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RESUMO

A progesterona desempenha um papel importante nos processos fisioldgicos
relacionados aos Orgaos reprodutivos, mas ja se sabe que pode atuar em outros
sistemas, como o cardiovascular. No entanto, pouco se conhece sobre seu papel
nos diferentes leitos vasculares, especificamente nas artérias de resisténcia. O
objetivo deste estudo foi avaliar possiveis diferencas sexuais na vasodilatacdo
induzida pela progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia em ratos de
ambos os sexos. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFES) da Universidade Federal do Espirito Santo (n° 18/2020).
Curvas concentracao-resposta a progesterona (10 nM - 10 uM) foram realizadas
em artérias mesentéricas de Wistar (10 — 12 semanas) de ambos 0s sexos antes
e apos a remocado endotelial ou incubacdo com os inibidores ndo seletivos das
enzimas oxido nitrico sintase (NOS) (N“-nitro-L-arginina metil ester - L-NAME
300 pM), ciclooxigenase (COX) (Indometacina, INDO - 10 pM) sozinhos ou
conjugados com inibidor ndo seletivo da citocromo P450 (CYP) (Clotrimazol,
CLOT - 0,75 yM) ou um degradador do peréxido de hidrogénio (H202) (Catalase,
CAT - 1000 unidades/mL). Avaliamos também, o efeito do bloqueio néo seletivo
dos canais para potassio (Tetraetilamonio, TEA - 5 mM) e a participacdo do
receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER), usando um antagonista
seletivo do GPER (G36 - 1 uM). Além disso, investigamos a participacdo do
calcio por meio de curvas concentracdo-resposta com CaClz (10 uM — 30 mM)
antes e ap0s incubacao com progesterona (50 mM) ou nifedipina (1 uM). Nossos
resultados demonstraram que a acgdo aguda da progesterona promoveu
relaxamento em artérias mesentéricas de resisténcia de forma similar entre os
sexos. A resposta de relaxamento parece ndo depender dos mediadores
endoteliais [6xido nitrico (NO), prostandides (PNs) e a hiperpolarizacéo
dependente do endotélio (EDH)]. A vasodilatacdo induzida pela progesterona foi
mediada por uma via extra endotelial no musculo liso vascular (MLV), com a
participacdo do calcio e ndo dos canais para potassio e do GPER. Esses
achados sao importantes para uma melhor compreensao das agdes vasculares
da progesterona em ambos o0s sexos. Além disso, podem auxiliar no
entendimento das acdes provenientes das terapias hormonais na peri e pos
menopausa.

Palavras-chave: Progesterona, artérias mesentéricas de resisténcia,
reatividade vascular, masculo liso vascular, ion calcio.



ABSTRACT

Progesterone plays an important role in physiological processes related to
reproductive organs, but it is already known that it can act in other systems, such
as the cardiovascular system. However, little is known about its role in different
vascular beds, specifically in resistance arteries. The aim of this study was to
evaluate possible sex differences in progesterone-induced vasodilation in
mesenteric resistance arteries in rats of both sexes. The study was approved by
the Ethics Committee on the Use of Animals of the Federal University of Espirito
Santo (n° 18/2020). Concentration-response curves to progesterone (10 nM-10
MM) were performed in mesenteric arteries of Wistar (10 — 12 weeks) of both
sexes before and after endothelial removal or incubation with nitric oxide
synthase (NOS) enzyme inhibitors ( N*-nitro-L-arginine methyl ester - L-NAME
300 uM), cyclooxygenase (COX) (Indomethacin, INDO - 10 uyM) alone or
conjugated with non-selective cytochrome P450 (CYP) inhibitor (Clotrimazole,
CLOT - 0.75 pyM ) or a hydrogen peroxide (H202) degradant (Catalase, CAT -
1000 units/mL). We also evaluated the effect of nonspecific blockade of
potassium channels (Tetraethylammonium, TEA - 5 mM) and the participation of
the G protein-coupled estrogen receptor (GPER), using a selective GPER
antagonist (G36 - 1 uM). And we investigated the participation of calcium by
concentration-response curves with CaClz (10 uM — 30 mM) before and after
incubation with progesterone (50 mM) or nifedipine (1 pM). Our results
demonstrated that the acute action of progesterone promoted relaxation in
mesenteric resistance arteries of male and female rats in a similar way between
the sexes. This relaxation response does not appear to depend on endothelial
mediators [nitric oxide (NO), prostanoids (PNs) and endothelium-dependent
hyperpolarization (EDH)]. The action of progesterone appears to be more
dependent of an extra-endothelial pathway in the vascular smooth muscle (VSM),
with the participation of calcium, instead of potassium channels and the GPER.
These findings are important for a better understanding of the vascular actions
promoted by progesterone in both sexes. Moreover, it can help to understand the
actions of hormonal therapies in peri and post menopause.

Keywords: progesterone, mesenteric resistance arteries, vascular reactivity,
vascular smooth muscle, calcium ion
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVSs) representam um grande grupo de
distarbios que afetam o corac&o e vasos sanguineos, dentre eles encontram-se
doencas coronarias, cerebrovasculares, cardiacas, reumaticas e outras
condigbes (WHO, 2017). Além disso, as DCVs sado consideradas a principal
causa de mortalidade global (GDB, 2018) sendo maior que o niumero das demais
mortes por outras doencas nao transmissiveis, como cancer e doencas
respiratorias crénicas (WHO, 2011). Estima-se que em 2016, mais de 17,9
milhdes de pessoas morreram de DCVs, o equivalente a 31 % de todas as
mortes no mundo. Desse total, 85 % ocorreram por ataques cardiacos e derrame
(WHO, 2017), sendo um importante fator para a reducdo da qualidade de vida
na populacdo (GDB, 2018).

Quando comparado entre 0s sexos, a taxa de mortalidade por DCVs é
maior em homens do que em mulheres na pré-menopausa (MOSCA et al, 2016;
KUZNETSOVA, 2018), revelando uma acdo cardioprotetora dos hormonios
sexuais femininos (BARTON & MEYER, 2009; YANG & RECKELHOFF, 2011).
Porém, ao comparar mulheres na pés-menopausa com homens o risco
cardiovascular se torna semelhante (ROSAMOND et al, 2007), evidenciando
ainda mais o aumento do risco cardiovascular a partir da sétima década de vida
em mulheres (BENJAMIN et al., 2019). Esses dados epidemiolégicos indicam
gue a reducao nos niveis de hormonios sexuais ovarianos, caracteristico da fase
pés-menopausa, faz com que as mulheres sejam mais suscetiveis ao
desenvolvimento de DCVs (ANAND et al, 2008; SCHENKEL et al., 2014).
Classicamente, é demonstrado que o efeito protetor sobre o sistema
cardiovascular observado nas mulheres na pré-menopausa € atribuido
principalmente ao estrogénio (MACLENNAN, 2009). Porém, na menopausa é
observada uma deplecédo dos foliculos ovarianos, sendo assim, ocorre também
uma reducéo na sintese de progesterona, outro hormdnio ovariano cujos efeitos
cardioprotetores sao pobremente discutidos em comparagdo com os efeitos
estrogénicos (DALAL; AGARWAL, 2015).
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Com objetivo de esclarecer os efeitos dos hormonios sexuais femininos
no organismo, no final dos anos 80, estudos in vitro mostraram 0s inUmeros
beneficios do uso da terapia de reposicdo hormonal (TRH), dentre eles a
prevencédo de osteoporose, doenga coronariana e deméncia (HENDERSON et
al., 1991; STAMPFER et al., 1991; GRADY et al., 1992; GRODSTEIN et al.,
1997; YAFFE et al., 1998). Além disso, foram realizados estudos com ampla e
complexa investigacdo clinica de estratégias para prevencdo e controle de
algumas das causas mais comuns de morbidade e mortalidade entre mulheres
na pos-menopausa. Porém, estudos como o Heart and Estrogen-Progestin
Replacement Study (HERS) (HULLEY et al., 1998) e Women’s Health Initiative
(WHI) (ROSSOUW et al., 2002) mostraram que ndo houve efeito benéfico da
reposicao hormonal, indicando aumento do risco cardiovascular (HULLEY et al.,
1998; GRIMES, LOBO, 2002; ROSSOUW et al., 2002; DUBEY et al., 2004), o
que restringiu o seu uso (LOBO et al., 2016). Vale salientar que esses estudos
apresentaram varios vieses tais como, a idade avancada das participantes para
inicio da TRH e o tipo de reposicdo que associou progestinas (acetato de

medroxiprogesterona - MPA) ao estrogénio.

