ACAO MODULADORA DA TIBOLONA NO SISTEMA DE
PEPTIDEOS NATRIURETICOS: IMPLICACOES
CARDIOVASCULARES E IMUNOLOGICAS

ANA RAQUEL SANTOS DE MEDEIROS GARCIA

TESE DE DOUTORADO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Fisioldgicas
Centro de Ciéncias da Saude
Universidade Federal do Espirito Santo

Vitéria, ES Novembro de 2010



ANA RAQUEL SANTOS DE MEDEIROS GARCIA

ACAO MODULADORA DA TIBOLONA NO SISTEMA DE
PEPTIDEOS NATRIURETICOS: IMPLICACOES
CARDIOVASCULARES E IMUNOLOGICAS

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal do Espirito Santo, para obtencéo do titulo de Doutor.

Orientadora
Prof2. Dr2. Nazaré Souza Bissoli

Co-Orientador
Prof. Dr.Tadeu Uggere de Andrade

Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Fisioldgicas
Centro de Ciéncias da Saude
Universidade Federal do Espirito Santo

Vitéria, ES Novembro de 2010



Garcia, Ana Raquel Santos de Medeiros, 2010

Ac¢do moduladora da tibolona no sistema de peptideos natriuréticos:
implicagbes cardiovasculares e imunologicas. Ana Raquel Santos de
Medeiros — Vitéria, novembro de 2010, 132 p.

Tese de Doutorado — Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do
Espirito Santo.

Orientadora: Prof2. Dr2. Nazaré Souza Bissoli

1.Tibolona 2.Peptideo natriurético atrial 3.Citocinas 4.Reatividade

vascular




ACAO MODULADORA DA TIBOLONA NO SISTEMA DE PEPTIDEOS
NATRIURETICOS: IMPLICACOES CARDIOVASCULARES E
IMUNOLOGICAS

ANA RAQUEL SANTOS DE MEDEIROS GARCIA

Tese submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiol6gicas da
Universidade Federal do Espirito Santo, como requisito parcial para obtencdo do titulo
de Doutor em Ciéncias Fisiologicas.

Aprovada em /___/2010.

Prof? Dr?2 Adelina Martha dos Reis
Departamento de Fisiologia e Biofisica do
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG

Prof2 Dr? Giovanna Assis Pereira Boechat
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas - UVV

Prof? Dr? Alessandra Siméo Padilha
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas - UFES

Prof. Dr. Tadeu Uggere de Andrade (Co-orientador)
Departamento de Ciéncia Farmacéuticas UFES

Prof? Dr2 Nazaré Souza Bissoli (Orientadora)
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas - UFES

Prof Dr Luiz Carlos Shenberg
Coordenador do PPGCF-UFES

Universidade Federal do Espirito Santo
Vitoria, novembro de 2010



Inguanto estiver vVivo,
Sinta-se vivo. Se sentir
saudades do que Jazia,
volte a fazé-lo. Nido viva de
Jolografias — amareladas...
Continue, guando [odos
esperam que desistas. Nio
deixe que enferruje o ferro
gue existe em vocé. _Faca
com gue em vez de pena,
tenham resperto por voce.
Quando  ndo  consegquir
correr atraves dos anos,
trote. Quando 7260
conseguir trotar, caminfie.
Quando  ndo  conseguir
Cammaar, use Umda
tengala.”
Madre Teresa de Calcutd



Dedico  este  trabalho
dqueles qute me
Proporcionaran

contiecimento, em espectal
meus  pails e  minfia

orientadora.



AGRADECIMENTOS

A Deus criador que me fortalece todos os dias nessa longa caminhada da vida. Nao
esquecendo da mae de Jesus por quem intercedo e me acolhe em todos os momentos.

Aos meus pais, Luiz Gonzaga e Aparecida, que souberam encaminhar meus irmaos e
eu aos estudos, acompanhando e incentivando a conquista de cada grau. Aos meus
irmaos, Rodolfo e Lygia, e ao meu sobrinho querido Gabriel, pelas horas de

descontracdo e companheirismo.

Ao meu marido que esteve comigo em todos os instantes, desde a graduacao até mais

essa vitoria. Obrigada pela dedicagao, amor e carinho.

A Profé Dr?2 Nazaré Souza Bissoli, por mais de oito anos de convivéncia. As paginas
dessa tese ndo dariam para expressar o quanto sou agradecida pela oportunidade de
ser sua aluna. Com vocé apreendi muito mais do que os conhecimentos académicos e
levo comigo um pouco dos seus ensinamentos para minha vida pessoal e profissional.
Obrigada pela paciéncia e pelo convivio. Obrigada pela dedicagédo ao seu trabalho que
tem proporcionado oportunidades, ndo sé a mim, mas a todos seus alunos. MUITO
OBRIGADA!!!

Ao Prof. Dr. Tadeu Uggere Andrade, que vem me orientando desde a iniciagao cientifica
e por fazer parte de mais essa etapa. Obrigada Tadeu pelo carinho e amizade.

A Prof2 Dr2 Adelina Martha dos Reis que me recebeu gentilmente em seu laboratério e
me permitiu realizar parte do protocolo experimental proposto neste estudo.

A Luciana Barbosa Firmes pelo acolhimento e dedicacdo. Obrigada Luciana pela
amizade e paciéncia que teve comigo na UFMG. Agradeco também a Janine e a todos
0s outros colegas do laboratério pela ajuda e momentos de descontragao.

As professoras Dr? Margareth, Dr? Glaucia e Dr2 Sénia pela disposicdo em ajudar

sempre que precisei.

A Prof? Dr2 Elenice Moreira Lemos, que foi minha professora na graduacéo, que também

me auxiliou nessa tese permitindo acesso em seu laboratério.



Aos professores Dr? Marcia e Dr. Hélder por me auxiliar nos procedimentos de
reatividade vascular, sempre dispostos a ajudar.

Ao Prof. Dr. Jones pelo auxilio na técnica de western blotting e momentos de
descontracao.

A Aline pela amizade e parceria em todas as fases desse trabalho.
Aos amigos do laboratério de hipertensao experimental Poliana, Elaine, Luciane, Jodo
Vicente, Leonardo, Pablo, Pablo Gava e Hélio pelos momentos de convivéncia e

cumplicidade.

