que a menopausa & um periodo caracterizado pela perda
gradual da funcao ovariana e da capacidade reprodutiva, instalando-se um
hipoestrogenismo (BECHLIOULIS et al., 2012).

Diante da protecdo que 0 estrogénio exerce sobre o sistema cardiovascular,
vaias pesquisas apontam que o hipoestrogenismo ou deficiencia hormonal estdo
associados areducéo da vasodilata¢do, devido a uma disfuncdo endotelial que culmina
em um aumento na incidencia de DCVs em mulheres na pos-menopausa
(HAMMES, LEVIN, 2007; PEDROSA, et al. 2009; DA ROCHA MACIEL et al.2021;
MARTINS et al.2021). O comprometimento do sistema cardiovascular proveniente do
hipoestrogenismo ocorre primeiramente por um aumento na pressao arterial
sanguinea e um aumento na prevalencia da hipertensdo que culmina no
aparecimento de varias outras DCVs (SANTOS et al., 2016). Ainda sobre a
hipertensao, e importante salientar que de acordo com Mattei et al. (1997), suas
complicacbes sao mediadas por diversos mecanismos cujo traco comum & a
disfunc@o endotelial, caracterizada pela baixa disponibilidade de &ido nitrico (NO) e pelo
consequente desequilibrio local entre fatores de relaxamento e constricao de
arteriolas, caracteristica essa que foi demonstrada em pacientes com hipertenséo

essencial, bem como em modelos animais.

Considerando Konukoglu e Uzun (2016), a disfuncao endotelial decorre do
desequilibrio entre a producao de NO pela sintase endotelial (eNOS) ou a
transformacao do NO no radical livre peroxinitrito (NOO - ), ou seja, a vasodilatacdo
mediada por vaios peptideos, incluindo a bradicinina e angiotensina 1-7, e prejudicada, o
que leva ao aumento da resistencia vascular periferica e a alteragdo da
permeabilidade endotelial. Segundo Boos e Lip (2006), a instalacao de um estado
inflamatorio crdonico em pacientes com hipertensédo, pelo aumento na producéo de

citocinas proinflamatérias (como moleculas de ades2 leucocitaia, endotelina-1,
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angiotensina Il), reduz a expresséo da eNOS, enquanto o aumento do estresse oxidativo
acelera a degradacao do NO, levando a um estado disfuncional. Todavia, nos Utimos
anos, de acordo com Bernatova et al., (2009), tornou-se evidente que dentre as
varias condicbes fisiopatologicas associada a disfuncao endotelial, incluindo a
hipertensao, sendo entendido por Dikalov e Ungvari (2013), que o aumento de PA é

diretamente proporcional ao aumento de EO.

Reckelhoff (2018) e Grunfeld et al.,, (1995), afirmam que as EROs s&o
conhecidas por interagirem com diferentes fatores vasoativos liberados pelo endotelio
e tambem sao capazes de reduzir a atividade de canais de potassio ativados por
calcio envolvidos em respostas mediadas pela hiperpolarizacd dependente do
endotelio, alem de participar na ativacao da ciclooxigenase (COX) e na producao
subsequente de fatores de contracao derivados do endotelio. A regulacdo do tonus
vascular é realizada pelas células endoteliais que produzem numerosas substancias
vasodilatadoras e vasoconstritoras. No que se refere aos vasoconstritores libertados
pelo endotélio destacam-se os derivados do acido araquidénico, 0 anion superoxido
(02 -), endotelina 1 e a angiotensina Il. Ja na vasodilatacdo, o endotélio relaxa a
musculatura lisa vascular através de trés mediadores principais, o 6xido nitrico (NO),
a prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF)
(FELETOU, KOHLER, VANHOUTTE, 2010). Em condic6es de inflamac&o, a atividade
da COX aumenta, principalmente a COX2 que € induzida pelo processo. Isto faz com
gue o endotélio produza grandes quantidades de EROS como o O2 - e o radical
hidroxila (HO") que, por sua vez, diminuem a biodisponibilidade do NO endotelial € o
seu efeito vasodilatador, além do efeito vasoconstritor do O2 — (FERNANDES, 2013).

Atualmente existem varias terapias para combater e prevenir a hipertensao e
no ambito fisiolégico, compreende-se que existem mecanismos de defesa do préprio
organismo, dentre eles, o sistema antioxidante, que de acordo com Apak (2019), seria
um sistema que inibe ou atrasa indesejadas reagtes de oxidag?o, eficaz para combater
danos das EROs e do EO. Descalzo e Sancho (2008), dividem os agentes oxidantes
em ndo enzimaticos (ou dietéticos) e enzimaticos, sendo os dietéticos compostos de
baixo peso molecular, como minerais, vitaminas (E,C,B2), B-caroteno, acido urico e
GSH (glutationa reduzida) e flavondides obtidos via alimentacdo e os agentes
enddgenos representados por enzimas oriundas do metabolismo celular, como a

superoxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase, a glutationa transferase, a
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tioredoxina e a peroxirredoxinas. A GSH & conceituada por Huber et al. (2008) e
Meister (1988a), como um tripeptideo (y-glutamilcisteinilglicina), ou seja, possui trés
aminoacidos, Glutamato, Cisteina e Glicina utilizados para sua sintese. A unido de
glutamato com cisteina a partir da enzima gama-glutamil cisteina sintetase forma um
dipeptideo gama glu cis glutamato cisteina, e toda enzima com o nome sintetase, usa
ATP (adenosina trisfofato) para fazer a sua reagdo acontecer, entdo essa moeda
metabdlica da célula, usa a energia metabdlica para constru¢do de uma molécula que

tem principalmente funcdo antioxidante.

A GSH é o mais abundante tiol de baixa massa molecular. O grupo tiol seria
todo enxofre ligado a um hidrogénio e a um carbono, e toda vez que essa uniao esta
presente ela da uma certa caracteristica quimica para a molécula geralmente
caracterizado por um odor caracteristico de enxofre (gas de cozinha) e quimicamente
séo grupos que tem grande habilidade de doar elétrons, ou seja, tem muita habilidade
de serem agentes redutores, fazendo com que outra molécula reduza e doe elétrons,
por isso a presenca desse grupo na glutationa. Esse antioxidante € encontrado
intracelularmente em altas concentracbes essencialmente em todos 0s organismos
aerobicos e possui um papel central na biotransformacao e eliminacéo de xenobidticos
e na defesa das celulas contra o estresse oxidativo. Naturalmente a GSH atua como
um fornecedor de eletrons para outros compostos, sendo essa habilidade de doar
eletrons o que a faz ser um bom redutor (MEISTER, 1988a). Jan, Ali e Haqg (2011),
elucidam que a GSH e sintetizada principalmente no figado que & o &gao central
regulador da maioria das vias metabdicas, (BISWAS; RAHMAN, 2009)., mas esta

presente ubiguamente em todas as células (LU, 2013)

A glutationa, inicia sua histéria em 1888 quando Rey-Pailhade descobriu que
as celulas de levedura continham uma substancia que reagia espontaneamente
com o enxofre elementar resultando em sulfeto de hidrogénio, substancia essa
nomeada por ele de “philothion” (MEISTER, 1988b). Em seus demais estudos, Rey-
Pailhade (1928), estabeleceu a presenca generalizada de philothion em tecidos
animais e vegetais, o que o levou aconclusd de que o composto continha cisteina que
pode sofrer oxidagéo reversivel a uma forma dissulfeto na presenca de oxigénio. Mas
somente em 1921, Hopkins extraiu do tecido muscular, um composto posteriormente
aceito como philotion, que relatou que era auto-oxidavel e continha acido glutamico,

bem como cisteina. Na auséncia de uma composicao definitiva, ele sugeriu que
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provisoriamente, para facilitar a referencia, o nome glutationa talvez fosse admissivel
(HOPKINS, 1921). Contudo, Hunter e Eagles em 1927, contestaram a visao de
Hopkins de que a glutationa era um dipeptideo de &ido glutamico e cisteina,
afirmando em um relatorio que o composto era possivelmente um tripeptideo
(HUNTER; EAGLES, 1927). De acordo com Noctor et al. (2011), dois anos depois,
o0 desenvolvimento de um novo procedimento para a preparagao do composto na
forma cristalina confirmou que a glutationa era de fato um tripeptideo de &ido glutamico,
cisteina e glicina, e no mesmo ano, conferiu a Hopkins o Premio Nobel por este e outros

trabalhos sobre vitaminas e fatores nutricionais.