Os efeitos deletérios causados pelas progestinas no sistema
cardiovascular foram erroneamente atribuidos a progesterona (SIMONCINI,
2004; BOSCHITSCH, MAYERHOFER, MAGOMETSCHNIGG, 2010), uma vez
gue ha diferentes progestagenos e estes apresentam efeitos distintos sobre o
sistema cardiovascular (HERMSMEYER et al., 2008). Para um melhor
entendimento, o termo progestagenos € usado para se referir a qualquer agente
progestacional, seja ele sintético ou natural. A progesterona € o progestageno
natural produzido nos ovarios, ou composto qualificado como bioidéntico. A
progestina é o progestageno sintético (STANCZYK, HENZL, 2001; DI RENZO,
TOSTO, TSIBIZOVA, 2020). Nao obstante, estudo de Wharton e colaboradores
(2013), demonstrou que a progesterona bioidéntica ou micronizada apresenta
efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular, diferentes daqueles
observados com progestinas, como o MPA (WHARTON et al., 2013).

Embora a progesterona seja um dos hormoénios com relatos histéricos
mais antigos (DI RENZO, TOSTO, TSIBIZOVA, 2020), ainda ha muito a ser
descoberto sobre ela. Em 1672, pela publicacdo de Regner de Graaf, temos os
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primeiros relatos detalhados sobre o corpo Iuteo (CL) em seu livro (CORNER,
1974). Em 1898, estudos consideraram o CL como uma glandula enddécrina e
sua relagéo com a gestacgéao, por proteger o embrido e facilitar a implantagcédo no
utero (CORNER, 1974). Ao longo das descobertas, em 1929, Corner e Allen
conseguiram identificar a progesterona como o principal produto secretado pelo
CL. Entretanto, apenas em 1934, numa corrida cientifica entre grupos de
pesquisadores independentes, a progesterona foi isolada (WINTERSTEINER E
ALLEN, 1934). Finalmente, durante a segunda Conferéncia Internacional sobre
Padronizacdo de Hormonios Sexuais, em 1935, que o nome “progesterona” se
tornou oficial, porém existem duas versdes para a sua origem. A primeira versao
seria que o termo vem da fusdo dos nomes dado ao hormdnio pelos nortes
americanos e europeus, "progest” de progestina e o "sterone" de luteosterona
(ALLEN, 1974). A segunda versao relata que a escolha do nome “progesterona”
teve relacdo com as evidéncias bioldgicas e bioquimicas adquiridas pelas
pesquisas referentes a este horménio até aquele momento, progestational
steroidal ketone. (ALLEN, 1974; CORNER, 1974). Conhecida principalmente
por sua atuacdo no sistema reprodutor feminino, a progesterona prepara o
endométrio para a implantacdo do Ovulo, atuando na sua maturacdo e
vascularizacdo na fase pré-implantacdo (SCHNEIDER; DAVIES; HONOUR,
1993). Além de suas acdes sobre o sistema reprodutor, a progesterona também
atua em outros sistemas, como o sistema nervoso (ROSSETTI et al., 2016),
sistema esquelético (XIU et al., 2016) e sistema cardiovascular (PANG; DONG;
THOMAS, 2015) (Figura 1).

A camada intima € composta por células endoteliais sobrepostas em uma
membrana basal, que formam o endotélio vascular (MARTINEZ-LEMUS, 2012;
FORTIER; GULLAPALLI; MIRSHAMS, 2014). Ja est4 bem estabelecido que o
endotélio vascular desempenha um papel importante sobre a reatividade
vascular (FURCHGOTT, ZAWADZKI, 1980) e a integridade destas células tem
um papel importante para a manutencdo do tdnus vascular (TENNANT;
MCGEACHIE, 1990), sendo também responsavel pela liberacdo de fatores de
relaxamento derivados do endotélio (Endothelium Derived Relaxing Factors —

EDRFs), tais como o oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e a hiperpolarizacao



21

AUde
ot :
ey Sistema nervoso
4 - Preservagao da bainha de mielina
- Regeneragio de danos cerebrais
b - Auxilio na manutengao da temperatura
- Preservagdo da memoria
- Modulaggo do humor
N \vi,
$03% ) )
N Sistema cardiovascular
- Inibigdo da adesdofagregacdo plaquetria
,’ - Inibicdo da proliferagdo de VSMC
- Atenuagdo da contragao ventricular
G O - Protegdo contra lesdes cardiacas
-Agdo antioxidante no coragdo

-Vasodilatagao

W - Redugdo da pressdo arterial
6 D Metabolismo

SUprarrenais e Rins - Aumento dos niveis de HDL
- Efeitos tipo insulina:
- Precursor de outros hormanios esterdides Aumento da secregao de insulina
- Estimulagdo da natriurese Aumento do armazenamento de glicogénio

- Efeito antimineralocorticoide

Sistema 0sseo

- Aumento da densidade mineral dssea
- Prevengdo da esteoporose

Figura 1: Efeitos da progesterona nos diferentes sistemas do organismo feminino. Modificado
de Santos, Cunha, Giesen (2021).

dependente do endotélio (EDH), assim como fatores de contracdo derivados do
endotélio (Endothelium Derived Contracting Factors — EDCFs), como
tromboxano A2 (TXA2) e a endotelina-1 (ET-1) (ORSHAL; KHALIL, 2004,
SANDOOQO et al., 2010).

A camada média, que é formada pelo MLV, pode alterar o diametro do
vaso ao promover contracao ou relaxamento (KHALIL, 2001). A contratilidade do
MLV é um processo mediado pela concentracdo de célcio intracelular [Ca?]i
(KATOUE, KHAN, ORIOWO, 2006). Esse processo de acoplamento-excitacao-

contracdo do musculo liso é regulado por influxo de Ca?* pelos canais para Ca?*
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operados por voltagem (VOC), canais de calcio operados por estoque (SOC) da
membrana plasmatica (MP) ou nas suas invaginagdes (cavéolas) (JACKSON,
2000; POBURKO et al., 2004), canais de célcio operados por receptor (ROC)
(PUTNEY, 1986), bem como pela liberacdo do Ca?* do reticulo sarcoplasmatico
(RS) (POBURKO et al., 2004) e aqueles sensiveis a estiramento (JACKSON,
2000). Consequentemente, essa liberacdo de Ca?* do RS, juntamente com a
entrada desses ions pelos VOC nas células do MLV promovem o aumento do
[Ca?*]i. O Ca?* ird se ligar a calmodulina, formando o complexo calcio
calmodulina. Este complexo ativa uma quinase da cadeia leve da miosina, a
mesma quinase fosforila o caldesmon (retirando o bloqueio do sitio ativo na
actina) e miosina. A miosina no estado fosforilado se liga a actina promovendo a
contracgdo. Entédo, quando a [Ca?*]i reduz (pela remocéo do estimulo), ndo havera
mais o complexo calcio-calmodulina, logo, ndo teremos atividade da quinase.
Assim, com a reducdo da atividade da quinase, a fosfatase fica “livre” para
desfosforilar a miosina e o caldesmon retorna bloqueando o sitio ativo na actina,
promovendo o relaxamento (WEBB, 2003; KOU, EHRLICH, 2015). Essa
resposta de relaxamento ou contracdo também pode acontecer pela acédo de
agentes vasodilatadores e vasoconstritores. Os EDRFs exercem seus efeitos por
diminuir a [Ca?']i, enquanto os EDCFs aumentam a [Ca?*]i (LEDOUX et al.,
2006).

J& se tem conhecimento que os horménios sexuais podem estimular a
producdo de fatores vasoativos ao interagir com o endotélio, via receptores
nucleares e extranucleares e/ou segundos mensageiros (MENDELSOHN;
KARAS, 2005). Estudos demostraram em homens e mulheres, a presenca de
receptores de progesterona em células endoteliais (INGEGNO et al., 1988;
VAZQUEZ et al., 1999; ORSHAL; KHALIL, 2004), sugerindo que esse hormonio
possa desempenhar papel importante na manuten¢éo dos processos vasculares
(THOMPSON; KHALIL, 2003). Todavia, ainda temos pouco conhecimento
acerca dos efeitos da progesterona sobre os diferentes leitos vasculares
(SELLES et al., 2001).