As alunas de iniciacdo cientifica Isabela e Poliana pela dedicacdo, paciéncia e
momentos de descontracdo. Obrigada meninas!

Ao amigo Marcos pelo auxilio na reta final desta tese, a quem tenho muito carinho.

Ao Patrick pelo convivio alegre e pela ajuda, principalmente, 14 na UFMG.

Aos alunos do programa que me auxiliaram neste trabalho e pelas conversas nos
intervalos para descanso Rogério, Fabiana, Eduardo F., Eduardo, Edna, Fernanda,

Walckiria e Washington.

Aos meus amigos Danielle, Danielly e José Venicios pela torcida, apoio e também pelas
risadas.

A todos os professores deste Programa de Pds-Graduacéo.

A equipe de secretaria, Fonseca e Claudia, pela atencao dispensada nos momentos que

0S procurei.

Aos funcionarios Edson e Marildo pelo apoio técnico dispensado para execucgdo deste
estudo.



A todos os meus mestres da graduacdo do curso de Farmécia e Bioquimica da UFES

que com certeza contribuiram para esse momento.

A todos aqueles que, neste instante ndo recordo, mas que somaram para tornar

possivel esse momento.



Lista de tabelas..................

Lista de figuras...................

SUMARIO

Lista de abreviaturas €/0U SigIas.......c.cuui it

RESUMO......ciiimiiiieriismerinsssssss s s s ssss s ns snssssssssss s snssnssessanens
ABSTRACT ...t sse s sss s sas s s san s s s an s e s

1 INTRODUCAO........

1.1 DOENGA CARDIOVASCULAR (DCV) E DEFICIENCIA ESTROGENICA......
1.2 SISTEMA IMUNOLOGICO E DEFICIENCIA ESTROGENICA........ccvcoveeve..
1.3 PEPTIDEOS NATRIURETICOS. . ..ot ettt eee e e eeeen e ene e e

1.4 ESTROGENIO.............

1.5 TIBOLONA.......ccce.

2 OBJETIVOS............
2.1 OBJETIVO GERAL......

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........ocvveciieeieisieeeeee e

3 MATERIAIS E METODOS.......ccormreeermrereeasasasesesssasesssssssessasasans

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS..... oo
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS. ...

3.3 OVARIECTOMIA.........

3.4 TRATAMENTOS HORMONAIS....... oo
3.5 REGISTROS HEMODINAMICOS...........coeoevieeeeeeieeeeseeiesee e

3.6 PESO CORPORAL E RAZAO DE PESO SECO PELO PESO CORPORAL DO

UTERO, DAS CAMARAS CARDIACAS E DOS RINS.....ooeoeeeeeeeeeeeeeeenn.

3.7 DOSAGEM DE ANP E

DENPR.....oo

3.7.1 10dacao de ANP.........eiiiiiimriine s s s
3.7.2 Radioimunoensaio para ANP...........ccccmuiiimmmmnnnmsssmnsss s

3.7.3 Dosagem de proteina total.........ccueerrisrrinssinnss s

3.7.4 Analise de RNA.......
3.7.4.a Extragdo de RNAm

21

22
25
29
34

38

38
38

39
39
39
40
40
41

41

42
43
43
43
44
44



3.7.4.b Sintese do DNA complementar (cCDNA) - transcrigao reversa..................

3.7.4.c Reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (Real time - PCR)........
3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS SERICAS.......coouoveeeeeeeceeeeeeeeeeees e,

3.9 DOSAGEM DA E

XPRESSAO PROTEICA DA eNOS......ooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeea,

3.10 REATIVIDADE VASCULAR EM ANEIS DE AORTA ISOLADO....................
3.11 EXCREGAO DE SODIO E VOLUME URINARIO.........ccceovvericreiereee e
3.12 PROTOCOLO EXPERIMENTAL. ...t

3.12.1 Bloco A.........
3.12.2 Bloco B.........

313 ANALISE ESTATISTICA .. oo ee e

4 RESULTADOS.

4.1 PESO CORPORAL E RAZAO DE PESO SECO PELO PESO CORPORAL DO

UTERO, DAS CAMARAS CARDIACAS E DOSRINS.....ooveeeeeeeeeeeeee e,
4.2 TRATAMENTO COM 17B-ESTRADIOL OU TIBOLONA E DADOS

HEMODINAMICOS...
4.3 TRATAMENTO COM 17B8-ESTRADIOL OU TIBOLONA SOBRE O SISTEMA

DE PEPTIDEOS NATRIURETICOS. .....eeeeeee e enans
4.4 TRATAMENTO COM 178-ESTRADIOL OU TIBOLONA SOBRE AS

CITOCINAS INFLAM

4.5 REATIVIDADE VASCULAR E EXPRESSAO DA eNOS EM ANEIS DE

ATORIAS. ..o et ee e en e

B DISCUSSAD. ... ceeeeeeeeeeeereeeeseeessesssesesssssssessessessesasessesnessnssnssnnsnns
6 CONCLUSAO. .....ceeeeeeeeeeeeereeereesessesessssssessnsesessnsesssssessessessesnnensens

7 REFERENCIAS

10

45
45
47
48
50
51
52
52
52
53

54

54

57

57

62

64
69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Peso corporal das fémeas em gramas (g) observados no 12 (peso
inicial), 21° (peso de inicio dos tratamentos) e 35° (peso final) dias do
protocolo experimental dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX),
ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol (EST) e ovariectomizadas

tratadas com tibolona (TIB).

Tabela 2: Razao de peso seco (RPS) do utero, atrio direito e esquerdo,
ventriculo direito e esquerdo, rim direito e esquerdo pelo peso corporal (PC,
mg/g) dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas
com 17p-estradiol (EST) e com tibolona (TIB).

Tabela 3: Pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD),
pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) dos grupos SHAM,
ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 173-estradiol (EST)
ou com tibolona (TIB).

Tabela 4: Dosagens do conteldo de peptideo natriurético atrial (ANP) no
atrio direito (AD) e esquerdo (AE) em pg/mg de proteina total (Prot) e dos
niveis do RNAm para o ANP no AD e AE em unidades arbitrarias (UA)
através da técnica de PCR real time dos grupos SHAM, ovariectomizadas
(OVX), ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol (EST) e com tibolona
(TIB).