A GSH tem multiplas funcdes fisiologicas, como regulacdo do ciclo celular,
catabolismo de xenobiodticos e fonte importante de cisteina, que é importante para a
geracéao de ligacdes sulfidrila entre dois tidis, sendo essa caracteristica fundamental
para doacao de elétrons estabelecendo sua funcdo antioxidante (MEISTER 1983).
Contudo, no que tange suas funcgdes no sistema cardiovascular, alguns poucos
estudos mencionam beneficios, como que ela é capaz de prevenir o desacoplamento
da eNOS ou seja, evita que ela produza superoxido ao invés de NO (LIMA et al, 2010),
ajuda a prolongar a biodisponibilidade do NO (RUIZ-RAMIRES, et al, 2014), também
€ capaz de si conjugar com NO para formar S-nitrosoglutationa que parece ser eficaz
para o tratamento da hipertenséo (EL HAFIDI, 2006), além de fornecer protecao contra
EO, EROS e ERNS (MEISTER, 1983). As evidéncias em animais trazem que a GSH
tem propriedades antioxidantes e antiaterogénicas, ja evidéncias de estudos em
humanos mostra que pacientes com DCVs tem um baixo nivel plasmatico de GSH.
Também é pontuado que o aumento do nivel de GSH leva a diminuicdo dos valores
de pressao arterial sistolica (PAS) e diastdlica (BAJIC, 2019).

Embora existam estudos que demonstram os efeitos da GSH, poucas
informacdes sao descritas em relacao aos seus efeitos sobre o leito mesenterico em
animais hipertensos e com deficiencia hormonal. Diante de todas estas informacoes,
testamos a hipotese de que o tratamento com glutationa tenha um efeito benefico na
hipertensao essencial associada a disfuncdo hormonal. Esses efeitos podem estar
relacionados a reducéo da disfuncao endotelial em arterias mesentericas de resisténcia,
levando em consideracao que & o principal local de controle da press@o arterial, &
otimizacéo da func¢do vascular diante da reducao do estresse oxidativo promovendo

melhor resposta vasodilatadora. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
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estudar os efeitos do tratamento com a glutationa durante 21 dias sobre parametros
cardiovasculares, principalmente, sobre a reatividade vascular mesenterica de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) e ovariectomizadas, ja que de acordo com Ulker
et al. , dentre os modelos experimentais, 0 SHR desenvolvido por Okamoto e Aoki em
(1963), é o mais bem aceito para se estudar a hipertensao essencial humana e seu
uso se justifica pela fisiopatogenia da hipertensao similar a dos humanos, além de
possuirem niveis elevados de EROs que diferem conforme o envelhecimento e
diferencas sexuais (FAZAN, SILVA, 2001).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os efeitos do tratamento com Glutationa sobre a reatividade

vascular em arterias mesentericas de resistencia em ratas espontaneamente
hipertensas ovariectomizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Verificar os efeitos da glutationa sobre o relaxamento e contragéo

dependente do endotélio em artérias mesentéricas de resisténcia;

= Investigar os efeitos da GSH sobre os mediadores endoteliais
envolvidos na vasodilatacgo induzida pela Acetilcolina (ACh) e
vasoconstricao induzida pela Fenilefrina (PE) apés incubacdo com INDO
(indometacina) e L-NAME (N“-nitro-L-arginina metil éster);

= Investigar os efeitos do tratamento com GSH sobre a pressao arterial e
frequéncia cardiaca;

= Investigar a formacdo de H>O> e NO em artérias mesentéricas de
resisténcia;

= Coletar dados antropomeétricos como peso corporal e dos orgaos;

16
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive
Rat) isogénico, com idade entre 12 a 14 semanas e aproximadamente 200 g. Os
animais foram fornecidos pelo bioterio do Centro de Ciencias da Salde — CCS da

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os protocolos de pesquisa foram

aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFES (CEUA 23/2020). Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes de pesquisa
bioméedica para o cuidado e uso de animais de laboratorio, conforme diretrizes do
Conselho Nacional de Controle e Experimentacao Animal (CONCEA-MCT, 2006).

Os animais foram mantidos em ambiente com iluminacgo artificial (ciclo claro-
escuro de 12h) em temperatura de 20 — 24C e umidade relativa do ar (40% a 60%)
controladas de acordo com o recomendado para bioterios de pesquisa e foram
aleatoriamente distribuidos e abrigados em grupos de quatro com espago para
movimentacd em caixas de polipropileno devidamente forradas com maravalha, que
permitiu a ingestao ad libitum de &ua e racao padrao para bioterios (LABGOLD RC
20MM, SP - Brasil).

3.1.1 Grupos Experimentais

As ratas SHR foram randomicamente separadas em quatro diferentes grupos

experimentais:

e Grupo 1: Sham (Ovariectomia ficticia) e tratadas com solucdo salina (NaCl
0,9%) via intraperitoneal (ip) durante 21 dias;

e Grupo 2: Sham + GSH (Ovariectomia ficticia) e tratadas com Glutationa (200
mg de GSH/kg) via intraperitoneal (ip) durante 21 dias;

e Grupo 3: OVX (Ovariectomizadas) e tratadas com solucéo salina (NaCl 0,9%)
via intraperitoneal (ip) durante 21 dias;

e Grupo 4: OVX + GSH (Ovariectomizadas) e tratadas com Glutationa (200 mg
de GSH/kg) via intraperitoneal (ip) durante 21 dias;
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3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS REALIZADOS
3.2.1 Ovariectomia

A cirurgia de ovariectomia foi realizada nas ratas do grupo 2 (OVX) e 3
(OVX+GSH) conforme protocolo descrito por Silva (2020), e ocorreu apos as ratas
completarem oito semanas de vida. As ratas receberam anestesia geral de solucdo
aquosa com mistura de ketamina (70 mg.kg-1) anestesico geral e xilazina (10 mg.kg-1)
substéncia sedativa e relaxante muscular por via intraperitoneal (i.p). Antes de iniciar
a cirurgia e durante todo decorrer do procedimento cirirgico, a efetividade da anestesia
geral foi checada pela compressao da cauda, patas e olhos para avaliar os reflexos
perifericos juntamente com o controle da frequéncia respiratoria atraves da
observacao visual. Apos anestesia, fixou-se as ratas em camas cirirgicas em decibito
lateral com gaze esteril embebida em soro fisiologico a 0,9% nos olhos, a fim de

prevenir o ressecamento do globo ocular.

Apoés a anestesia geral, foi realizada bilateralmente a tricotomia do pélo na
regiao lateral, seguida pela antissepsia do campo operatorio com alcool iodado. Foi
realizado um pequeno corte longitudinal com extensd media de 1 cm com tesoura na
camada epitelial. Apos a sua identificacao dentro da massa de tecido adiposo, o ovaio
foi exposto para fora da cavidade abdominal com o auxilio de uma pinca. Com fio
absorvivel, foi realizado uma sutura simples para ligadura das tubas uterinas e arterias
ovaricas em cada regiao adjacente ao ovario para a contencao de hemorragia da
vasculatura local. O ovario foi retirado junto a tecidos moles adjacentes e as trompas

foram reposicionadas dentro da cavidade abdominal.