A progesterona pode induzir suas ac¢des de forma gendmica (classica) ou
nao gendmica (ndo classica) (Figura 2). Por via gendmica, a acdo da
progesterona € mediada por receptores de progesterona nucleares (PRS)
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especificos, PR-A e PR-B. Embora esses receptores compartilhem varios
dominios estruturais, sua atividade transcricional é distinta, sendo capazes de
reconhecer promotores totalmente diferentes (SCARPIN et al., 2009). Ambos os
PRs foram identificados no musculo liso e no endotélio vascular de humanos,
camundongos, ratos, coelhos e primatas (GOLETIANI, KEITH, GORSKY, 2007).
O mecanismo de ac¢éao por via classica ocorre de forma lenta, em horas ou dias
(THOMAS, 2008), e se inicia com a progesterona se difundindo pela membrana
celular, visto sua caracteristica lipofilica, para alcancar o nucleo e interagir com
os receptores PR-A e PR-B. Quando a progesterona se liga ao PR ocorre
dimerizacéo do receptor e autofosforilacdo, promovendo a formacao e ativacéo
do complexo horménio-receptor. A seguir, este complexo se liga a elementos
responsivos a progesterona (PREs) no DNA, o que induz o processo de
transcricdo génica, seguido pelo processo de traducdo, formando proteinas
especificas que vao levar a uma resposta celular (TSAI; MALLEY, 1994;
JACOBSEN; HORWITZ, 2012). Pela via ndao gendmica, a progesterona
desempenha suas ac¢des de forma rapida ou ndo classica ao ativar receptores
de membrana para a progesterona (MPR) (THOMAS, PANG, 2013), sem a
principio envolver ativacdo transcricional (GARG et al., 2017). Os mPR sao
expressos em 5 subtipos: mPRa, mPR3, mPRy, mPR& and mPRe presentes em
humanos, sendo que o mPRa, mPRB e mPRYy ja foram descritos em células do
sistema cardiovascular (THOMAS et al., 2007; TANG et al., 2005; SMITH et al.,
2008). Por essa via ndo classica, a progesterona interage com 0S vasos
sanguineos, promovendo a liberacdo de EDRFs (CUTINI; SELLES;
MASSHEIMER, 2009; PANG; DONG; THOMAS, 2015). Ademais, estudos tem
demonstrado que a progesterona também pode desempenhar suas ac¢des via
receptor GPER, apesar de apresentar alta afinidade pelo estrogénio, também
pode desenvolver sua atividade quando estimulado pela progesterona em
concentracdes abaixo de 1 uM em cultura de célula humana (THOMAS et al.,
2005) e em concentracdes acima de 1 uM no leito coronariano de ratos (GIESEN,
2019).

Cabe ressaltar que tanto de forma genémica quanto ndao-gendmica, a
progesterona pode estimular a producéo de mediadores endoteliais, como 0 NO,
que pode modular de forma positiva a via de sinalizacdo da fosfatidilinositol-3-
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quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt) (CUTINI; SELLES; MASSHEIMER, 2009;
PANG; DONG; THOMAS, 2015; CUNHA et al., 2020). A progesterona pode levar
a um aumento na atividade da enzima O6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
por ativar o receptor nuclear PR-A (YOU et al., 2020). Além disso, a progesterona
pode modular a vasodilatacao por induzir a EDH (CUNHA et al., 2020). Além das
acOes endoteliais, a progesterona pode interagir com o MLV promovendo uma
rapida diminuicdo do influxo de Ca?* em coelhos, porcos e humanos (MURPHY;
KHALIL, 1999; MINSHALL et al., 2002; CAIRRAO et al., 2012).

Progesterona ﬁ

Meio extracelular

- mPRa/B/y T

Meio intbracrelula‘r ‘ - - =
ﬂdéjzy PR-A/PR-B
<
( Efeitos ndo gendmicos
Li% Efeitos gendmicos

L —
AN e

Co-reguladores

20000000000C U
=
Elemento responsivo a progesterona
\Naﬁq“ /

Figura 2: Representacao esquematica das a¢c6es gendmicas e hdo gendmicas da progesterona.
Modificado de Santos, Cunha, Giesen (2021).

Os estudos tém demonstrado que a progesterona pode atuar de forma
direta e indireta sobre o sistema cardiovascular (MORRISSY et al., 2010; PANG,
DONG, THOMAS, 2015; CUNHA et al., 2020; GIESEN et al., 2020; COSTA et
al., 2021). Indiretamente pode modular o perfil lipidico, reduzir a resposta
inflamatoria, inibir a agregacédo plaquetaria e proliferacdo de células do MLV.
Todavia, pode agir de forma direta sobre o miocardio e 0s vasos sanguineos
(SANTOS, CUNHA, GIESEN, 2021). Sabemos que sobre as células do
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miocardio, a progesterona induz suas respostas agudamente ou a longo prazo,
sendo que a administracdo aguda de progesterona, em niveis fisiolégicos, pode
reduzi a duracdo do potencial de acao e atenuar o pico de contragao ventricular
(MENDONZA, MELLO, 1974; RUBIN, SALTER, 1952; ZHANG et al., 2016). A
atuacao da progesterona sobre o vaso sanguineo ocorre pela estimulacdo de
fatores vasoativos, como o NO (COSTA et al., 2021; CUNHA et al., 2020),
produtos da COX (COSTA et al., 2021) e pela hiperpolarizacdo dependente do
endotélio (EDH), via EET (CUNHA et al., 2020), e H202 (COSTA et al., 2021;
CUNHA et al, 2020). Além da sua acao direta sobre o endotélio vascular,
acredita-se que a progesterona pode modular negativamente os VOC no
musculo liso vascular, inibindo o influxo de Ca 2* (BARBAGALLO et al., 2001).

De forma geral, os resultados encontrados em alguns estudos sugerem
um potencial efeito vasodilatador exercido pela progesterona. No entanto, ainda
nao se sabe quais sdo os efeitos desse hormonio sobre o principal local de
controle da resisténcia vascular periférica e pressao arterial, que sdo as artérias
mesentéricas de resisténcia. Dentro desse contexto, o presente trabalho busca
investigar os efeitos da progesterona sobre as artérias mesentéricas de
resisténcia e se ha diferencas sexuais nessa resposta. Portanto, hipotetizamos
que a progesterona promova vasodilatacdo em artérias mesentéricas de

resisténcia de ratos Wistar, e que essa resposta seja diferente entre 0s sexos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar possiveis diferencas sexuais na vasodilatacdo induzida pela
progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos normotensos de

ambos 0s sexos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a participacdo do endotélio na vasodilatacdo induzida pela
progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos normotensos de

ambos 0Ss sexos;

- Avaliar a contribuicdo dos principais mediadores endoteliais envolvidos na
resposta de relaxamento induzido pela progesterona (NO, prostanoides - PNs,
EDH);

- Investigar a participagdo dos canais para potassio na resposta de relaxamento
induzido pela progesterona;

- Investigar a participacao do ion célcio na resposta de relaxamento induzido pela

progesterona;

- Verificar a participacdo do receptor de estrogénio acoplado a proteina G
(GPER) na ac¢ao da progesterona em ratos de ambos 0s sexos;

- Avaliar a producédo de espécie reativas de oxigénio (EROs) apds estimulacao

com progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos adultos (10 — 12 semanas) de ambos os sexos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus). Esses animais foram fornecidos pelo
Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo. Todos os procedimentos foram realizados seguindo as diretrizes
do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA)
(CONCEA-MCT, 2016). Os animais foram mantidos em ambiente com
iluminacéo artificial (ciclo claro-escuro de 12 h), temperatura de 20-24 °C e
umidade de 40-60 % de acordo com o recomendado para biotérios e
acomodados em gaiolas coletivas com no maximo de 04 animais por gaiola, o
que permitiu o livre acesso a ingestao de agua e racao padrdo para biotérios
(Purina Labina, SP - Brasil). A manipulacdo dos animais foi realizada sempre no
mesmo periodo do dia para evitar a influéncia de variacbes hormonais que
podem ocorrer ao longo do ciclo estral nas fémeas. O projeto foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo
— CEUA-UFES (n° 18/2020).

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Determinagéo da Fase do Ciclo Estral

Os animais foram aletoriamente separados em dois grupos experimentais:
fémeas e machos. Antes de iniciar os protocolos nas fémeas avaliamos o ciclo
estral por meio de esfregacos vaginais. As células epiteliais vaginais foram
coletadas diariamente pela manha e examinadas de acordo com o protocolo de
Marcondes et al. (2002). Optamos por realizar os protocolos apenas com as
fémeas que estavam no diestro I, fase que apresenta concentragdes basais de
horménios femininos (BERNARD; WOODRUFF, 2001; GOLDMAN; MURR;
COOPER, 2007), para que fossem mantidas as mesmas condi¢cdes

experimentais.
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3.2.2 Reatividade Vascular

A reatividade vascular das artérias mesentéricas de terceira ordem foi
avaliada por meio de miégrafo de arame (620 M; Danish Myo Technology,
Aarhus, Denmark). Os protocolos foram realizados de acordo com método
previamente descrito por Mulvany & Halpern (1977). Os animais foram
eutanasiados por decapitacdo sem utilizacdo de anestésicos, a fim de evitar a
interferéncia nos padrdes de resposta (Hatano et al., 1989) e posteriormente as
artérias mesentéricas de terceira ordem foram identificadas, isoladas e

dissecadas dos tecidos circundantes ndo vasculares (Figura 3).

Z0E

Figura 3: Esquema representativo do processo de dissecagdo dos segmentos mesentéricos de
terceira ordem. (A) Disposicdo do leito mesentérico, (B) identificacdo e dissecacdo dos

segmentos de terceira ordem.