Tabela 5: Niveis renais de RNAm do receptor de ANP do tipo A (NPR-A) e do
tipo C (NPR-C) em unidades arbitrarias (UA) através da técnica de PCR real
time dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas
com 17pB-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB).

Tabela 6: Marcadores da Inflamacédo. O impacto da terapia hormonal nas
fémeas SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17f3-
estradiol (EST) ou tibolona (TIB) sobre os niveis de IL-6 € TNF-a.

11

Pagina

54

56

57

59

61

63



Tabela 7: Valor da resposta maxima (Eméax) e do log da concentracdo da
droga para produzir 50% da resposta méaxima (pD2) nos anéis de aorta em
resposta a injecoes de concentragdes crescentes de fenilefrina (Phe) nos
grupos SHAM, ovariectomizada (OVX), OVX tratadas com 17B-estradiol
(EST) ou OVX tratada com tibolona (TIB).

Tabela 8: Valor da resposta maxima (Eméax) e do log da concentracdo da
droga para produzir 50% da resposta maxima (pD2) nos anéis de aorta em
resposta a administracdo de concentragdes crescentes de acetilcolina (Ach)
nos grupos SHAM, ovariectomizada (OVX), OVX tratada com 17B-estradiol
(EST) ou OVX tratada com Tibolona (TIB).

Tabela 9: Valores médios da excrecdo de sédio (mEqg/l) e volume urinario
(ml) dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas
com 17pB-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB).

66

67

69

12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Resposta das células Th1 e Th2 pelo estimulo de células T CD4" e
a liberagao de citocinas. Linhas continuas indicam estimulagao da via, linhas
pontilhadas indicam inibi¢do. APC: célula apresentadora de antigeno. MHC II:

Complexo principal de histocompatibilidade classe Il.

Figura 2: Estrutura molecular dos peptideos natriuréticos.

Figura 3. Receptores de membrana dos peptideos natriuréticos do tipo A
(NPR-A) e tipo C (NPR-C).

Figura 4: Envolvimento do TNF-a na disfungcdo endotelial. AA: acido

araquidénico

Figura 5: Peso corporal das fémeas em gramas (g) observado no 12 (peso
inicial), 212 (peso de inicio dos tratamentos) e 35° (peso final) dias do
protocolo experimental dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX),
ovariectomizadas tratadas com 17fB-estradiol (EST) e ovariectomizadas

tratadas com tibolona (TIB).

Figura 6: Razao de peso seco (RPS) do utero pelo peso corporal (PC, mg/g)
dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com
17B-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB).

Figura 7: Valores dos niveis plasmaticos de ANP (pg/ml) nos grupos SHAM
(n=5), ovariectomizadas (OVX, n=6), ovariectomizadas tratadas com 17[3-
estradiol (EST, n=7) e com tibolona (TIB, n=5).

Figura 8: Conteudo de ANP do atrio direito (AD - A) e atrio esquerdo (AE - B)
em ug/mg de proteina (ug/mg de prot) dos grupos SHAM, ovariectomizadas
(OVX), ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol (EST) ou tratadas com
tibolona (TIB).

13

Pagina

23

26

28

33

55

56

28

60



Figura 9: Niveis do RNAm do ANP no AE em unidades arbitrarias (UA)
através da técnica de PCR real time dos grupos SHAM, ovariectomizadas
(OVX), ovariectomizadas tratadas com 17-estradiol (EST) ou com tibolona
(TIB).

Figura 10: Niveis renais de RNAm do receptor de ANP do tipo A (NPR-A; A)
e do tipo C (NPR-C; B) em unidades arbitrarias (UA) através da técnica de
PCR real time dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas

tratadas com 173-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB).

Figura 11: Valores dos niveis séricos de IL-6 (A) e TNF-a (B) em pg/ml dos
grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17f3-
estradiol (EST) ou tratadas com tibolona (TIB).

Figura 12: Curva de concentracao dose-resposta a fenilefrina (Phe) em anéis
de aorta com endotélio intacto obtido a partir de ratas SHAM,
ovariectomizadas (OVX), OVX tratada com 17B-estradiol (EST) ou OVX
tratada com tibolona (TIB).

Figura 13: Curva de concentracdo dose-resposta a acetilcolina (Ach) em
anéis de aorta com endotélio intacto obtido a partir de ratas SHAM,
ovariectomizadas (OVX), OVX tratada com 17B-estradiol (EST) ou OVX
tratada com Tibolona (TIB).

Figura 14: Expressao de éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) no segmento
de aorta toracica superior em unidades arbitrarias (UA) dos grupos SHAM
(n=6), Ovarectomizada (OVX, n=6), OVX tratada com 17B-estradiol (EST,
n=6) ou OVX tratada com Tibolona (TIB, n=6) através da técnica de Western
Blotting.

Figura 15: Valores médios do volume urinario (ml) diario, dos grupos SHAM,
ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17p3-estradiol (EST)

ou com tibolona (TIB).

Figura 16: Valores médios da excrecao de sddio (mEq/l) diario, dos grupos

61

62

64

65

67

68

70

70

14



SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 1783-
estradiol (EST) ou com tibolona (TIB).

Figura 17: Mecanismo inibitério do ANP sobre o TNF-a via NF-«B.

Figura 18: Os mecanismos pelos qual o tratamento com estradiol (E2)
atenua a via de sinalizagao pré-inflamatoria. TNF-a, fator de necrose tumoral
alfa; kBB, proteina lkapaB; IKK, complexo IKapaB quinase; NF-xB, fator

nuclear kapaB; JNK, c-jun N-terminal quinase .

Figura 19: Mecanismo proposto para acao inibitéria do ANP, 173-estradiol
(E2) e da tibolona (TI) sobre o TNF-a via NF-xB e modulagéo do E2 e da Tl

sobre a sintese e liberagdo de ANP pelo coracéo.

Figura 20: Principais efeitos dos horménios esterodides nas células imunes.