Por fim, foi realizada a sutura local, sendo que na camada muscular e no
peritdnio foi feita uma sutura continua com fio de sutura absorvivel e na camada epitelial
da pele uma sutura com pontos simples com fio de nylon de modo a fechar as margens.
Tais procedimentos descritos foram realizados bilateralmente. Apts a cirurgia, 0s
animais permaneceram sob observacao e foram isolados em gaiolas individuais e
posicionados em local aquecido para prevencao de hipotermia ate a completa
recuperacdo da anestesia geral. No pos-operatario todos os animais foram medicados
com analgesico (Flunixin meglumine, uma dose de 2,5 mg.kg-1) via intramuscular e

dipirona (uma gota) via de administracao oral.
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3.2.2 Cirurgia de simulacao da ovariectomia

No Grupo 1 (Sham) e o Grupo 2 (Sham+GSH) foi realizada cirurgia de simulaggo
de ovariectomia, em que todos procedimentos acima foram realizados nas mesmas
condiges descritas, incluindo a exposicd dos ovaios, exceto pela sutura de ligadura
das trompas e a remo¢ao dos mesmos, a fim de estabelecer parametros semelhantes

em todos os animais deste estudo.
3.2.3 Tratamento com Glutationa

A GSH foi administrada através da via intraperitoneal, pois de acordo com
Greenfield (2019), a injeg&o intraperitoneal € uma via comum de administracdo para
pequenos roedores, pois fornece rapida drenagem no sistema linfatico, que da acesso
ao sistema vascular, além de ser descrita por Nurulain et al. (2015), como a opcéo
gue permite a circulacao sistémica rapida comparada administracéo intramuscular ou
oral, sendo assim a mais adequada em quantificar o verdadeiro efeito dos compostos.
Lomaestro e Malone (1995) e Matuz-Mares et al., (2021) pontuam que com
administracao oral da GSH, ha uma baixa biodisponibilidade e com a administracéo
intravenosa foi encontrado uma meia-vida curta (2 min). Portanto, os animais do
Grupo Sham+GSH e OVX+GSH foram tratados de forma crénica por 21 dias com
Glutationa Cristalizada em forma reduzida >=99% (L-Glutathione reduced 50g) da
Sigma-Aldrich,sendo 200mg de GSH/kg de peso corporal dissolvido em NaC1l a 0,9%
(100mg/1ml) duas vezes por semana (BRAVENBOER et al., 1992) com o total de seis

doses de 0,7ml pela via i.p.
3.2.4 Avaliacdo nao Invasiva da Pressao Arterial (Pletismografia de cauda)

A medida da pressao arterial e frequéncia cardiaca por pletismografia de cauda
foi realizada antes e apbs o0s procedimentos experimentais, como a castracdo, o
tratamento e a reatividade vascular a fins de comparacéo. Previamente aos registros
oficiais, os animais foram acondicionados durante 10 minutos no equipamento (Insight
Equipamentos EFF 306, V12.11, Bivolt) durante trés dias, para que fossem
familiarizados e adaptados, com o objetivo de minimizar a influencia do estresse sobre
a pressao arterial. Nos dias do registro os animais foram aquecidos em uma camara de
retencd com um cuff de pulso pneumatico acoplado na regido proximal da cauda. Um

esfigmomandmetro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e o valor da PAS foi
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coletado automaticamente por meio de sinais do transdutor acoplado a um
computador, como descrito por Baldo et al., (2018). A temperatura foi controlada entre
29 °C e 40 °C durante a coleta dos dados, por um periodo maximo de 15 minutos de
permanéncia no equipamento. Foi obtida a média de cinco registros no minimo com
diferenca maxima de 10 mmHg, sendo descartados 0s registros associados as

influencias causadas por movimentos dos animais.
3.2.5 Estudo da reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia

Para a avaliacd da reatividade vascular das arterias mesentericas de resistencia
foi utilizado o metodo de Mulvany e Halpern (1977), onde os animais foram eutanasiados
por decapitacao, sem a utilizacao de anestesicos, a fim de evitar a interferencia nos
padroes de resposta (HATANO et al., 1989) e tiveram o leito mesenterico isolado,
removido e colocado em uma placa de Petri contendo solucao de Krebs a 4 °C
(composicao em mM: NaCl 119; KClI 4,7; KH2PO4 0,4; NaHCO3 14,9; MgS04.7H20
1,17; CaCl2.2H20 1,6 e glicose 5,5). O protocolo utilizado foi adaptado de Peixoto et
al., (2017), onde as arterias mesentericas da terceira ramificacgo foram identificadas,
isoladas e dissecadas dos tecidos circundantes nao vasculares (tecido adiposo),
posteriormente foram cortadas em segmentos de 2,0 mm de comprimento com o
auxilio de um microscopio para dissecacao. Dois fios de tungstenio (40 um de
diametro) foram inseridos no lumen das arterias e fixados em um miografo de arame
para vasos de resistencia previamente descrito por Mulvany e Halpern (1977) e
ilustrado na figura 1 para o estudo da tensao isometrica. Os segmentos arteriais
foram mantidos em solucao de Krebs e aerados com carbogéenio, a 37 °C. As
respostas foram registradas por meio de um sistema de aquisicéo e andise informatizado
e acoplado a transdutores isometricos denominados (620 M; Danish Myo Technology -
DMT, Dinamarca) e o percentual de relaxamento e contracdo foram determinados
utilizando um sistema de aquisicao de dados LabChart 8 (AD Instruments Pty Ltd.,

Nova SouthWales, Australia).
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Figura 1 Esquemailustrativo da reatividade vascular em midgrafo de arame (Hagihara, 2012, Adaptado:
Mulvany e Halpern,1977).

3.2.6 Viabilidade muscular e endotelial

Para testar a viabilidade muscular e a resposta contrail maxima do segmento,
foi realizada uma pre contracéo adicionando acuba 223 mg de cloreto de potassio (KCI)
a 25 ml de solucao de Krebs especifica para Mulvany, (composicdo em mM): NacCl
(119), KCI (4.7), KH2PO4 (0.4), NaHCO3 (14.9), MgS04.7H20 (1.17), CaCl2.2H20
(2.5) e glicose (5.5) a 37 °C e gaseificada com mistura carbogénica (5 % CO2 e 95
% 02), durante 5 minutos. Ja a viabilidade e integridade do endotelio foram testadas
apos o periodo de 3 lavagens intervaladas por 15 minutos e estabilizacdo em resposta
a administracdo de acetilcolina (10uM, ACh), que & um vasodilatador dependente de
endotelio em vasos pre-contraidos com fenilefrina (3uM PE). Para as curvas de
concentracdo resposta com endotelio, os aneis foram considerados com endotelio intacto
guando o relaxamento obtido foi maior que 80% em resposta a ACh e sem endotelio,
guando menor que 10%. As curvas concentracdo-resposta foram obtidas antes e apos
incubacdes com INDO e L-NAME.
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3.2.7 Protocolos de reatividade vascular

i. com objetivo de avaliar a participacdo do NO na resposta vasodilatadora da

Glutationa nas arterias mesentericas de resistencia, a curva dose resposta foi
realizada antes e apos o uso de um inibidor inespecifico da NOS, L-NAME (300
MM) adicionado acuba por 30 minutos;

. 0 mesmo protocolo foi realizado para avaliar a participa¢do da PGI2 na resposta

vasodilatadora, no qual, o inibidor da enzima COX, indometacina (10 pM) foi

adicionado a cuba durante 30 minutos;
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3.2.8 Diamonofluoresceina (DAF-2)

O terceiro ramo das arterias mesentericas de resistencia foi isolado, limpo e
dissecado dos tecidos aderentes e imediatamente congelado em liquido de
crioprotecao (TissueTek - optimum cutting temperature, OCT). Os blocos
contendo as arterias foram armazenados em freezer a -80C ate o momento do
preparo das laminas no criostato (-25C, sem iluminagéo; laminas de 10 pm de
espessura). As laminas foram armazenadas em freezer a -20°C ate o momento
dos experimentos. Baseando-se no proposto por Costa et al. (2018) com algumas
modificagdes, as laminas foram gelatinizadas com solucao de gelatina a 1% mais
agua destilada (1 g de gelatina para 100 ml de agua destilada), etiquetadas e
levadas ao criostato onde as amostras com OCT foram cortadas a 10uM e a -20°C.
Posteriormente foram armazenadas na geladeira. Apos essa preparacao das laminas,
e feito uma camera escura forrada com papel Watmann umedecido com agua do Milli
Q que servem de base para as laminas com os cortes que sao levadas para a estufa
a 37° por 30 minutos com a intencao de derreter o OCT para que posteriormente
ele seja lavado com solucao tampao de PBS (fosfato-salino ou phosphate

buffered saline, 200uL) para remover 0 excesso.