Os segmentos arteriais foram seccionados em anéis de 2 mm de
comprimento e montados entre dois fios de tungsténio (40 ym de didametro)
dentro das camaras do miografo de arame (Figura 4). As artérias foram mantidas
em solucéo de Krebs (composicdo em mM): NaCl (119), KCI (4,7), KH2POa4 (0,4),
NaHCOs (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 % 0Oz2). A circunferéncia
interna foi normalizada para 0,9-1C100, onde os anéis foram gradualmente
estirados até que o diametro interno corresponda a uma pressao transmural de
100 mmHg.
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Figura 4: Esquema representativo da fixagdo do segmento de artéria mesentérica de resisténcia
no midgrafo de arame. (A) Fixagdo do primeiro fio de tungsténio, acoplado a uma haste fixa, (B)
passando o segundo fio, (C) segundo fio fixo e acoplado a uma haste mével conectada a um

transdutor de forga isométrica.

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 uM). Consideramos os anéis com endotélio intacto quando
o relaxamento obtido foi > 80 % em resposta a ACh. Por outro lado, foram
considerados sem endotélio vasos cujo relaxamento a ACh foi < 10 % apés a
sua remocdo mecanica, que foi realizada por meio de uma leve friccdo na
camada interna do vaso, com fio de cabelo. As respostas foram registradas por
meio de um sistema de aquisicao de dados acoplado a transdutores isométricos
e o0 percentual de relaxamento foi determinado utilizando um sistema de
aguisicdo de dados LabChart 8 (AD Instruments Pty Ltd., Nova South Wales,

Australia).

Apobs teste do endotélio os vasos passaram por um periodo de 15 minutos
de estabilizacdo e curvas concentracao-resposta foram obtidas por meio de
doses cumulativas de progesterona (10 nM,- 10 uM), apds a indugao prévia de
contragao com PE (3 uM). O efeito vasodilatador da progesterona foi investigado
antes e apos utilizagdo de inibidor ndo-seletivo para NOS, N«-nitro-L-arginina
methil ester (L-NAME, 300 uM; Sigma, St. Louis, MO — USA), inibidor nao-
seletivo para ciclooxigenase (COX), indometacina (INDO, 10 uM; Sigma, St.
Louis, MO — USA), catalase, enzima que degrada o H202 (CAT, 1000
unidades/mL; Sigma, St. Louis, MO — USA), inibi¢des conjugadas com L-NAME,
INDO; L-NAME, INDO e clotrimazol, inibidor da citocromo P450 (CYP) (CLOT,
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0,75 uM Sigma, St. Louis, MO — USA), L-NAME, INDO e catalase. Além dessas
inibicBes, realizamos incubacdes com tetraetilaménio em concentracdo na qual
atua como bloqueador ndo-seletivo dos canais para potassio (TEA, 5 mM; Sigma,
St. Louis, MO — USA) e G36, antagonista seletivo do GPER (1 yM; Cayman
Chemical, MI - USA). Ap6s 30 minutos de incubacdo com os inibidores e
bloqueador descritos acima, a curva de relaxamento induzida pela progesterona

foi repetida. Os protocolos de reatividade vascular estdo esquematicamente
representados na Figura 5.

Progesterona
A ACh (10 M) !
?
Lavar
PE (3 pM) PE (3 pM)
B Progesterona
?
30 min
L-NAME PE(3 M)

INDO
CATALASE
L-NAME+INDO
L-NAME+INDO+CAT
L-NAME+INDO+CLOT
TEA
G36

Figura 5: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagéo da resposta
induzida pela progesterona em artérias mesentéricas. (A) Primeira curva de progesterona
pos avaliacdo da integridade do endotélio. (B) Segunda curva de progesterona apés a pré

contragdo com PE (3 pM) e incubacéo por 30 minutos com inibidores ou bloqueadores.
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ApoOs seguir os procedimentos iniciais de montagem dos vasos no
miégrafo de arame e realizacdo do teste do endotélio utilizando a solucéo
nutridora conforme citado acima (item 3.2.2), seguimos com a avaliacdo da
participacdo do calcio na resposta de relaxamento induzida pela progesterona,
a qual foi realizada da seguinte forma: apdos a lavagem com solucao nutridora
livre de célcio com KCl a 4,7 mM foi mantido periodo de estabilizacéo.
Posteriormente a solucéo foi substituida por solucédo nutridora com KCI a 50
mM. Com essa solucdo despolarizante, curvas concentracdo-resposta foram
obtidas por meio de concentragces cumulativas de cloreto de célcio (CaClz) (10
MM — 30 mM). Apds a primeira curva de CaClz, os vasos foram incubados com
nifedipina (1 pM), um bloqueador dos canais para calcio do tipo L ou
progesterona (10 yM), durante 30 minutos, e em seguida foi realizada uma nova
curva de CacClz similar a citada anteriormente (Figura 6) (SILVA et al., 2013). O
protocolo experimental de avaliacdo da participacdo do calcio foi representado

na Figura 6.

Lavar Lavar

Solugao livre
de Ca?*
KCI 50mM

Solugéo livre
de Ca?

t t t

Curva de CaCl, Nifedipina (1 pM) ~ Curva de CaCl,
10 pM — 30 mM Progesterona (10 pM) 10 pM — 30 mM
30min.

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo da resposta da
progesterona sobre as contracdes induzidas por concentra¢des cumulativas de CaClz (10 uM —

30 mM) em meio com solucgéo livre de calcio com KCI 50 mM.
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3.2.3 Avaliacédo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Apos realizacéo dos cortes das artérias mesentéricas (10 um), as laminas
foram incubadas com a sonda dihidroetidina (DHE; Invitrogen™), que é
permeavel 8 membrana celular. E postulado que o DHE reage com o superoxido
e forma dois produtos fluorescentes, etidio e 2-hidroxietidio que se intercalam
com o DNA da célula e podem ser visualizados com a fluorescéncia vermelha.
Sendo assim, através de um microscopio de fluorescéncia com comprimentos
de onda de excitacédo e emissdo de 518 e 605 nm, respectivamente, esta sonda
€ utilizada como um marcador indireto da presenca dessa espécie reativa
(FERNANDES et al., 2007).

O protocolo foi realizado de acordo com Silva et al. (2016), com algumas
modificacdes. Brevemente, foram incubadas 4 laminas para cada animal (fémea
ou macho) ao abrigo da luz. A primeira lamina foi incubada com DHE (5 uM) por
30 minutos, em 37 °C, para investigar a producdo basal de O2*. A segunda
lamina foi incubada com DHE + Tiron (10 uM), por 30 minutos, sendo um controle
negativo da producéo basal de O2°*. A terceira lamina foi incubada com DHE +
progesterona (10 uM) pelo mesmo tempo, para investigar se a incubagdo com
progesterona induzia alteracdo na producdo de O2°*. A quarta lamina foi
incubada com DHE+ progesterona +Tiron por 30 minutos, sendo um controle de
gue a fluorescéncia observada era proveniente do O2°*".

Foram obtidas imagens digitais na objetiva de 40x, usando o
Fotomicroscopio de fluorescéncia invertido Leica DM 2500. As imagens foram
analisadas no programa Image J (National Institutes of Health, EUA. A média da
densidade das fluorescéncias foi calculada a partir de cinco imagens dos
segmentos de mesentérica de cada animal. Foi utilizado nimero amostral de 4

animais por grupo experimental.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada pelo software estatistico Graph-
PadPrism 6. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Para confirmar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk. Para a andlise da resposta vasodilatadora foi utilizada a andlise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA) seguida pelo post-hoc de Sidak. Para
analise das variaveis Rmax e EC50 foi utilizada a analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA) seguida pelo teste de post-hoc de Tukey ou Student t test
O nivel de significAncia foi estabelecido para valores de p < 0,05.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 REATIVIDADE VASCULAR

O nosso primeiro resultado é que concentragdes crescentes e cumulativas
de progesterona promoveram relaxamento nos segmentos arteriais de
resisténcia de forma similar entre fémeas (96 + 0,3 %) e machos (94 £ 1,3 %)
(Figura 7) (Tabela 1).
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Figura 7: Curvas concentragdo-resposta a progesterona (10 nM - 10 yuM) em artérias
mesentéricas de resisténcia de fémeas (n = 35) e machos (n = 37). Os valores foram expressos
como média + EPM. Analise estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias
(two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Sidak.
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Para se obter um controle de cada vaso, foram realizadas duas curvas de
progesterona, sendo a primeira curva controle da segunda. O resultado
encontrado demonstrou que a segunda curva foi similar a primeira (Figura 8),
mostrando que o0 vaso manteve sua capacidade de resposta sem a ocorréncia
de taquifilaxia com concentracdes crescentes de progesterona [(Fémea: 96 £ 0,3
% e 97 + 0,6 %), (Macho: 94 £ 1,3 % e 96 £ 0,7 %) (Tabela 1).