87

88

89

15



LISTA DE ABREVIATURAS E/OU SIGLAS

AD: Atrio direito

AE: Atrio esquerdo

Ang II: Angiotensina Il

ANP: Peptidio natriurético atrial

AT1: Receptores de angiotensina tipo |

AT2: Receptores de angiotensina tipo Il

BNP: Peptidio natriurético tipo B

CNP: Peptidio natriurético tipo C

DVC: Doenca cardiovascular

EDHF: Fator hiperpolarizante derivado do endotélio
FC: Frequéncia cardiaca

GMPc: Monofosfato de guanosina ciclico

IL-6: Interleucina-6

PA: Pressao Arterial

PAD: Pressao arterial diastolica

PAM: Pressao Arterial Média

NO: Oxido nitrico

NOS: éxido nitrico sintase

eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial

iNOS: éxido nitrico sintase induzivel

NPR: Receptor de peptideo natriurético

NPR-A: Receptor de peptideo natriurético tipo A
NPR-B: Receptor de peptideo natriurético tipo B
NPR-C: Receptor de peptideo natriurético tipo C
PGI2: Prostaciclina

RE: Receptor de estrogénio

REa: Receptor de estrogénio subtipo alfa

REB: Receptor estrogénio subtipo beta

RP: Receptor de progesterona

RNAm: Acido ribonucléico mensageiro

SRA: Sistema renina angiotensina

SRAA: Sistema renina angiotensina aldosterona
VD: Ventriculo direito

16



VE: Ventriculo esquerdo
TH: Terapia hormonal
TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa

17



18

RESUMO

Alteracbes deletérias no sistema cardiovascular e imunol6égico sdo encontradas em
fémeas com deficiéncia estrogénica, porém, € questionado se os estrogenos exdgenos
possuem a capacidade de anular esses efeitos na pés-menopausa. Assim, estudos que
avaliam mecanismos de interacao entre o sistema cardiovascular e imunolégico com as

terapias hormonais sdo de grande interesse.

Objetivo: determinar alteragdes no sistema de peptideos natriuréticos e relaciona-las
com parametros cardiovasculares e imunoldgicos em ratas ovariectomizadas e tratadas

com tibolona.

Materiais e Métodos: foram utilizadas fémeas Wistar com peso corporal entre 160 a 180
g, divididos em 4 grupos (n=7): SHAM, Ovariectomizada (OVX), OVX tratadas com 17f3-
estradiol (EST) e OVX tratadas com tibolona (TIB). O tratamento foi realizado por 14
dias com TIB (1,5ug/Kg/dia) e EST (0,5ug/Kg/dia), apds 21 dias decorridos do processo
de ovariectomia. Ao final do tratamento, animais foram sacrificados, a aorta toracica foi
isolada e foram retirados anéis de 4 a 5 mm. Os anéis integros, com endotélio, foram
montados em cuba para 6rgao isolado com solugdo de Krebs para obtengado de curvas
dose-resposta a fenilefrina (PHE) e a acetilcolina (ACH) para avaliacdo da reatividade
vascular. Segmento da aorta toracica superior foi utilizado para andlise da expressao
protéica de eNOS através de Western Blotting. Os rins, atrios e sangue foram coletados
para as demais analises. Niveis plasmaticos de peptideo natriurético atrial (ANP) foram
dosados por radioimunoensaio (RIA) e niveis séricos de citocinas (IL- 6 e TNF-a) por
ELISA. Os étrios foram retirados para analise do ANP atrial por RIA e RNAm do ANP
por RT-PCR. Os rins foram utilizados para andlise de RNAm de receptor tipo A (NPR-A)
e C (NPR-C) por RT-PCR. Os dados foram apresentados como média + EPM. Para
analise estatistica da reatividade dos anéis de aorta foi realizada por analise de
variancia (ANOVA), uma e/ou duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Na
analise dos dados do sistema de peptideos foi efetuada analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls e para eNOS analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste post hoc de Fisher. Os niveis de
significancia estabelecidos foram p<0,05.



19

Resultados: O grupo OVX apresentou aumento da resposta contratil a PHE comparado
ao grupo SHAM, contudo, os grupos EST e TIB foram capazes de normalizar esta
resposta (Eméx - SHAM: 91,0 = 3,9; OVX: 140,0 £ 5,5; EST: 1154 £ 3,7; TIB: 113,2
5,1 - % tensao). O relaxamento dependente do endotélio (curvas dose-resposta a ACH)
foi similar para todos os grupos. Os animais OVX e os grupos EST e TIB nao
apresentaram diferenga nos niveis de expressédo protéica de eNOS comparados ao
grupo SHAM, contudo, os niveis séricos de citocinas IL-6 e TNF-a estavam aumentadas
nas fémeas ovariectomizadas. Ja os tratamentos com EST e TIB foram capazes de
diminuir esses niveis comparados ao do grupo SHAM, exceto os niveis de IL-6 que
permaneceram altos no grupo TIB (TNF-a: SHAM 20.3 + 2.0; OVX 31.0 £ 5.0; EST 17.6
+2.0; TIB: 20.5 £ 3.1/ IL-6: SHAM 19.3 + 6.0; OVX 32.8 + 5.0; EST 20.0 + 3.0; TIB:
34.4 + 2.8 pg/ml). Em relagdo ao sistema de peptideos natriuréticos a ovariectomia
deprimiu os niveis de ANP plasmatico e atrial esquerdo (ANP plasmatico: SHAM 263.3 +
53.3; OVX 92.5 £ 19.5; EST 247.3 £ 29.9; TIB: 285.7 + 60.4 pg/ml /ANP atrial esquerdo:
SHAM 5.68 £ 0.35; OVX 3,48 + 0,40; EST 6.48 £ 0.97; TIB: 3.59 = 0.25 pg/mg de
proteina); a expressdao de RNAm do ANP atrial esquerdo (SHAM 91.3 +4.4; OVX 40.0 +
10.1; EST 122.3 £ 12.0; TIB: 167.9 £ 25.7 UA) e NPR-A (SHAM 12.00 + 5.20; OVX 0.68
+0.11; EST 0.92 £ 0.28; TIB: 2.04 £ 1.04 UA), mas néao alterou NPR-C. Os tratamentos
normalizaram esses parametros, exceto, o grupo TIB que ndo normalizou os niveis de
ANP atrial.