Apoés essa lavagem a caixa com as laminas retornou para a estufa a 37°
por 30 minutos e finalmente depois desse processo, as seis laminas para cada grupo,
ao abrigo da luz, foram incubadas com o corante fluorescente diacetato de 4, 5 -
diaminofluoresceina (DAF-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), que € uma sonda de
permeabilidade amembrana nao fluorescente, que reage com NO e produz DAF-2, um
derivado fluorescente e DAF + L-NAME na quantidade de 200uL para a avaliacao da
producao de NO. Brevemente, as laminas do grupo DAF foram incubadas com DAF-
2 (10 uM) por 30 minutos, em 37°C, para investigar a producdo basal de NO. E as
l2aminas DAF-2 + L-NAME (300 uM) foram incubadas por 30 minutos sendo um controle
negativo para a producao de NO. Posteriormente as laminas sao secadas com 0 uso
do secador e conduzidas ao microscopio de fluorescéncia com comprimentos de
onda de excitacao e emissao de 515 e 500 nm, respectivamente, indicativo da formacao
de NO (HETRICK; SCHOENFISCH, 2009). Dessa forma, foram obtidas imagens
digitais na objetiva de 40x, no microscépio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager. As
imagens foram analisadas no programa Image J 1.48, usando a funcd de andise de

densidade éptica de fluorescéncia da area de interesse (ROl manager).
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3.7.2 Diclorofluoresceina (DCF)

Foi utilizado o protocolo de Giesen et al., (2020) e Somberg et al. (2017), com
algumas modificactes. Foi feita a analise da producao de H.O, em cortes de arteria
mesenterica atraves da microscopia de fluoresceéncia realizada de maneira indireta,
atraves da utilizacko das sonda 2,7 Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA;
Invitrogen). O DCF e uma sonda permeéael a membrana celular e nzo fluorescente.
Entretanto, na presenca de especies reativas, especialmente o H20», este composto &
oxidado no interior da celula e produz um composto fluorescente, 2, 7-
diclorofluoresceina (DCF) que permanece intracelular. Brevemente, apts a
gelatinizaco, cortes no criostato e preparacéo das laminas na estufas semelhantemente
ao protocolo de DAF-2, foram incubadas 6 laminas para cada grupo ao abrigo da luz.
As seis laminas foram incubada com DCF (10 uM ) por 30 minutos, em 37°C, para
investigar a producao basal de H.O,. Ja as outras seis foram incubadas com DCF +
Catalase pelo mesmo tempo, (1000 Ul/ml), sendo um controle de que a fluorescéncia
observada sera proveniente do H.O>. Imagens digitais foram obtidas na objetiva de
40x, usando o microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager analisadas no programa
Image J 1.48, usando a funcd de andise de densidade Optica de fluorescencia da aea

de interesse (ROl manager).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa estatistico
GraphPad Prism (verséo 8.00, EUA). Os dados foram expressos como media * erro
padrdo da media (EPM). A comparacao entre os grupos foi realizada por meio da
analise de variancia de uma via (one-way ANOVA), e para verificar entre quais grupos
houveram diferencas foi utilizado o teste post hoc de Bonferroni, ja na andise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA) foi utilizado o teste post hoc de Tukey. O nivel
de significancia foi estabelecido para valores de p < 0, 05 e o teste de normalidade

utilizado foi o Shapiro-Wilk.
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4 RESULTADOS
4.1 PESO CORPORAL E DOS ORGAOS

O tratamento com a GSH néo alterou o peso corporal das ratas como pode ser
observado na Tabela 1. O figado apresentou diferenga entre grupos, quando comparado
0 grupo Sham com o OVX+GSH. O peso do Utero foi realizado para confirmar a eficacia
da castracdo e como j& era esperado devido a retirada dos horménios sexuais e observado
na tabela 1, houve uma reducéo nesta variavel nas ratas ovariectomizadas (OVX) quando

comparado com as ratas Sham.

Tabela 1 Dados ponderais dos animais SHR

Orgdos Sham Sham + GSH ovX OVX + G5SH
Peso corporal final (g} 172+ 0,00 181 £ 0,00 191+ 0,00 191 £ 0,00
Figado (g/mm) 0,214 +0,01 0,233 +0,01 0,250+ 0,01 0,268 +0,01*
Utero Umido {mg/mm) 0,009 +0,01 0,009 +0,01 0,004 +0,01* 0,003 +0,01*#
Utero Seco {mg/mm) 0,001 +0,01 0,002 £0,01 0,001 +0,01* 0,001 + 0,01%

Os valores foram expressos como media EPM. Na tabela sé apresentados dados relativos, de modo que
0 peso em miligramas (mg) dos érgéos, foi corrigido pela tibia, em milimetros (mm). A andise estafistica foi
realizada por meio da analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey Post Hoc
test. *P < 0,05 vs Sham, # vs OVX.

4.2 PRESSAO ARTERIAL

A figura 2 indica os valores pressoricos nos quatro grupos analisados. Podemos
observar que o tratamento de 21 dias com a Glutationa, ndo foi capaz de reduzir os valores
da pressao arterial sistolica, sendo os valores iniciais (Sham: 189,3 + 3; Sham+GSH: 198,5
+ 8; OVX: 194,8 £ 5; OVX+GSH: 206,8 + 6), e os finais (Sham: 195,3 + 3; Sham+GSH:
183,3 + 8; OVX: 204,1 + 5; OVX+GSH: 194,4 + 6) O tratamento também se mostrou
ineficaz em alterar a frequéncia cardiaca, como demonstrado na figura 3, sendo os
valores iniciais (Sham: 359 + 2; Sham+GSH: 350 + 8; OVX: 362,5 £+ 8; OVX+GSH: 369
+ 6) e os finais (Sham: 355,7 £ 2; Sham+GSH: 366,7 + 8; OVX: 398,6 + 8; OVX+GSH:
380,7 + 6).



26

250_ = gﬂgm+G5H
== QVX
= OWVX+GSH
200-
=
E 150+
E
v 100+
<
o
50
u-

INICIAL FINAL

Figura 2 Valores da Presséo Arterial Sistélica (PAS) por pletismografia de cauda em ratas SHR no inicio
e no final do tratamento de 21 dias com Glutationa. Sham (n = 9), Sham+GSH (n=9), OVX (n=9) e OVX
GSH (n = 9). Todos os valores foram expressos com média + EPM. Andise estafistica foi realizada por
meio da analise de variancia de duas via (two-way ANOVA) seguida pelo Tukey Post Hoc test. *P < 0,
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Figura 3 Valores de Frequéncia Cardiaca em ratas SHR no inicio e no final do tratamento de 21 dias
com Glutationa. Sham (n = 9), Sham+GSH (n=9), OVX (h= 9) e OVX GSH (n = 9). Todos os valores
foram expressos com média + EPM. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de
duas via (two-way ANOVA) seguida pelo Tukey Post Hoc test. *P < 0, 05

4.3 PROTOCOLO DE REATIVIDADE VASCULAR

4.3.1 Relaxamento induzido pela Acetilcolina
Os resultados a seguir estao configurados dentro do protocolo de
reatividade mesenterica de resistencia de ratas espontaneamente hipertensas, de
modo que na figura 4A o eixo y corresponde ao percentual de relaxamento induzido
pela ACh, em relaggo a contracdo m&ima alcancada pela pre-contracgo a PE (3 uM).