20- 90+ Macho
z Y £ ]
e 204 £ 20
= c
E 40 £ 40
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5 60 s 601
E ©

801 o 12cuvap4 % 80 -8 17 curva P4

100- & 2% curva P4 100- _¢ 22 curva P4

9 8 I 6 5 4 S S A B
Log [PA] (M) Log [P4] (M)

Figura 8: Curvas concentracdo-resposta a progesterona (10 nM- 10 pM) em artérias
mesentéricas de resisténcia antes e apos curva controle de fémeas (n = 8) e machos (n = 7). Os
6valores foram expressos como média + EPM. Andlise estatistica foi realizada por meio da
analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Sidak.
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Posteriormente, verificamos a participacdo do endotélio no relaxamento
induzido pela progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia (Figura 9).
Apés realizar a remocao mecéanica do endotélio, observamos que ndo houve
alteracOes na resposta de relaxamento induzida pela progesterona em ambos
0S sexos, indicando que o endotélio ndo tem participacdo na resposta
vasodilatadora induzida pela progesterona (Fémea: 96 £ 0,3 % para 86 + 6,4 % e
Macho: 94 + 1,3 % para 93 + 2,7 %) (Tabela 1).
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Figura 9: Resposta vasodilatadora a concentracdes crescentes e cumulativas de progesterona
(10 nM - 10 uM) antes e apds a remogao endotelial em artérias mesentéricas de resisténcia de
(A) fémeas (n = 14) e (B) machos (n = 18). Os valores foram expressos como média + EPM.
Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA)
seguida pelo teste post hoc de Sidak.



40

Ainda que ndo tenhamos observado a participacdo do endotélio nas
respostas de relaxamento induzidas pela progesterona, avaliamos a participacao
do NO, PNs e a EDH, uma vez que existem vias extra endoteliais de NO
(MOLLACE et al., 1991) e a EDH pode ser potencializada quando ha inibicdo
das demais vias de relaxamento do endotélio (NO e PNs) (OHASHI et al., 2012).

Assim, primeiramente verificamos a participacdo do NO na resposta
vasodilatadora induzida pela progesterona. Nas fémeas n&o foi observada
diferencga na resposta de relaxamento méaximo (Fémea: 96 + 0,3 % vs. 85+ 4,4
%) (Figura 10A). Nos machos ndo observamos alteracdo na resposta de
relaxamento maximo apos a incubacdo com L-NAME (Macho: 94 + 1,3 % vs. 93
*+ 2,3 %, P < 0,05), mas modulou alguns pontos da curva (Figura 10B) (Tabela
1), mostrando que o NO néo esta envolvida na resposta de relaxamento maximo

induzida pela progesterona em ambos 0S sexos
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Figura 10: Resposta vasodilatadora a concentragfes crescentes e cumulativas de progesterona
(10 nM - 10 uM) antes e apds inibicao com L-NAME (300 uM) em artérias mesentéricas de (A)
fémeas (n = 12) e (B) machos (n = 11). Os valores foram expressos como média + EPM. * P <
0.05 comparado com a mesma concentragdo da curva controle. Andlise estatistica foi realizada
por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de
Sidak.
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Tendo em vista que observamos diferenca na sensibilidade em alguns
pontos da curva concentracdo resposta a progesterona em machos apos
incubagéo com L-NAME, um inibidor n&o seletivo das isoformas de NOS (tanto
endotelial quanto do MLV) decidimos verificar a participagdo de vias extra
endoteliais de geracdo de NO, realizando a mesma inibicdo ap0s a remocao
endotelial. Como resultado, verificamos que nao houve diferenca da resposta de
relaxamento maximo em ambos os sexos (Fémea: 96 £+ 0,3 %o para89+6,8 % e
Macho: 94 + 1,3% para 93 £ 7,6%), mas apenas modulou alguns pontos (Figura
11 A e B) (Tabela 1), sugerindo que ndo ha participacdo do NO extra endotelial

na resposta de vasodilatacdo maxima induzida pela progesterona.
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Figura 11: Resposta vasodilatadora a concentragfes crescentes e cumulativas de progesterona
(20 nM - 10 pM) antes e ap6s remocao endotelial e inibicio com L-NAME (300 pM) em artérias
mesentéricas de (A) fémeas (n = 9) e (B) machos (n = 9). Os valores foram expressos como
média £+ EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentracdo da curva controle. Analise
estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida
pelo teste post hoc de Sidak.
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Apos a inibicdo da sintese de PNs com indometacina, inibidor nao seletivo
da COX, observamos que fémeas e machos ndo apresentaram
comprometimento na resposta de relaxamento méaxima, ndo estando os PNs
envolvidos nessa resposta de relaxamento (Fémea: 96 + 0,3 % para 94 + 0,9 %
e Macho: 94 £ 1,3 % para 97 £ 2 %) (Figura 12 A e B) (Tabela 1).
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Figura 12: Resposta vasodilatadora a concentragdes crescentes e cumulativas de progesterona
(20 nM - 10 yM) antes e apds inibicdo com Indometacina (10 uM) em artérias mesentéricas de
(A) fémeas (n = 8) e (B) machos (n = 8). Os valores foram expressos como média + EPM. Analise
estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida
pelo Sidak post hoc test. Analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 1
via (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey.
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De acordo com Matoba et al. (2000) e outros autores (MORIKAWA et al,
2004; SHIMOKAWA, MORIKAWA, 2005; MORI et al.,, 2006), ha uma forte
participacdo da EDH nas respostas de relaxamento das artérias de resisténcia.
Portanto, para avaliar a sua participacdo realizamos incubacfes conjuntas com
L-NAME e indometacina e observamos prejuizos na resposta em alguns pontos
da curva, porém sem alteragcdo na resposta maxima induzidas pela progesterona
em ambos os sexos (Fémea: 96 =+ 0,3 % para 94 + 1,4 % e Macho: 94 + 1,3 %
para 96 + 0,5%) (Figura 13 A e B) (Tabela 1). A resposta remanescente apos a
inibicdo das vias da NOS e COX poderia estar relacionada a um outro fator ou
via endotelial de relaxamento (como a EDH) ou por acbes diretas da
progesterona no MLV, ou ambos. Em virtude disso, nosso proximo passo foi
investigar se outro fator ou via endotelial além do NO e PNs poderia participar

dessa resposta.
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Figura 13: Resposta vasodilatadora a concentracdes crescentes e cumulativas de progesterona
(10 nM - 10 uM) antes e apds inibicdo dupla com L-NAME (300 uM) + Indometacina (10 uM) em
artérias mesentéricas de (A) fémeas (n = 9) e (B) machos (n = 8). Os valores foram expressos
como média = EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentragdo da curva controle. Andlise
estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida

pelo Sidak post hoc test.
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Entre os candidatos envolvidos na EDH, estudamos a participacdo dos
produtos do citocromo P450. Observamos que apos a inibicdo de NO, PNs e
acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), metabdlitos do acido araquiddnico
produzidos pela atividade da enzima citocromo P450, ndo houve diferenca na
resposta vasodilatadora induzida pela progesterona (Fémea: 96 + 0,3% para 94
+ 1,2 % e Macho: 94 + 1,3 % para 95 £ 0,8 %), e sim apenas a modulacao em
alguns pontos da curva maior nos machos, que nas fémeas, mostrando que 0s
EETs ndo estdo envolvidos resposta de relaxamento promovida pela
progesterona (Fig. 14 A e B) (Tabela 1).
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Figura 14: Resposta vasodilatadora a concentragfes crescentes e cumulativas de progesterona
(10 nM - 10 uM) antes e ap6s inibicao tripla com L-NAME (300 uM) + Indometacina (10 uM) +
Clotrimazol em artérias mesentéricas de (A) fémeas (n = 8) e (B) machos (n = 8). Os valores
foram expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentracao da
curva controle. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-
way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test. Andlise estatistica foi realizada por meio da
analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey.
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Estudo de Silva et al. (2017) observou que o H202 tem um papel
importante no cross-talk entre NOS e COX, dependendo de sua concentracao.
Assim, analisamos a participagdo do H202 na resposta vasodilatadora induzida
pela progesterona em associagdo com inibidores da formacdo de NO e PNs.
Embora tenhamos observado reducdo na sensibilidade da resposta de
relaxamento nos machos, ndo houve alteracéo na resposta maxima em ambos
0s sexos. (Fémea: 96 + 0,3 % para 94 £ 1,2 % e Macho: 94 £ 1,3 % para 95 +
1,1 %) (Figura 15 A e B) (Tabela 1).
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Figura 15: Resposta vasodilatadora a concentragdes crescentes e cumulativas de progesterona
(20 nM - 10 pM) antes e ap6s inibi¢do tripla com L-NAME (300 pM) + Indometacina (10 uM) +
Catalase em artérias mesentéricas de (A) fémeas (n = 8) e (B) machos (h = 8). Os valores foram
expressos como média + EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentragdo da curva
controle do grupo Macho. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2
vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.
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Para verificar a participagdo do H202 na resposta vasodilatadora induzida
pela progesterona, utilizamos uma enzima que degrada o H20: (catalase). Apos
incubacéo isolada com catalase, observamos que ndo houve alteragcdo da
resposta maxima na curva concentracao resposta induzida pela progesterona
em ambos os grupos, indicando que o H202 ndo é responsavel por mediar a
resposta de vasodilatacdo advinda da progesterona (Fémea: 96 + 0,3 % para 95
+1,6 % e Macho: 94 + 1,3 % para 98 = 0,8 %) (Figura 16 A e B) (Tabela 1).
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Figura 16: Resposta vasodilatadora a concentragdes crescentes e cumulativas de progesterona
(10 nM - 10 uM) antes e ap0ds inibicdo com Catalase em artérias mesentéricas de (A) fémeas (n
= 8) e (B) machos (n = 10). Os valores foram expressos como média + EPM. Analise estatistica

foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo Sidak
post hoc test.
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Apo6s observar que ndo ha a participacdo dos mediadores endoteliais de
relaxamento, investigamos a participacdo do MLV na resposta induzida pela
progesterona. Porém, primeiramente, avaliamos o papel dos canais para K* na
resposta de relaxamento induzida pela progesterona (Figura 17). Observamos
que apos a incubacdo com TEA, a resposta de relaxamento maximo néao foi
alterada em ambos 0s grupos, revelando que os canais para K* ndo participam
da vasodilatacdo promovida pela progesterona (Fémea: 96 + 0,3% para 96 +
1,4% e Macho: 94 + 1,3 % para 98 + 0,4 %) (Figura 17 A e B) (Tabela 1).
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Figura 17: Efeito do bloqueio ndo seletivo de canais para potassio com tetraetilamonio (TEA, 5
mM) no relaxamento induzido pela progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia (A)
fémeas (n = 7) e (B) machos (n = 8). Os valores foram expressos como média + EPM. * P < 0.05
comparado com a curva controle. Andlise estatistica foi realizada por meio da analise de

variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Sidak.
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Analisamos também a participacdo extra endotelial dos canais para
potassio na resposta de relaxamento induzida pela progesterona. Apos remocéao
mecanica do endotélio e incubacdo com TEA, observamos que a resposta de
relaxamento ndo mostrou alteragbes para ambos os grupos, sugerindo que 0s
canais para potassio extra endoteliais ndo estdo envolvidos na resposta de
relaxamento mediada pela progesterona (Fémea: 96 + 0,3 % para 97 £+ 0,8 %o e
Macho: 94 + 1,3 % para 99 = 2,5 %) (Figura 18 A e B) (Tabela 1).
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Figura 18: Efeito do bloqueio nédo seletivo de canais para potassio com tetraetilamonio (TEA, 5
mM) apos remogdo endotelial no relaxamento induzido pela progesterona em artérias
mesentéricas de resisténcia (A) fémeas (n = 7) e (B) machos (n = 7). Os valores foram expressos
como média = EPM. * P < 0.05 comparado com a mesma concentragao da curva controle. Analise
estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de 2 vias (two-way ANOVA) seguida
pelo teste post hoc de Sidak.
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Analisamos a participacdo do calcio como outra possivel via extra
endotelial que pudesse estar mediando a vasodilatacdo induzida pela
progesterona. Assim, as artérias mesentéricas foram submetidas a
concentracfes cumulativas de cloreto de célcio, em solucéo despolarizante livre
de Ca?* e na presenca da progesterona (10 uM) e da nifedipina (1 uM), seu
controle positivo em ambos o0s sexos. Observamos que houve reducdo
significativa da resposta contratil na presenca da progesterona e da nifedipina
em fémeas (controle: 0,7 = 0,1 %, progesterona: 0,1 + 0 %, nifedipina: 0,1 + 0 %)
e machos (controle: 1,3 + 0,4%, progesterona: 0,04 + 0 %, nifedipina: 0,1 £ 0 %)
(Figura 19).

Curva de Calcio - Fémea Curva de Calcio - Macho
*] 5 -o- Controle
1 1 = P4
3 31 = Nifedipina

Contragdo (mN)
-

1 1
Contragdao (mMN)
L
1

0 B 0+
-1 1-
I T T T T T 1 I I I I I I 1
7 6 5 -4 3 2 -1 -7 ] 5 4 3 2 1
-Log [CaCl;] (M) -Log [CaCl;] (M)

Figura 19: Curva concentracdo resposta de CaClz (10 uM — 30 mM) em artérias mesentéricas
de resisténcia mantidas em solugdo despolarizante livre de Ca?* na auséncia (fémea n =10 e
macho n = 8) e na presenca de progesterona (fémea n = 10 e macho n = 6) e nifedipina (fémea
n =7 e macho n = 5). Os valores foram expressos como média + EPM. * P < 0.05 quando
comparado a curva controle. Analise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia de

2 vias (two-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey.
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Para averiguar se o GPER seria um possivel receptor envolvido na
vasodilatacao induzida pela progesterona em artérias mesentéricas, foi utilizado
0 G36 (antagonista seletivo do GPER). Observamos que em ambos 0S grupos
nao houve diferengca na resposta de relaxamento mediada pela progesterona
(Fémea: 96 + 0,3 % para 95 £+ 1,3 % e Macho: 94 + 1,3 % para 96 + 0,9 %),
sugerindo que este receptor ndo esta envolvido na resposta vasodilatadora
(Figura 20 A e B) (Tabela 1).
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Figura 20: Resposta vasodilatadora a concentracdes crescentes e cumulativas de progesterona
(10 nM- 10 uM) antes e apos na presenca do inibidor seletivo do GPER (G36) em artérias
mesentéricas de (A) fémeas (n = 5) e (B) machos (n = 5). Os valores foram expressos como
média = EPM. Analise estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia de 2 vias (two-
way ANOVA) seguida pelo Sidak post hoc test.
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Resumimos alguns dados de reatividade na tabela 1, sendo eles o EC50
e RMax.

Tabela 1: Efeito do relaxamento induzido pela progesterona (P4) em artérias mesentéricas de
resisténcia de fémeas e machos e participacdo dos mediadores endoteliais sobre o ECso €
relaxamento maximo (Rwax).

Fémea Macho
P n EC50 (uM) RMéx. (%) n EC50 (uUM) RMax. (%)

Controle 35 4+0,2 96+03 37 47+0,2 94 +1,3
22 CURVA 8 41+05 97 +0,6 7 2,8+0,7 96 + 0,7
SEM ENDOTELIO 14 4104 86+6,4 18 35+04 93+2,7
L-NAME 12 3,304 85+4,4 10 3+0,6 93+2.3
SEM ENDOTELIO+L-NAME 9 2,8+0,5 89 +6,8 9 25+0,6 93+7,6
INDO 8 34%06 94 +0,9 8 4,3 +0,8 97 +2

L-NAME + INDO 9 271207 94+14 8 2,3+0,7 96 + 0,5
L-NAME + INDO + CLOT 8 3+1,1 94+1,2 8 2,7+0,7 95+0,8
L-NAME + INDO + CAT 8 2+0,7 94+1,2 8 08+1,7 95+1,1
CATALASE 8 26%07 95+16 10 5,2+0,6 98+0,8
TEA 7 47101 9%6+14 8 3,4+0,9 98+0,4
SEM ENDOTELIO+ TEA 7 48101 97 +0,8 7 3,1+1,6 99+25

G36 5 3,7x0,7 95+1,3 5 5,8+4,8 96+0,9

Os valores foram expressos como média = EPM. Andlise estatistica foi realizada por meio da
andlise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey.

4.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(EROs)

A analise de fluorescéncia para detec¢do de EROs em artérias mesentéricas nao
indicou diferencas entre os sexos (Fémea: 14 + 2,5 e Macho: 11 + 0,9 U.A.) em
condicdes basais. Da mesma forma, a fluorescéncia produzida ap6s estimulacao
com progesterona (Fémea: 8,8 £ 0,3 e Macho: 12,6 £ 2,7 U.A.) néo foi diferente
entre machos e fémeas. Além disso, na presenca de Tiron, controle negativo, a
intensidade da fluorescéncia foi reduzida em ambos os grupos (Fémea: 7 £ 1,2
e Macho: 7,6 £ 1,7 U.A.) (Figura 21 A e B).
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Figura 21: Analise representativa da microscopia de fluorescéncia emitida por DHE em artérias
mesentéricas de (A) fémeas (n = 4) e (B) machos (n = 4) na auséncia ou presenca de estimulos
com quantificagado da fluorescéncia produzida. Barra de escala = 20 um. Os valores foram
expressos com média + EPM. A andlise estatistica foi realizada por meio de two-way ANOVA
seguida pelo teste post hoc de Tukey.



DISCUSSAO




54

5. DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi que a progesterona, agindo de forma
aguda, promoveu relaxamento em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos
normotensos de ambos 0s sexos e essa resposta foi similar entre os sexos. Além
disso, o relaxamento induzido pela progesterona parece ser dependente de via

extra endotelial (ho MLV) mediada por calcio.