Concluséao: Estes dados evidenciam de modo inédito a influéncia da tibolona no sistema
de peptideo natriurético e sobre as citocinas inflamatérias. A tibolona foi capaz de
normalizar os niveis de ANP e sua expressao atrial, assim como, reduzir os niveis de
TNF-a. Adicionalmente, os resultados mostram que a TH utilizada neste estudo
normalizou parcialmente as alteracbes da reatividade vascular, possivelmente, via

regulagcao do sistema de peptideo e citocinas inflamatérias.
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ABSTRACT

Cardiovascular and immune system abnormalities have been reported in females with
estrogen deficiency. Nevertheless, the capacity of the exogenous estrogen therapy to
manage these hazard effects in postmenopausal women is still to be better investigated.

Objective: this study is addressed to determine the abnormalities on the natriuretic
peptide system in ovariectomized rats with and without tibolone reposition therapy, and if
these changes are or not related with cardiovascular and immunological parameters.

Materials and Methods: female rats with the average weight of 160-180 g were used and
divided into four groups (n = 7 per group): SHAM, ovariectomized (OVX), OVX treated
with 17B-estradiol (EST) and OVX treated with tibolone (TIB). The treatment period was
14 days with TIB (1.5 mg / kg / day) and EST (0.5 mg / kg / day), after 21 days of the
ovariectomy procedure. At the end of treatment, the animals were euthanized, the
thoracic aorta was isolated, and rings of 4-5 mm were removed. Rings with endothelium,
were placed in an isolated organ tank with Krebs solution. Dose-response curves to
phenylephrine (PHE) and acetylcholine (ACH) were obtained for assessment of vascular
reactivity. Upper segment of the thoracic aorta was used for analysis of protein
expression of eNOS by Western Blotting. The kidneys, the atria and blood were collected
for further analysis. Plasma levels of atrial natriuretic peptide (ANP) were measured by
radioimmunoassay (RIA) and serum cytokines (IL-6 and TNF-¢) by ELISA. Atria were
removed for analysis by RIA of ANP and atrial ANP mRNA by RT-PCR. The kidneys
were used for analysis of mMRNA of type A receptor (NPR-A) and C (NPR-C) by RT-PCR.
Data were presented as mean * standard error of mean. Statistical analysis of the
reactivity of aortic rings was performed by analysis of variance (ANOVA), and one or two
way, followed by post-hoc test of Tukey. For the peptides system data it was performed
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Newman-Keuls, and for
eNOS it was used one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher's post hoc
test. Significance levels were p<0,05.

Results: the OVX group showed increase of contractile response to PHE compared to
the SHAM group, and the TIB and EST groups were able to normalize this response
(Emax - SHAM: 91,0 + 3,9; OVX: 140,0 + 5,5; EST: 115,4 £ 3,7; TIB: 113,2 £ 5,1 - %
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Tension). The endothelium-dependent relaxation (dose-response curves to ACH) was
similar for all groups. The OVX, EST and TIB groups showed no difference in the eNOS
protein expression compared with the SHAM group, however, serum levels of IL-6 and
TNF-a were increased in ovariectomized females. However, the treatments with EST and
TIB were able to decrease these levels compared to the SHAM group, except the levels
of IL-6 which remained high in the TIB group (TNF-a: SHAM 20.3 £ 2.0, OVX 31.0 £ 5.0,
17.6 + EST 2.0; TIB: 20.5 + 3.1 / IL-6: SHAM 19.3 + 6.0, 32.8 £ 5.0 OVX, EST 20.0 * 3.0;
TIB: 34.4 + 2.8 pg / ml). The plasmatic and left atrial levels of ANP (ANP plasma: 263.3 +
53.3 SHAM, OVX 92.5 + 19.5, 247.3 + 29.9 EST,; TIB: 285.7 + 60.4 pg / ml / left atrial
ANP: SHAM 5.68 + 0.35; OVX 3.48 + 0.40, 0.97 £ 6:48 EST; TIB: 3.59 + 0.25 mg / mg
protein), the mRNA expression of ANP left atrial (SHAM 91.3 + 4.4, OVX 40.0 + 10.1;
122.3 + 12.0 EST; TIB: 167.9 £+ 25.7 AU) and NPR-A (SHAM 5.20 + 12:00; OVX 0.68 *
0.11; EST 0.92 + 0.28; TIB: 2.04 + 1.4 AU) were depressed after ovariectomy, and NPR-
C did not change. The treatment normalized these parameters, except that the TIB group
did not normalize the levels of atrial ANP.

Conclusion: data from this study show, for the first time, that tibolone treatment after
ovariectomy influence the natriuretic peptide system and the inflammatory cytokines.
Tibolone was able to normalize the levels of ANP and its atrial expression as well as
reduce levels of TNF-a. Additionally, the results show that Hormonal Therapy used in this
study partially normalized the changes in vascular reactivity, possibly through regulation
of the peptide system and inflammatory cytokines.



22

1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida, compreender os mecanismos do processo de
envelhecimento € essencial para garantir melhor qualidade de vida, principalmente nas
mulheres durante o periodo péds-menopausa. Alteracdes deletérias no sistema
cardiovascular e imunolégico sdo encontradas em fémeas com deficiéncia estrogénica,
porém, é questionado se 0s estrégenos exdgenos possuem a capacidade de anular
esses efeitos na pds-menopausa. Assim, estudos que avaliam mecanismos de
interacdo entre o sistema cardiovascular e imunolégico em fémeas, associados a
modulacao estrogénica, podem contribuir para elucidar esses mecanismos e apontar por
quais vias, as drogas utilizadas na terapia hormonal (TH) pdés-menopausa podem
contribuir para beneficios no sistema cardiovascular e imunoldgico, nesse género. A
tibolona, droga utilizada na TH, tem metabdlitos com efeitos estrogénicos,
progestagénicos e/ou androgénicos, como também, metabolismo tecido-especifico e,
pode ser usada como alternativa a TH classica com os estrogenos e progestagenos.

Os efeitos cardiovasculares do sistema de peptideos natridreticos sdo bem explorados
em diversas situacoes fisiopatoldgicas e alguns estudos evidenciam as alteragdes desse
sistema em mulheres e animais com deficiéncia estrogénica. A interacao do sistema de
peptideos natriurético com o sistema imunoldgico tem sido explorada recentemente,
assim, estudos que avaliam a interacdo desses sistemas em fémeas ovariectomizadas
podem, também, contribuir para elucidar os possiveis mecanismos pelos quais 0 uso de
TH exerce seus efeitos sistémicos, entre eles, efeitos imunomoduladores e

cardiovasculares.