Observamos que ambos grupos de ratas ovariectomizadas responderam de forma



27

semelhante ao relaxamento induzido pela ACh (OVX: 54+9 e OVX+GSH: 54+10)
Adicionalmente, tanto a analise de area abaixo da curva (AUC) (figura 4B) (Sham:
257+34; Sham+GSH: 210129, OVX: 276+30, OVX+GSH: 274+21), como a resposta
maxima (Rmax) (figura 4C) (Sham: 84+6; Sham+GSH: 82+6, OVX: 8545,
OVX+GSH: 90+3) ndo apresentaram diferencas.

Sham
Sham+GSH

Relaxamento (%)
»
o
]

et

100-

-LO Ac“ N
E; g [ ]( ) (:
100

AUC
(Unidades Arbitrarias)
RMax (%)

0-

Sham Sham+GSH ovX OVX+GSH Sham  Sham+GSH ovX OVX+GSH

Figura 4 Reatividade vascular a acetilcolina (ACh, 0,1 nM -10 M) de todos os grupos. (A) curva
concentrac@o-resposta a ACh (B) &ea abaixo da curva (AUC) e (C) resposta de relaxamento m&imo a
ACh (RMax.) (n = 9). Sendo (*) diferente do grupo Sham. Andise estatistica foi realizada por meio da
analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo Tukey Post Hoc test. *P < 0,05

4.3.2 Mediadores Endoteliais envolvidos na resposta de relaxamento induzida pela
acetilcolina

Os mediadores endoteliais, PGI2 e EDRF (fator relaxante derivado do
endotélio) envolvidos no relaxamento induzido pela ACh foram investigados apés
inibicdes inespecificas. O grafico 5A demonstra a curva de dose-resposta a ACh de
todos os grupos, e para verificar a participacdo da via do NO, os vasos foram
incubados com inibidor inespecifico da NOS (L-NAME — 300 uM) (figura 5B) (Sham:
31+7; Sham+GSH: 9,5£2; OVX: 17+4; OVX+GSH: 34+9). Apés 30 minutos de
incubacdo, observamos que o grupo Sham+GSH apresentou uma reducdo na
resposta de relaxamento induzida pela ACh. Ao analisarmos o grupo OVX,
observamos que esse grupo apresenta um relaxamento comprometido ao comparar

com o grupo Sham. De forma interessante, o tratamento com GSH em ratas castradas
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promoveu uma recuperacdo da resposta de relaxamento induzida pela ACh. Nas
analises da AUC (figura 5C) podemos observar o padrao de resposta descrito acima.
Apés inibicdo com L-NAME, os grupos Sham+GSH e OVX, apresentaram uma
reducdo nos valores de AUC (Sham:157,4+20; Sham+GSH: 48,53t18, OVX:
87,43118, OVX+GSH: 171,7427) e o tratamento nas ratas castradas promoveu
aumento nesse parametro. Na resposta maxima (Rméx) (figura 5D) (Sham: 61,65+11;
Sham+GSH: 24,32+10, OVX: 87,43+40; OVX+GSH: 88,12+76), observamos que
houve aumento no que diz respeito ao efeito vasodilatador induzido pela ACh nos
grupos OVX e OVX+GSH em relagdo ao Sham+GSH.

O papel dos prostandides comparado com o grupo controle (figura 6A), foi
avaliado na presenca do inibidor da ciclooxigenase (INDO, 10 uM) e observamos que
o relaxamento do grupo apresentado na curva (figura 6B) com a inibicdo da COX, se
mostrou diferente em relacao ao grafico controle (figura 6A) desde a quarta até a
décima dose. Ja na figura 6C que mostra o grafico de AUC, nao foram observadas
diferencas (Sham: 347,7+42; Sham+GSH: 20550, OVX: 222,7+34, OVX+GSH:
290£18) e na Rmax (figura 6D) (Sham: 98+0; Sham+GSH: 69,25+10; OVX: 88,5315,
OVX+GSH: 98+0), o grupo Sham+GSH se mostrou diferente do grupo OVX+GSH.
Afim de entender como se deu a resposta dos grupos sem incubacéao (grupo controle)
e com incubacfes com L-NAME e INDO foram expostos os graficos de concentracéo
resposta, AUC e Rmax de todos os grupos (Sham, Sham+GSH, OVX e OVX+GSH)
na figura 7. Observamos que o grupo Sham demonstrou diferenca entre a resposta
com L-NAME e a resposta com INDO no que se trata da AUC e Rmax, esse mesmo
dado foi demonstrado no grupo Sham+GSH, ainda que com a diferenca entre o
controle e o L-NAME. Ja os grupos ovariectomizados (OVX e OVX+GSH)

demonstraram ter diferencas entre o controle e o L-NAME e entre o L-NAME e INDO.
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Figura 5: Participacdo do NO no efeito vasodilatador da ACh (0,1 nM -10 M) em artérias mesentéricas
de resisténcia de ratas SHR. (A) curva concentragdo-resposta a ACh todos os grupos controle; (B)
inibicdo ndo seletiva da NOS com L-NAME (300 uM) nos grupos Sham (n=9), Sham+GSH (n=9), OVX
(n=9) e OVX+GSH (n=9). (C) area abaixo da curva (AUC) e (D) resposta de relaxamento maximo a ACh
(RMax.) Os valores foram expressos com média + EPM. * p < 0.01. Para a andlise utilizou-se ANOVA
uma via. Sendo (*) diferente do Sham, (#) diferente do OVX e ($) diferente de Sham+GSH.
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Figura 6 Participacdo dos prostanoides no efeito vasodilatador da ACh (0,1 nM -10 M) em artérias
mesentéricas de resisténcia de ratas SHR. (A) curva dose-resposta a ACh todos os grupos controle;
(B) efeito da inibicdo da COX com INDO (70 uM) nos grupos Sham (n=9), Sham+GSH (n=9), OVX (n=9)
e OVX+GSH (n=9). (C) &rea abaixo da curva (AUC) e (D) resposta de relaxamento maximo a ACh
(RMax.) Os valores foram expressos com média + EPM. * p < 0.05. Para a analise utilizou-se ANOVA
uma via. Sendo (*) diferente do Sham, (#) diferente do OVX e ($) diferente de Sham+GSH.
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Figura 7 Participacdo do NO e dos prostandides em artérias mesentéricas de resisténcia de ratas SHR
de todos os grupos ACh Controle (n=9), L-NAME (n=9) e INDO (n=9). (A) curva concentracao-resposta
Sham; (B) AUC Sham; (C) Rméax Sham. (D) curva concentracdo-resposta Sham+GSH; (E) AUC
Sham+GSH; (F) Rméax Sham+GSH. (G) curva concentracdo-reposta OVX; (H) AUC OVX; (I) Rméax
OVX. (J) curva concentracdo-resposta OVX+GSH; (K) AUC OVX+GSH; (L) Rméax OVX+GSH. Os
valores foram expressos com média £ EPM. * p < 0.01. Para a analise utilizou-se ANOVA uma via.
Sendo (*) diferente do Controle, (#) diferente do L-NAME e ($) diferente de INDO.

4.3.3 Contracdo induzida pela Fenilefrina

Os resultados a seguir demonstram o protocolo de reatividade mesentérica de
resisténcia de ratas SHR, de modo que na figura 7A o eixo y corresponde ao percentual
de contracéo induzido pela PE. Observamos que houve diferenca na curva em todos
0s grupos em relacdo ao Sham+GSH no que tange ao potencial de vasoconstricao
(Sham: 8+2; Sham+GSH: 3+1; OVX: 11+1,6; OVX+GSH: 8,5+2). Na analise da AUC
(Figura 7B) (Sham: 40+7; Sham+GSH: 17+1,7, OVX: 60+11, OVX+GSH: 4215),
diferencas foram encontradas entre o grupo Sham+GSH, OVX e OVX+GSH, ja na
Rmax (Figura 7C) (Sham: 15,7+1,4; Sham+GSH: 8,4+0; OVX: 19+1,6 OVX+GSH:
18,3+t1), as diferencas apareceram entre o grupo Sham+GSH e os demais (Sham, OVX
e OVX+GSH).
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Figura 8 Reatividade vascular a fenilefrina (PE, 0,1 nM -10 M) em todos os grupos. (A) curva
concentracdo-resposta a PE (B) area abaixo da curva (AUC) e (C) resposta maxima a PE
(RMax.) (n= 9). Sendo (*) diferente do Sham, (#) diferente do OVX e ($) diferente de
OVX+GSH.