Nossa primeira observagdo foi que concentracdes crescentes e
cumulativas de progesterona foram capazes de promover relaxamento em
segmentos arteriais de mesentérica de animais normotensos. O relaxamento
induzido pela progesterona também ja foi observado em outros segmentos
arteriais em diferentes espécies, como em aorta de ratos machos Sprague-
Dawley (BARBAGALLO et al., 2001), coronarias de suinos (MOLINARI et al.,
2001) e coronarias de primatas fémeas (MINSHALL et al., 2002). Nossa segunda
observacdo foi que ndo houve diferenca sexual na resposta de relaxamento
promovida pela progesterona. Resposta similar foi encontrada em estudo prévio
do nosso laboratdrio, porém em leito vascular coronariano de animais
normotensos (GIESEN et al., 2020). Contudo, precisamos de mais estudos que
investiguem a diferenca sexual no relaxamento mediado pela progesterona

nesses diferentes segmentos arteriais.

Um outro achado importante deste estudo foi que a resposta de
relaxamento induzida pela progesterona nao foi alterada apés a remocéao
endotelial em ambos 0s sexos, corroborando com estudos que avaliaram artéria
coronaria de coelho e artérias placentarias humanas, nos quais o relaxamento
promovido pela progesterona foi similar na presenca ou na auséncia do endotélio
(JIANG et al.,, 1992; OMAR et al.,, 1995). Resultados divergentes foram
encontrados em estudos com aorta (CUTINI, SELLES, MASSHEIMER, 2009) e
no leito coronariano (CUNHA et al., 2020; GIESEN et al., 2020; COSTA et al.,
2021), na qual a resposta vasodilatadora induzida pela progesterona foi mediada
por fatores endoteliais de relaxamento. Estes resultados mostram que a
progesterona pode apresentar diferentes vias de relaxamento dependendo do

seu local de agéo e da espécie estudada.
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Ja é conhecido que o endotélio exerce um importante papel na
manutenc¢ao do ténus vascular, sintetizando e liberando EDRFs, como, NO, PNs
e EDH (FELETOU, HUANG, VANHOUTTE, 2011; LEUNG, VANHOUTTE, 2017;
VANHOUTTE et al., 2017), sendo o NO, um dos principais responsaveis por esse
controle do tonus vascular e da pressao arterial, uma vez que é liberado em
resposta a simples passagem do sague (shear stress) promovendo assim 0
relaxamento do MLV (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; GILES et al., 2012). O
NO pode ser sintetizado pelo endotélio vascular e também de forma extra
endotelial, como por exemplo pelos fibroblastos da camada adventicia (ZHANG
et al.,, 1999, CIFUENTES et al., 2000) e pelas células musculares lisas
(MOLLACE et al., 1991).

No presente estudo ndo foi observada diferenca na resposta de
relaxamento, apos inibicdo com L-NAME em artérias com endotélio intacto em
ambos os sexos. Diferindo da resposta encontrada por Chan et al. (2001), no
qual a inibicdo do NO, com L-NAME, atenuou a resposta de relaxamento
induzida pela progesterona em anéis de artéria mesentérica e aorta de machos
Sprague-Dawley. N&o obstante, em estudo prévio realizado por nosso grupo em
artérias coronarias, o efeito vasodilatador da progesterona foi potencializado em
ambos os sexos ap6s inibicdo com L-NAME, o que foi atribuido a uma inibicéo
da producao de O2°* pela NOS e consequente inibicdo da formagdo de ONOO-
(produto da reacdo entre NO e 02*), 0 que explicaria a potencializacdo da
resposta apos o uso do L-NAME (GIESEN et al, 2020).

Ainda que ndo tenhamos encontrado participacao do endotélio mediando
as respostas de relaxamento induzidas pela progesterona, avaliamos a
participacdo do NO, uma vez que existem vias extra endoteliais de formacao de
NO (MOLLACE et al, 1991). Assim, em nosso estudo apds a remocao endotelial
foi realizado incubac&o com L-NAME e ndo observamos prejuizo da resposta de
relaxamento maximo, o que indicou que o NO extra endotelial parece ndo
participar da resposta mediada pela progesterona e que essa resposta de

relaxamento poderia estar ligada a um mediador ndo dependente do endotélio.

Uma outra via endotelial avaliada, cuja inibicdo poderia indicar eventual
diferenca sexual ainda que com a remocéao endotelial a resposta ndo tenha sido

alterada, foi a via dos PNs. Ao avaliar essa via, apos inibigdo com indometacina
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(inibidor ndo-seletivo da COX), pudemos observar que ndo ocorreram diferencas
entre 0os sexos na vasodilatacdo induzida pela progesterona. Estudo prévio do
NOSSO grupo mostrou que essa via tem participacdo na acao vasodilatadora da
progesterona nos machos, mas ndo em fémeas no leito coronariano (GIESEN et
al, 2020). Ja em anéis de aorta de fémeas jovens, foi demonstrado que a
progesterona pode atuar modulando positivamente a atividade da COX, dessa
forma, aumentando a disponibilidade de PNs (CUTINI; CAMPELO;
MASSHEIMER, 2014). Portanto, a participacdo de PNs como mediadores do

relaxamento induzido pela progesterona ndo esta completamente elucidada.

Ao analisar a inibicdo conjunta com L-NAME e indometacina, observamos
que ndo houve prejuizo no relaxamento induzido pela progesterona em ambos
0S sexos, ou seja, algum candidato a EDH poderia estar atuando sobre o
relaxamento produzido pela progesterona ou a resposta remanescente seria
fruto da acdo direta da progesterona no MLV, ou ambos. Testamos
primeiramente a participagdo da EDH, uma vez que em artérias de resisténcia,
a EDH apresenta um papel importante na regulagéo da resisténcia vascular
periférica (OHASHI et al, 2012; SHIMOKAWA et al, 1996) e,
consequentemente, na perfusao tecidual local. Cabe ressaltar, que as respostas
mediadas pelo NO sdo dominantes nas artérias de condutancia, enquanto a EDH
se tornaria mais importante a medida que o calibre das artérias reduz (COR DE
WIT, WOLFLE, 2007; SHIMOKAWA et al., 1996).

Em vista disso, no ano de 1988, Taylor e Weston descreveram pela
primeira vez o EDHF (hoje EDH) e revelaram que o endotélio era capaz de
sintetizar uma substancia que promovia hiperpolarizagdo no MLV (TAYLOR;
WESTON, 1988). As vias envolvidas na EDH incluem o peptideo natriurético do
tipo C (CHAUHAN et al., 2003), acidos epoxieicosatrienoicos (EETS)
(FISSITHALER etal., 1999; FLEMING, 2000), sulfato de hidrogénio (H2S) (ZHAO
et al., 2001), ions potassio (K*) (EDWARDS et al., 1998), e comunicacéo elétrica
através das juncdes mioendoteliais (KUHBERGER et al., 1994). Esses
mecanismos ativam diferentes familias de canais de K* levando a
hiperpolarizagdo das células do MLV, contribuindo para mecanismos que
promovem o relaxamento (FELETOU; VANHOUTTE, 2009; SHIMOKAWA;
MORIKAWA, 2005).
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Portanto, analisamos se a EDH estaria envolvida na resposta de
relaxamento promovida pela progesterona. A primeira via de EDH avaliada foi a
via dos acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), metabdlitos da enzima citocromo
P450 (CYP). Observamos que nao houve participagéo dos EETs no relaxamento
induzido pela progesterona em ambos os sexos. Embora, estudos do nosso
grupo tivessem demonstrado que o0s metabdlitos derivados da CYP
participassem da EDH no leito coronariano de animais, tanto normotensos
(SANTOS et al., 2004; ROUVER et al., 2015) quanto hipertensos (SANTOS et
al.,, 2010) para outros horménios sexuais (estradiol e testosterona), essa
participacdo ndo foi observada no relaxamento induzido pela progesterona em

artérias mesentéricas de animais normotensos de ambos 0S sSexos.

O H202, outro candidato que poderia estar envolvido na EDH, foi avaliado
e pudemos observar que a resposta vasodilatadora maxima néo foi prejudicada
apos incubacdes conjugadas com L-NAME, indometacina e catalase, em ambos
0s grupos. Segundo Matoba e Shimokawa (2003), em segmentos de artérias
mesentéricas de resisténcia, o H202 € considerado uma via de EDH. Embora
nao tenhamos observado diferencas sexuais nestas respostas, Wong et al.
(2015) encontraram menor participacdo da via de EDH em machos, ao contrario
das fémeas, em que a via de EDH foi predominante. Essa maior predominancia
nas fémeas pode ser explicada pela maior expressao da superéxido dismutase
(SOD), melhor acédo das jun¢Bes comunicantes e uma maior probabilidade de
abertura dos canais para potassio ativados por calcio de condutancia
intermediaria (IKca) (RAY et al., 2011). Outro estudo também demonstrou que o
H202 exerce um importante papel no cross-talk entre NOS e COX. Quando
encontrado em baixas concentracdes, o H202 aumenta a atividade de NOS, ja
em altas concentracdes aumenta principalmente a atividade de COX endotelial
(SILVA et al., 2017). Ainda gque a resposta encontrada por nés em relacdo ao
H20: seja diferente dos estudos citados, cabe ressaltar que os mesmos foram
realizados em outros leitos vasculares e ndo utilizaram a progesterona com

indutor do relaxamento.