1.1 DOENCA CARDIOVASCULAR (DCV) E DEFICIENCIA ESTROGENICA

Atualmente, as doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte
(Regitz-Zagrosek et al.,, 2010) e, estudos epidemioldégicos e laboratoriais tém
demonstrado que a incidéncia destas doencas, em mulheres no periodo fértil, € menor

que em homens da mesma faixa etaria. Entretanto, em mulheres na fase pods-
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menopausa, esses indices se igualam com homens de mesma idade (Lerner & Kannel,
1986; Barrett-Connor, 1997; Dantas et al., 1999; Mendelsohn & Karas, 1999; Dubey et
al., 2002). Isso indica que a perda da funcao ovariana pode ser considerada um fator de
risco especifico para essas enfermidades (Stevenson, 2000). Estudo realizado por
Stampfer & Colditz (1991) sugere que a Terapia Hormonal (TH) com estrégenos em
mulheres apds a menopausa esta associada a reducdo de até 50% na incidéncia de
eventos cardiacos, evidenciando-se assim, a fungéo cardioprotetora dos horménios
sexuais femininos. Resultado semelhante foi observado em mulheres jovens que
sofreram 0 processo de remogdo cirurgica dos ovéarios quando receberam tratamento
com estrogénio (Eaker et al., 1993), indicando que é a diminuicdo ou a auséncia da
produgdo de horménios ovarianos que estao envolvidos no aumento das DCV e néo o
fator idade de maneira isolada. Entretanto, grandes estudos, como o Women Health
Iniciated (WHI) e o Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study (HERS) parecem
mostrar o contrario, um aumento de eventos cardiovasculares em mulheres que
receberam a TH (Hulley et al., 1998; Rossouw et al., 2002; Shumaker et al., 2003; Berg
et al., 2006).

1.2 SISTEMA IMUNOLOGICO E DEFICIENCIA ESTROGENICA

Um importante mecanismo de defesa das células do organismo diante da agressao
tecidual é a resposta inflamatéria. A inflamagéao € um componente essencial na resposta
imune, e para uma resposta inflamatéria adequada, é necesséria uma dindmica do
balango existente entre citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatérias. Entretanto, a
regulacédo da inflamagéo é um fato complexo, pois ha vias redundantes e com mdultiplos
elementos tendo efeitos fisiologicos similares (Ozaki & Leonard, 2002).

Citocinas sao grupos de pequenas proteinas, glicoproteinas e/ou peptideos produzidas
por diversas células do sistema imunoldégico e células vasculares. Pequenas
concentracées, em nivel de picomolar e nanomolar sdo suficientes para ativar
receptores especificos e modular as fungdes das diversas células e tecidos (Arai et al.,
1997; Oppenheim, 2001; Dinarello, 2007).

A grande maioria das citocinas pode estar ligada a membrana celular ou presentes na
matriz extracelular, ou seja, alternar entre as formas insoliveis e sollveis,
respectivamente, podendo esta mudanca de solubilidade ser um importante evento
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regulatério. Diferentes tipos de células podem secretar o mesmo tipo de citocina, e uma
mesma citocina pode atuar em diversos tipos de células (pleiotropia) e produzir multiplas
atividades bioldgicas, dependendo do tipo de célula, tempo e contexto (Hirano,1999).

Como representado na figura 1, observa-se que as citocinas sdo produzidas por
linfécitos T CD4+ ou auxiliares, que sao diferenciados pelo perfil das citocinas
produzidas por cada um, sendo chamados linfécitos T auxiliares 1 e 2 (Th1 ou Th2).
Essas células se desenvolvem a partir de um mesmo precursor e podem apresentar
funcao regulatéria uma sobre a atividade da outra. As células Th1 secretam altos niveis
de interleucina-2 (IL-2), fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), interferon gama (INF-y)
que promovem a ativacdo de macréfagos e de outras células envolvidas na resposta
imune. Ja as células Th2 produzem uma variedade de outras citocinas, incluindo
interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), que s&o responsaveis

pelos componentes da resposta humoral (Opal & DePalo, 2000).
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Figura 1: Resposta das células Th1 e Th2 pelo estimulo de células T CD4" e a liberagao
de citocinas. Linhas continuas indicam estimulagao da via, linhas pontilhadas indicam
inibicdo. APC: célula apresentadora de antigeno. MHC I1I: Complexo principal de

histocompatibilidade classe Il. Fonte: Opal & DePalo (2000)
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Como exposto, as citocinas sdao produzidas em resposta a estimulos inflamatérios,
principalmente por macrofagos e células Th, mas também sdo produzidas por outras
células como fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais, entre outras (Cohen et
al, 1974).

A inflamacdo apesar de necessaria, pode se tornar crénica e levar a prejuizos para o
organismo. E bem aceito que a inflamagdo crénica € a maior condicdo basica para
doencas relacionadas com a idade, como a aterosclerose, artrite, cancer, osteoporose,
doencas vasculares, entre outras (Yu & Chung, 2006). Adicionalmente, a perda da
funcao ovariana também pode, ser considerada um fator de risco especifico para essas
enfermidades (Vural et al., 2006b; Gameiro & Romao, 2010).

O fato de que o género influencia o sistema imunoldgico tem sido reconhecido e o
conceito de imunossenescéncia reflete mudancas em ambas as respostas imunolédgicas
humoral e celular. Além da idade, em mulheres na pés-menopausa, as alteracbes do
sistema imunoldgico tém sido atribuidas a privacdo de estrégenos, pois, nessa fase ha
um aumento na concentracdo sérica de marcadores pré-inflamatérios, uma diminuicao
de linfécitos T CD4, linfocitos B e na atividade de células natural killer (NK; Gameiro &
Romao, 2010). Varios estudos tém mostrado que as mulheres na pds-menopausa
apresentam uma maior expressdo génica e/ou protéica de fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a) e/ou interleucina 6 (IL-6; Pacifici, 1996; Vural et al., 2006a; Xing et al.,
2009; Gameiro & Romao, 2010). Contudo, o uso da TH por mulheres na pés-
menopausa foi capaz de reduzir a expressdo génica e protéica destas citocinas
(Morishita et al., 1999; Arenas et al., 2005; Vural et al., 2006b). Portanto, os mecanismos
subjacentes ao efeito protetor da TH também poderia ser atribuido a suas propriedades
imunomoduladoras que parecem recuperar a homeostase das citocinas em mulheres na

pés-menopausa (Gameiro & Romao, 2010).