4.3.4 Mediadores endoteliais envolvidos na resposta de contracdo induzida pela
fenilefrina

Os mediadores endoteliais avaliados, envolvidos na vasoconstricdo induzido
pela PE foram investigados apoés a inibicao inespecifica da NOS (com L-NAME — 300
MM) ilustrado na figura 8B e afim de comparacéo, a figura 8A demonstra os resultados
encontrados na curva de dose-resposta de todos o0s grupos controle. As curvas
apresentaram diferencas em diversas doses nos diferentes grupos (Sham: 12+1;
Sham+GSH: 3,7+0; OVX: 11+2; OVX+GSH: 10+9,5), sendo que o grupo Sham+GSH
demonstrou uma reducao da resposta vasoconstritora em comparacao com os demais
grupos. Ja no que se trata da AUC (figura 8C) (Sham: 60£9,5; Sham+GSH: 19,4+3,7;
OVX: 60+9; OVX+GSH: 48+6) e da Rmax (figura 8D) (Sham: 18,35+1; Sham+GSH:
5,4+0; OVX: 17,90+2; OVX+GSH: 21+1) com inibicdo da enzima NOS, observamos
gue a resposta do grupo Sham+GSH foi diminuida em relacdo aos grupos Sham, o
OVX e OVX+GSH.

O papel dos prostandides foi avaliado diante do uso do inibidor da COX (INDO,
10 uM) e no gréfico de dose-resposta a PE exposto na figura 9A, observamos a curva

referente ao controle e ao compararmos com a curva de dose resposta apoés a inibi¢cao
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(figura 9B), vemos que houve diferenca em varias doses e grupos (Sham: 8+1;
Sham+GSH: 3%1; OVX: 9£2; OVX+GSH: 4+£1), sendo que ambos grupos tratados
demonstraram ter respostas semelhantes a inibicdo dos prostandides. A AUC (figura
9C) (Sham: 41,7+9,5; Sham+GSH: 14+2)5; OVX: 45%+11; OVX+GSH: 20%2) foi
diferente ao comparar o grupo Sham+GSH com o Sham e OVX. J& a analise da Rméax
(figura 9D) (Sham: 15£1; Sham+GSH: 9+1; OVX: 18£2; OVX+GSH: 13+0) mostrou
gue o grupo Sham+GSH foi diferente do Sham, OVX e OVX+GSH. No que se trata da
resposta dos grupos sem incubacao (grupo controle) e com incubac¢des com L-NAME
e INDO, foram expostos os gréaficos de concentracdo resposta, AUC e Rméax de todos
0s grupos (Sham, Sham+GSH, OVX e OVX+GSH) conforme ilustrado na figura 11.
Dentre todos os grupos, apenas o OVX+GSH que demonstrou diferenca na AUC,
sendo diferente controle e INDO e L-NAME e INDO.
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Figura 9 Participacdo do NO no efeito vasoconstritor da PE (0,1 nM -10 M) em artérias mesentéricas
de resisténcia de ratas SHR. (A) curva dose-resposta a PE todos os grupos controle; (B) inibi¢cdo ndo
seletiva da NOS com L-NAME (300 uM) nos grupos Sham (n=9), Sham+GSH (n=9), OVX (n=9) e
OVX+GSH (n=9). (C) area abaixo da curva (AUC) e (D) resposta de contragdo maxima a PE (RMax.) Os
valores foram expressos com média + EPM. *p < 0.01. Para a analise utilizou-se ANOVA uma via.
Sendo (*) diferente do Sham, (#) diferente do OVX e ($) diferente de OVX+GSH.



34

INDO
A 25+ B 25+
Sha
= 20+ I Sham+GSH = 20 :
[ —4— OVX £ s
- ——  OVX+GSH - e
:&15 “3‘ 15
S 10 S 10
- —
g ToHESH'S 5
O 54 — #*$ S 5-
0- E - # 0- _f
I 1 1 1 1 1 I Ll I 1 1 1
9 -8 & -6 5 4 9 -8 7 -6 5 4
-Log [PE] (M) -Log [PE] (M)
C 60 D 25—
£
= 20_
.E —
3 40 215
S< oy
< 3 "g 104 *#$
E 20 * Y
2 5-
2
0- 0-
Sham Sham+GSH OVX OVX+GSH Sham Sham+GSH OVX OVX+GSH

Figura 10 Participacdo dos prostanoides no efeito vasoconstritor da PE (0,1 nM -10 M) em artérias
mesentéricas de resisténcia de ratas SHR. (A) curva dose-resposta a PE todos os grupos controle;(B)
efeito da inibicdo da COX pela INDO (70 uM) nos grupos Sham (n=9), Sham+GSH (n=9), OVX (n=9) e
OVX+GSH (n=9). (C) &rea abaixo da curva (AUC) e (D) resposta de contracdo maxima a PE (RMax.)
Os valores foram expressos com média £ EPM. * p < 0.01. Para a andlise utilizou-se ANOVA uma via.
Sendo (*) diferente do Sham, (#) diferente do OVX e ($) diferente de OVX+GSH.
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Figura 11 Participacé@o do NO e dos prostanéides em artérias mesentéricas de resisténcia de ratas SHR
de todos os grupos PE Controle (n=9), L-NAME (n=9) e INDO (n=9). (A) curva concentracao-resposta
Sham; (B) AUC Sham; (C) Rméx Sham. (D) curva concentracdo-resposta Sham+GSH; (E) AUC
Sham+GSH; (F) Rméax Sham+GSH. (G) curva concentragdo-reposta OVX; (H) AUC OVX; (I) Rméax
OVX. (J) curva concentrac@o-resposta OVX+GSH; (K) AUC OVX+GSH; (L) Rmax OVX+GSH. Os
valores foram expressos com média + EPM. * p < 0.01. Para a analise utilizou-se ANOVA uma via.
Sendo (*) diferente do Controle, (#) diferente do L-NAME e ($) diferente de INDO.



36

4.5 ANALISE DE FLUORESCENCIA

4.5.1 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

Os niveis de NO foram mensurados pela producdo de fluorescéncia emitida
por DAF-2 (figura 10A). Em condi¢cdes basais (auséncia de estimulos), a andlise
fluorescéncia revelou maior producdo de NO no grupo Sham+GSH (64 + 5) e
OVX+GSH (70 + 4) quando comparado a seus respectivos grupos controle, Sham (40
+ 3) e OVX (45 £ 5), conforme ilustrado na figura 10B.
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Figura 12 (A) Analise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por diamonofluoresceina

(DAF) em artérias mesentéricas de ratas SHR nos quatro grupos. Barra de escala = 20 um. Os valores
foram expressos com média + EPM. * p < 0.05. Para a analise utilizou-se ANOVA uma via seguida do
teste post hoc de Tukey. (B) Grafico representativo da microscopia de fluorescéncia emitida por DAF-
2 em artérias mesentéricas de resisténcia dos quatro grupos. Os valores foram expressos com média
+ EPM. *p < 0,05, A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Sendo (*) diferente do Sham, (#) diferente do OVX.