Analisamos também, de forma individual a inibicdo apenas com a
catalase, degradador do H202, em artérias mesentéricas de resisténcia em

ambos o0s sexos. Observamos que a resposta de relaxamento maximo se
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manteve inalterada em ambos os grupos. Diferente do que foi encontrado no
leito coronariano, onde o relaxamento induzido pela progesterona foi reduzido
apenas em fémeas apOs incubacdo com catalase e que a andlise de DCF
mostrou aumento dos niveis de H202 na presenca de progesterona nesse grupo
(GIESEN et al, 2020), no presente estudo ndo observamos participacdo do H20:2
no relaxamento induzido pela progesterona em artérias mesentéricas de

resisténcias de animais de ambos 0s sexos.

Ao avaliar a participacao dos canais para K* observamos que a presenca
de um bloqueador ndo seletivo desses canais, o TEA, néo alterou a resposta de
relaxamento induzida pela progesterona em artérias mesentéricas de resisténcia
na presenca ou na auséncia de endotélio, em ambos os sexos. Dado
semelhante, porém, em leito mesentérico, foi encontrado no estudo de Tsang, et
al. (2003), que comparou a contribuicdo dos canais para K* na vasodilatacédo
induzida pela progesterona. Neste estudo, eles encontraram que a resposta de
relaxamento induzida pela progesterona também ndo contou com a contribuicdo

dos canais para K*.

Os canais para potassio desempenham um papel importante para o
estabelecimento e controle do tdnus vascular, pois tem participacédo direta na
regulacéo do potencial de membrana celular (CLIMENT, SIMONSEN, RIVERA,
2014; AFSAR et al, 2016). A ativagcdo dos canais para K*promove
hiperpolarizacdo da membrana de células do MLV e consequentemente
vasodilatacdo, enquanto a inibicdo desses canais leva a despolarizacdo da
membrana e, tem como resposta a vasoconstricdo (GOLLASCH et al, 1996;
MARINKO et al, 2015; WHIDDEN et al, 2016). As células do MLV podem
expressar diferentes canais para potassio e foram identificadas quatro classes
diferentes: 1) canais para potassio dependentes de voltagem (Kv); 2) Canais
para potassio ativados por Ca ?* (Kca), incluindo canais para potassio ativados
por Ca?* de grande — (BKca), intermediaria — (IKca) € pequena condutancia
(SKca); 3) canais para potassio sensiveis a ATP (Katp); e 4) canais para potassio
retificadores de influxo (Kir) (NELSON, QUAYLE, 1995; NILIUS, DROOGMANS,
2001). Contudo, os achados do presente estudo demonstraram que 0S canais
para K+ ndo participam da resposta de relaxamento induzida pela progesterona,

sendo necessaria a investigacdo de outras vias extra endoteliais.
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Ao analisar a vasodilatacéo induzida pela progesterona, observamos que
a mesma poderia estar associada a uma via extra endotelial. Diante desse dado,
avaliamos se o ion célcio estaria ligado as respostas induzidas pela
progesterona. De fato, pudemos averiguar que em meio com solucdo
despolarizante (KCI 50 mM) e livre de célcio, a progesterona foi capaz de atenuar
a curva de contracdo obtida por doses cumulativas de CaCl.. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos que avaliaram a ag&o anti-
hipertensiva da riparina em leito mesentérico de camundongos (GARCIA et
al.,2016), e outro que avaliou a acéo da tiliroside em leito mesentério de machos
normotensos (SILVA et al.,, 2013), ambos farmacos fitoterapicos, e como
resultado observaram que resposta de vasodilatacdo foi mediada por canais
para célcio voltagem dependentes (SILVA et al., 2013; GARCIA et al.,2016).

Quando a concentracdo externa de potassio se eleva, acontece entdo
despolarizacdo da membrana celular, inibindo a EDH e permitindo a abertura
dos canais para calcio dependentes de voltagem (tipo L e T), 0 que promove um
aumento da [Ca?*]i de forma sustentada (BUUS et al., 2006). Logo, sabemos que
existe uma relacdo importante entre potencial de membrana, influxo de célcio,
concentracdo de calcio intracelular e manutencéo da forca contratil do musculo
liso (COX, 1996). As respostas de contragdo no MLV podem ser mediadas por
influxo do calcio extracelular via canais para calcio dependentes de voltagem,
pela liberacdo de calcio induzida por célcio pelos canais de rianodina ou por
liberacdo de célcio pelos receptores para 1,4,5-trifosfato de Inositol (IP3),
estoques localizados no reticulo sarcoplasmatico (GRAYSON et al.,, 2004).
Quando ha auséncia do célcio extracelular se observa apenas as contracfes
transitérias, mediadas pelos estoques intracelulares, uma vez que € necessario
o influxo de calcio para a manutencao da fase ténica da contracdo do MLV (VAN
ZWIETEN et al., 1983; WANG et al., 2002).

Assim, diante dos resultados encontrados até o momento, no qual apenas
a via extra endotelial com participacdo do ion calcio parece estar envolvida na
resposta de relaxamento maximo induzida pela progesterona, buscamos
investigar também se o0 GPER poderia estar envolvido nessa resposta, como foi
encontrado em estudo prévio do nosso grupo no leito coronariano de animais

normotensos (GIESEN, 2019). Dessa forma, sabemos que esse receptor foi
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identificado em meados da década de 1990, sendo considerado um receptor
orfao acoplado a proteina G, sem nenhum ligante conhecido, e assim nomeado
primariamente como GPR30 (OWMAN et al.,, 1996; CARMECI et al., 1997,
TAKADA et al., 1997). Posteriormente, o0 GPR30 passou a ser designado de
GPER, por possuir boa afinidade e induzir sinalizacédo rapida em resposta a
ligacdo do estrogénio (ALEXANDER et al., 2008).

Alguns estudos mostraram que o GPER, apresenta alta afinidade pelo
estrogénio e uma menor afinidade para outros hormonios esteroides, como a
testosterona e a progesterona (THOMAS et al., 2005; PANG, DONG, THOMAS,
2008). Contudo, estudos do nosso grupo em leito coronariano de animais
normotensos de ambos 0s sexos, mostraram que o efeito vasodilatador da
progesterona, mesmo em concentragdes acima de 1 yM, foi abolido em ambos
0Ss sexos apods incubacdo com G36, sugerindo que a progesterona, ao
desencadear suas acodes rapidas, também poderia envolver a participacdo do
GPER (GIESEN, 2019). Estudo prévio do laboratdrio demonstrou que o GPER é
expresso igualmente em ambos 0S sexos em artérias coronarias de ratos
normotensos (DEBORTOLI et al.,, 2017). Ja em artérias mesentéricas de
resisténcia ha uma maior expressdo do GPER em machos em comparac¢ao com
as fémeas. No entanto, por meio da técnica de imunolocalizacdo foi demonstrado
niveis elevados de GPER no endotélio do que no MLV em fémeas (PEIXOTO et
al., 2017, 2018). Com base nesses estudos anteriores do laboratério, era
esperado que parte da resposta de relaxamento poderia ser proveniente da
ativacdo do GPER. Todavia, nossos resultados mostraram que em artérias
mesentéricas de resisténcia, a vasodilatagdo promovida pela progesterona
parece ndo depender de sua acao sobre o GPER.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados permitem concluir que a progesterona induz relaxamento
em artérias mesentéricas de resisténcia de forma similar em ambos os sexos,
por uma via extra endotelial, no MLV, com a participacdo do calcio em ambos.
Além disso, os mediadores endoteliais e o GPER, ndo participam dessa
resposta. Esses achados sdo importantes para uma melhor na compreenséao das
acOes vasculares promovidas pela progesterona em ambos os sexos, e podem
auxiliar no desenvolvimento de melhores formas de terapia na peri e pos

menopausa.
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APENDICE A - REGISTRO TiPICO DA CURVA DE RELAXAMENTO INDUZIDA PELA PROGESTERONA EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA EM FEMEA
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APENDICE B - REGISTRO TIPICO DA CURVA DE RELAXAMENTO INDUZIDA PELA PROGESTERONA EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA EM MACHO
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APENDICE C - REGISTRO TiPICO DA CURVA DE CONTRACAO POR CONCETRACOES CUMULATIVA DE CaCl: EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA EM FEMEA
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APENDICE D - REGISTRO TiPICO DA CURVA DE CONTRACAO POR CONCETRACOES CUMULATIVA DE CaCl: EM ARTERIA
MESENTERICA DE RESISTENCIA EM MACHO
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