26

1.3 PEPTIDEOS NATRIURETICOS

Ha aproximadamente 30 anos que De Bold e colaboradores (1981) verificaram que a
infusdo de extratos de tecido atrial em ratos resultou em atividade diurética, natriurética
e vasodepressora. Trés anos apds a descoberta de De Bold e colaboradores (1981), o
peptideo natriurético atrial (ANP) foi identificado e apontado como o primeiro peptideo
da familia dos hormonios natriuréticos cardiacos (Seidman et al., 1984). Posteriormente,
em 1988, isolado do cérebro de porcos foi identificado o peptideo natriurético tipo-B
(BNP; Sudoh et al., 1988) e em 1990, o terceiro membro da familia foi identificado e
nomeado peptideo natriurético tipo-C (CNP; Sudoh et al., 1990). Desde a descoberta,
varios estudos demonstram que os peptideos natriuréticos cardiacos (ANP e BNP) e
seus precursores moleculares podem ser utilizados como marcadores Uteis de doenca
cardiaca (Burnett et al., 1986; Yandle et al., 1993; Richards et al., 2004; Doust et al.,
2005), devido a importancia desses peptideos no controle cardiovascular, atuando como
reguladores da pressao sanguinea e na homeostase de fluidos corporais, por meio de
seus efeitos diurético, natriurético e vasodilatador (Espiner et al., 1995; Rubattu & Volpe,
2001). Recentemente, estudos também demonstraram efeito antiinflamatério do ANP
(Kiemer & Vollmar, 2001; Volimar, 2005; Ladetzki-Baehs et al., 2007; Vellaichamy et al.,
2007).

Os ANP, BNP e CNP sao estruturalmente semelhantes, mas geneticamente distintos
(Potter et al., 2006) e sao sintetizados em lugares diferentes (Pandey, 2005; Potter et
al., 2006). O ANP e o BNP sao de origem cardiaca e o CNP de origem endotelial, mas
também é encontrado no sistema nervoso (Ruskoaho, 2003). Todos os peptideos
natriuréticos sao sintetizados como pré-pr6-hormdnios e apresentam em comum um
anel composto por 17 aminoacidos ligados por ponte dissulfeto entre dois residuos de
cisteina (figura 2), sendo essa formacao essencial para o reconhecimento do peptideo
pelo receptor de membrana. A principal forma biologicamente ativa ou madura do ANP,
que predomina na circulagédo, é composta por 28 aminoacidos (Potter et al., 2006).



27

Figura 2: Estrutura molecular dos peptideos natriuréticos.

FONTE: Adaptado de Potter et al. (2006).

O peptideo que mais se destaca na regulacdo do sistema cardiovascular € o ANP (Levin
et al.,, 1998) e dentre os trés peptideos ja4 descritos, 0 ANP foi o Unico estudado no
presente trabalho.

O ANP ¢ sintetizado a partir de um grande precursor, um peptideo de 151 aminoécidos,
conhecido como pré-pr6-ANP. Posteriormente esse precursor é clivado e origina o pré-
ANP com 126 aminoacidos. O ANP é primariamente sintetizado € armazenado em
granulos no atrio na forma de seu precursor, o pro-ANP. Esse permanece dentro de
granulos nos cardiécitos atriais até que receba algum estimulo e ocorra sua clivagem
pela protease chamada corin. Além dos atrios, em concentragées menores a expressao
génica do ANP esta presente em outros tecidos como no ventriculo e nos rins (Potter et
al., 2006).

A liberagcdo do ANP pode ocorrer por estimulos mecanicos ou humorais, no qual, o
principal estimulo para a sua liberagdo é a distensdo da parede atrial resultante do
aumento do retorno venoso. Adicionalmente, imersdo em agua, vasopressina,
endotelina e angiotensina também tem mostrado estimular a liberagdo do ANP (Pandey,
2005; Potter et al., 2006). Uma vez secretado, o ANP perfunde para o seio coronario
onde tem sua distribuicdo facilitada para varios érgaos alvos (Potter et al., 2006). Por
sua vez, os efeitos bioldégicos do ANP sao mediados por ligagdes aos receptores de
peptideos natriuréticos (NPR) ou chamados de receptores de guanilato ciclase,
especificos de membrana localizados na superficie das células alvo (Baxter, 2004).
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Sao0 conhecidos trés tipos de receptores com afinidade aos peptideos natriuréticos: NPR
tipo A (NPR-A), tipo B (NPR-B) e tipo C (NPR-C), este, também chamado de receptor de
clearance. Os NPR-A e NPR-B possuem atividade guanilato ciclase e sdo mediadores
das atividades biolégicas dos peptideos natriuréticos. O NPR-C nao possui atividade
guanilato ciclase e sua funcdo € a remogéo dos peptideos natriuréticos da circulagéo
(Pandey, 2005; Potter et al., 2006). O ANP se liga ao NPR-A e ao NPR-C. Em humanos
e em ratos o RNAm do NPR-A é altamente expresso nos rins, adrenal, ileo terminal,
tecido adiposo, na aorta e pulmao (Potter et al., 2006) e em células do sistema
imunolégico (Vollmar, 2005).

O NPR-A é composto por dominios extracelular, intracelular e transmembrana. A parte
extracelular liga-se ao ANP e a parte intracelular promove a sintese de monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) mediada pela guanilato ciclase a partir da guanosina trifosfato
(GTP). O GMPc, chamado de segundo mensageiro, € o responsavel pela maioria das
acoes bioldgicas do ANP (figura 3; Baxter, 2004).
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Figura 3. Receptores de membrana dos peptideos natriuréticos do tipo A (NPR-A) e tipo

C (NPR-C).

FONTE: Adaptado de Potter et al. (2006).

O NPR-C apresenta um curto dominio intracelular, ndo apresenta atividade guanilato
ciclase e esta envolvido na eliminacao dos peptideos natriuréticos, ou seja, no clearance
dos peptideos natriuréticos, inclusive do ANP. Os peptideos natriuréticos ligam-se a ele,
sdo internalizados e enzimaticamente degradados, posteriormente, retornam a
superficie celular (figura 3).