4.5.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H20,)

Na auséncia de estimulos (condicdes basais), a analise da fluorescéncia
produzida pela oxidacdo com diclorofluoresceina em artérias mesentéricas (figura
11A) revelou baixa producdo de H>0O> no grupo Sham+GSH (45 +4) e OVX+GSH (53
+ 4) quando comparado a seus respectivos grupos controle Sham (93 +4) e OVX (98

+ 7), conforme ilustrado na figura 11B.
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Figura 11 Andlise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por diclorofluoresceina (DCF)
em artérias mesentéricas de ratas SHR nos quatro grupos. Escala = 20 ym. Os valores foram expressos
com média + EPM. * p < 0.05. Utilizou-se ANOVA uma via seguida do teste post hoc de Tukey. Grafico
representativo da microscopia de fluorescéncia emitida por DCF em artérias mesentéricas de
resisténcia dos quatro grupos. Os valores foram expressos com média £ EPM. *p < 0,05. A analise
estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey. Sendo (*)
diferente do Sham e (#) diferente do OVX.
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5 DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesse estudo foram que o tratamento de 21 dias
com Glutationa néo alterou a resposta de relaxamento induzida pela ACh, porém foi
capaz de reduzir a resposta contratil induzida pela PE em arterias mesentericas de
resistencia em ratas SHR ovariectomizadas. Além disso, pudemos identificar que os
mediadores endoteliais, prostaciclina e o EDHF participaram desta resposta. Sendo
assim, observamos uma maior participacdo da via do NO no grupo Sham+GSH e
OVX. Ja as ratas Sham e OVX+GSH, apresentaram uma menor dependéncia da via
do NO e no que se trata da inibicdo com INDO, notamos que ambos grupos tratados
demonstraram responder de forma semelhante & inibicao dos prostanoides.

Em relacdo aos pesos apresentados, entendemos que no que se trata do
figado, o papel da GSH como antioxidante é especialmente relevante porque é seu
principal local de sintese, armazenamento e exportacéo (LU,2013). A importancia da
GSH no figado reside no papel central que este 6rgdo tem como responsavel pela
oxidacao e eliminacéo de substancias toxicas que induzem o EO, assim, a presenca
de agentes antioxidantes no figado previnem e reduzem esse estresse, seja
capturando, metabolizando ou transformando moléculas em agentes menos toxicos
gue EROs (LIEBER 2003). Sendo assim, observamos que o figado apresentou
diferenca entre o grupo Sham e OVX, pois conforme pontuado na literatura por Ramos
et al. (2018), as ratas tém maior concentracdo enddgena de estrOgenos em
comparacao aos ratos machos e sabe-se que quando é feito uma hepatectomia
parcial em ratas ovariectomizadas cuja as concentracfes de horménios sexuais sao
deficientes, € provocado uma proliferacdo diminuida dos hepatdcitos, ou seja, o
resultado encontrado de que o figado aumentasse seu tamanho quando retirado os
horménios sexuais com a ovariectomia era esperado, porém, o fato do tratamento com
a GSH néo ter restaurado os parametros do Sham, é um dado que adverge da
literatura, pois era esperado que o antioxidante fosse capaz de reestabelecer as

alteracdes provocadas pela ovariectomia no figado de ratas (SCHULLER, 2016).

Batmunkh (2017), ainda corrobora que o tecido hepético € alvo dos horménios
sexuais, visto que o0s estrogénios por exemplo, estdo envolvidos na prevencdo do
acumulo de triglicerideos pois, reduzem a sintese lipidica no figado, além de agirem

como anti-inflamatérios fisiolégicos no organismo, sendo sua falta uma fator que
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acelera o processo de senescéncia por desencadear inflamagdo generalizada.
Acredita-se que um dos fatores responsavéis pelo aumento do peso do figado e
alguns processos inflamatorios encontrados, pode ser devido a via de administragdo
escolhida, pois Alsina-Shanchis et al., (2021), diz que a injecéo intraperitoneal de
diferentes 6leos causa inflamacgédo peritoneal e deplecdo de macréfagos peritoneais
residentes. Mesmo a GSH usada ndo sendo um 0leo, mas sim uma substancia
cristalizada, acredita-se que ela sendo aplicada pela via intraperitoneal pode ter
contribuido para os processos inflamatoérios acontecerem. A afericdo do peso do Utero,
foi realizada para confirmar a eficacia da castracdo e como ja era esperado houve uma
reducdo nesta varidvel nas ratas ovariectomizadas, jA& que o Utero sofre relevante
influéncia das alteracbes hormonais que acarretam em sua hipoatividade e
consequentemente reducéo da massa uterina caso sejam retirados (ROCHA, 2017).
Contudo o tratamento com GSH reduziu ainda mais o peso do Utero, tal dado néo foi
encontrado na literatura, mas sabe-se que a diminui¢cdo dos niveis de hormoénios sexuais
femininos pode causar um desequilibrio oxidante/antioxidante, pois a glutationa
redutase uterina é regulada pelo estradiol e pela progesterona (DIAZ-
FLORES, 1999).

Nao obstante, outro dado que néo foi confirmado pela literatura foram
os dados hemodinamicos, pois era esperado que a GSH protegesse o tecido
vascular contra o EO e aumentasse a disponibilidade de NO para exercer um
efeito relaxante, contribuindo para a reducdo da PA elevada em ratos SHR
(VASDEV et al.,, 2001 e RUIZ-RAMIREZ et al., 2014), contudo a afericédo
indireta da pressdo ndo mostrou diferencas neste aspecto e nem na
frequencia cardiaca. Especula-se que a medida direta da pressao poderia ter
fornecido melhores analises ja que seria um método que permitiria a
obtencado, batimento-a-batimento, dos valores de pressao intraarterial. Da
mesma forma ndo encontramos diferencas no peso corporal dos animais,
ainda gue se esperasse que a privacao dos horménios ovarianos fosse um
fator relacionado com o maior ganho ponderal em ratas (VASCONCELLOS et
al., 2005). No que se trata do relaxamento induzido pela ACh diante dos parametros
utilizados nesse estudo, observamos que nossos resultados corroboram o encontrado
por Nawate et al. (2005), de que relaxamento dependente do endotélio induzido por

ACh na artéria mesentérica nao foi modificado pela ovariectomia. Contudo, diante da
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literatura esperava-se que a glutationa potencializasse a vasodilatagdao mediada por
ACh conforme pontuado por Prasad et al., (1999), no entanto vimos que o tratamento
de 21 dias com Glutationa n&o alterou a resposta de relaxamento induzida pela ACh.

Conforme elucidado anteriormente por Matuz-Mares et al.(2021), muitas
patologias cardiovasculares, durante o seu desenvolvimento, geram um estado de
estresse e a GSH é uma molécula presente em todos os tecidos, que participa
ativamente na neutralizacdo do efeito oxidante das espécies reativas, sendo sua
sintese e/ou regeneracdo importantes para poder responder ao aumento de agentes
oxidantes e a eliminagéo direta de radicais. Dessa forma, quando falamos das EROs
elevadas, € importante frisar sobre a disfuncdo endotelial que € caracterizada pela
vasodilatacdo e vasoconstricdo desequilibradas, fatores pro-inflamatorios e
deficiencia de biodisponibilidade de NO (TRIGGLE et al, 2012) rompendo a
permeabilidade da barreira endotelial que faz parte da resposta inflamatéria no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (SUN et al., 2020). Adicionalmente,
guando falamos de mediadores endoteliais nos resultados de ACh, sabemos que o L-
NAME potencializa uma contracdo dependente do endotélio e uma inibicdo do
relaxamento dependente do endotélio induzido pela ACh, além de ser capaz de inibir

a producéo do NO que é um fator relaxante derivado do endotélio (LIU, 2019).

Neste estudo observamos que ao aumentar a acdo de agentes
vasoconstritores, inibindo a NOS, o grupo Sham e o grupo OVX se mostraram
diferentes dos seus respectivos grupos com GSH, ou seja, 0 grupo Sham relaxou mais
gue o Sham+GSH e o grupo OVX relaxou menos que o grupo OVX+GSH. Esses
dados corroboram Pechanova et al. (1999), que mostrou que a diminuicdo do nivel de
GSH aumentou a vasoconstricdo em ratos com deficiéncia de NO e que o L-NAME foi
mais potente no aumento da vasoconstricdo em animais com insuficiéncia de GSH.
Entende-se que a GSH, desempenha um papel importante no sistema cardiovascular
porque é um importante antioxidante que restaura o equilibrio redox intracelular e
previne a inativacdo de NO produzido pelo endotélio (LEOPOLD, 2005), portanto,
guando inibido o NO nas ratas hipertensas sem os hormonios sexuais, observamos
uma melhora da vasodilatacdo no grupo tratado com GSH, pois sabemos que o
estrogénio tem uma forte participagdo na ativacdo da NOS e na diminuicdo do EO
(GRYGRESKI,1986), e seus niveis reduzidos nos grupos castrados pode ter levado a

uma menor dependéncia da via do NO e a GSH foi capaz de recuperar essa via, ou
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seja, percebemos que a ovariectomia foi capaz de reduzir a resposta vasodilatadora
da ACh apos inibicdo do NO, mas o tratamento com GSH conseguiu recuperar o
relaxamento. Dessa forma, observamos que a diminuicao do nivel de GSH aumentou
a vasoconstricdo em ratos com deficiéncia de NO e o L-NAME foi mais potente no
aumento da vasoconstricdo em animais com insuficiéncia de GSH (ZIMMER, 2016).
Todavia, no que se trata da incubacéao com INDO na curva com ACh, observamos que
0 grupo OVX+GSH e o Sham+GSH se mostraram diferentes no que se trata da
capacidade de vasodilatacdo, sendo a resposta reduzida demonstrada no
Sham+GSH. Sabemos que a INDO é capaz de inibir a resposta secundéaria e
aumentar a duracdo dos relaxamentos induzidos pela ACh nas artérias de ratas
espontaneamente hipertensas (PARAPLAMMOOTTIL, 2022), e o encontrado neste
estudo, demonstrou que quando os prostrandides sao retirados, o relaxamento é
facilitado e quando ha a castracao, o relaxamento acontece de forma mais dificultada,
mas quando as ratas sao tratadas com GSH, o relaxamento parece acontecer de

forma mais facilitada novamente mesmo sem a protecdo dos hormonios sexuais.

Em analise dos resultados da vasoconstricao induzida pela PE, notamos que
todos os grupos se mostraram diferentes em relacdo ao grupo Sham+GSH, o que
difere do esperado na literatura, de que na ovariectomia, a contracao da artéria pela
PE seria aumentada (NAWATE, 2005) e de que a sensibilidade seria diminuida a
contracao induzida por PE em ratos com GSH (WELDY et al., 2012). No entanto, ao
avaliar a contribuicdo do NO derivado do endotélio para as respostas induzidas por
PE, os segmentos foram incubados com o inibidor da NOS (L-NAME) e notamos que
esta droga aumentou a resposta a PE em artérias obtidas de todos os grupos
experimentais, mas que o grupo Sham+GSH teve uma reducéo da resposta contratil,
revelando que contracdo na regido mesentérica de células vasculares musculares
lisas também estd associada a ativacdo das células endoteliais para liberar NO
(DORA, et al. 2000), o que corrobora o achado anteriormente por Caracuel et al.
(2019) e Prasad et al., (1999), de que a administracdo de GSH melhora a disfungéo
endotelial aumentando a atividade do NO, mas sem aumentar a acdo vasodilatadora
dos doadores de NO. Contudo na incubacdo com INDO, sabemos que em ratos SHR,
a enzima COX exerce um papel pivotal, transformando o acido araquidénico em
endoperoxidos e esses precursores de prostaglandinas sdo liberados durante as

contracbes dependentes do endotélio (VANHOUTTE, 2009). Notamos que assim
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como achado anteriormente por Ferguson et al. (2015), o inibidor da COX atenuou a
vasoconstricdo induzida por PE e o grupo Sham+GSH se mostrou significamente
diferente do OVX mas similiar ao OVX+GSH, demonstrando que ambos grupos
tratados foram capazes de manter os niveis normais de contragdo. No entanto a
literatura traz que os hormoénios sexuais femininos diminuem a producdo de
prostandides vasoconstritores (DANTAS et al., 1999), porém nao observamos tal
dado, bem como era esperado no SHR uma dependéncia maior dos prostandides,
pois quando se tira os horménios sexuais a COX produz muitos prostandides
(SULLIVAN et al., 2005) e nao foi observamos tal dado nos grupos ovariectomizados

com a presenca da INDO.

Adicionalmente, levando em consideracdo que a fluorescéncia ilustra a
intensidade da disponibilidade do NO e do H>O., constatamos que sobre os niveis de
NO mensurados pela fluorescéncia emitida por DAF-2, em condi¢des basais, revelou
maior producdo de NO no grupo Sham+GSH e OVX+GSH quando comparado a seus
respectivos grupos controle, o que corresponde com o encontrado por Orshal e Khalil
(2004), que afirmam que os estrogénios colaboram com o relaxamento dos vasos e a
ovariectomia prejudica esse efeito, aumentando a vasoconstricdo. Sabe-se que o NO
reage com GSH produzindo S-nitrosoglutationa biologicamente ativa (KERWIN JR;
HELLER, 1994) e em concentracdes toxicas de NO, a formacéo de S-nitrosoglutationa
menos reativa protege as células contra os ataques oxidantes. No nosso estudo, 0s
dados de fluorescéncia utilizando o DAF-2, revelaram que ambos grupos com GSH
demonstraram ter mais producdo de NO ou também menor degradacdo. Resultados
previamente pontuados na literatura demonstraram que devido a maior estabilidade
em comparacao com o préprio NO, a S-nitrosoglutationa demonstrou funcionar como
EDRF e como um inibidor da agregacdo plaquetaria (STAMLER et al.,, 1992;
IGNARRO, 1989), corroborando o encontrado neste estudo, onde o tratamento com
GSH pareceu ser capaz de aumentar a biodisponibilidade de NO nas ratas

hipertensas e ovariectomizadas.

Contudo os dados de fluorescéncia produzida pela oxidacdo envolvendo o
DCF na auséncia de estimulos, nos mostrou que houve uma menor produc¢éo de H.O>
no grupo OVX+GSH e isso esta de acordo com estudos anteriores demonstrando que

o ciclo redox da GSH representa o sistema de desintoxicagao de H-O> mais importante
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em células endoteliais (SUTTORP, et al. 1991). Hermann et al., (1997), pontuam que
na auséncia de NO, o H20> pode ser reduzido por um sistema redox da GSH, e de
fato, o grupo tratado com GSH e ovariectomizado revelou menores niveis de H20x,
sugerindo que o tratamento foi capaz de manter o equilibrio redox mesmo sem a
biodisponibilidade dos horménios sexuais. Portanto, entendemos que diante dos
resultados a GSH pode ser capaz de melhorar e manter a vasodilatagio mesmo

guando o NO esta ausente.



44

6 CONCLUSAO

Concluimos que o tratamento com a glutationa nao demonstrou melhorar os
parametros hemodinamicos, peso corporal e nem modificar a reatividade em vaso de
resisténcia de animais SHR, porem foi observado que diferentes mediadores
endoteliais participam desta resposta e a GSH pode ser capaz de melhorar e manter a
vasodilatagcdo mesmo quando o NO esta atenuado. Além do mais, o tratamento com a
Glutationa ndo foi capaz de reverter a hipertensdo. Essas observacbes podem
fornecer uma nova perspectiva para a compreensdo dos mecanismos vasculares
envolvidos nas respostas induzidas pela GSH, que poderiam ter potencial terapéutico
por ser capaz de melhorar a funcdo endotelial e contrabalancear as alteragdes
cardiovasculares que sdo observadas com a modificacdo na producdo de horménios
sexuais. Portanto, o estudo da glutationa continua a ser um importante e extenso

campo de pesquisa que requer uma analise mais aprofundada.
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