O ANP tem grande importancia na regulacao do sistema cardiovascular, pois, além de
apresentar efeitos sobre 0s vasos e o coracao (Garcia et al., 1984; Gutkowska & Nemer,
1998; Jankowski et al., 2001) atua nos rins, aumentando o ritmo de filtracao glomerular
(Castro et al., 1989), inibe a secrec¢do de renina e o transporte de sédio pelo segmento

medular do ducto coletor (Potter et al., 2006). O ANP é secretado normalmente em
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algumas situacoes fisioldgicas, contudo, em situacdes patoldgicas o ajuste da sintese e
da liberagdo de ANP parece estar alterado (Tsutamoto et al., 1993; John et al., 1995;
Oliver et al., 1997; Belo et al., 2004; Belo et al., 2008). Em mulheres e animais fémeas
com deficiéncia estrogénica, a alteracdo do sistema de peptideos natriuréticos pode
estar associada aos prejuizos no sistema cardiovascular que, posteriormente, podera
levar ao desenvolvimento de DCV (Clark et al., 1990; Jankowski et al., 2001; Maffei et
al., 2001; Belo et al., 2004; Belo et al., 2008).

1.4 ESTROGENIO

Estrogénio é um termo usado para um grupo de horménios esterdides com dezoito
carbonos, que sao secretados principalmente pelo ovario e, em menor quantidade, pelas
adrenais. O estrogénio engloba trés hormonios esterdides estruturalmente semelhantes:
17B-estradiol, estrona e estriol. Porém, o periodo pdés-menopausa € associado a
deficiéncia ovariana e reduc¢ao nos niveis de estrogénio, principalmente, o 17p-estradiol,
0 mais abundante na fase pré-menopausa (Hsueh et al., 1983).

As acles biolégicas do estrogénio nos mamiferos incluem os processos reprodutivos,
cardiovasculares, relacionados ao metabolismo ésseo, fungcdo cognitiva e
comportamento. Por isso, alteragdes nos horménios estrogénicos, podem estar
associadas ao desenvolvimento e progressdo de numerosas doencas, como doencas
neurodegenerativas, DCV, resisténcia a insulina, osteoporose, endometriose e
obesidade (Korach & Deroo, 2006).

As alteragbes celulares induzidas pelo estrogénio podem ocorrer por diferentes
mecanismos. Quando o estrogénio se difunde para o meio intracelular, devido a sua
estrutura esteroidal e sua alta lipofilicidade, ele se liga ao receptor de estrogénio (RE),
que esta localizado no meio intracelular. Esse mecanismo € chamado de mecanismo
classico ou mecanismo gendmico de agdo do estrogénio ou ainda via genémica. O
complexo nuclear formado estrogénio-RE desencadeia seqiiéncias de respostas ligadas
ao estrogénio direta ou indiretamente por meio de interacbes com proteinas, como a
proteina ativadora-1 na regido promotora dos genes responsiveis ao estrogénio,
resultando em uma co-regulagcao de proteinas na regidao promotora, aumentando ou
reduzindo os niveis de RNAm, associado a producado de proteinas e a resposta
fisiologica (Silbergberg & Magleby, 1999; Korach & Deroo, 2006). Esse mecanismo



31

tipicamente demora um tempo maior para ocorrer, devido a ativacdo de enzimas
responsaveis pela regulacao e sintese de novos constituintes e de rotas metabdlicas.

Em contraste a esse mecanismo, o estrogénio pode rapidamente induzir alteragcdes no
funcionamento celular, chamado de mecanismo ndo-genémico ou via ndo gendmica,
onde o estrogénio se liga a RE que podem estar localizados no citoplasma ou
adjacentes a membrana plasmatica que requerem a presenca de proteinas
adaptadoras. A ativagcdo desses receptores resultaria em respostas celulares como
aumento do éxido nitrico (NO; Korach & Deroo, 2006), gerando vasodilatagdo de alguns
leitos, como o leito coronariano (Santos et al, 2004).

Os receptores de estrogénios tipo a (REa) e receptor de estrogénio tipo B (REB) sédo
amplamente expressos em diferentes tecidos, tanto em humanos, quanto em roedores
(Mueller & Korach, 2001). O REa, primeiro a ser clonado (Green, 1986), pode ser
encontrado no Utero, testiculo, vasos sangliineos, coragdo, mama, ovario e epididimo
(Kuiper et al., 1997; Jankowski et al., 2001; Tostes et al., 2003). J& o REP pode ser
localizado na proéstata, testiculos, ovarios, Utero, bexiga, rim, vasos sanglineos,
coracdo, cérebro, pulmdo, no nudcleo supra-6tico e no nucleo paraventricular
(Hrabovszky et al., 1997; Kuiper et al., 1997; JankowskKi et al., 2001; Tostes et al., 2003).
O dominio do local de ligagdo do REJ demonstra grande homologia comparado com o
REa, mas tem sido mencionado que co-reguladores reagem de maneira diferente entre
os dois receptores (Paech et al., 1997; Hasenbrink et al., 2006) e que existe uma
regulacao do REP sobre a atividade do REa em diferentes tecidos.

Modelos animais nos quais foram retirados 0s genes responsaveis pela transcricao
desses receptores resultaram em diferentes fenétipos e representaram alguns modelos
experimentais utilizados para avaliar o papel dos RE na fisiologia hormal e nas doencas
(Couse & Korach, 1999).

O estrogénio possui efeitos sobre o sistema cardiovascular que podem explicar a
possivel cardioprotecdo nas fémeas, por exemplo, estudos demonstraram que o
estrogénio pode aumentar o débito cardiaco, a velocidade do fluxo arterial e diminuir a
resisténcia vascular periférica, alterando assim, o ténus vascular de artérias sistémicas
resultando em vasodilatagdo e aumento do fluxo sangiineo (Magness & Rosenfeld,
1989; Riedel et al., 1995). Inclusive o estrogénio possui efeitos diretos sobre o vaso
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quando administrado in bolus resultando em vasodilatagdo no leito coronario com ou
sem endotélio, resultado demonstrado por Santos e colaboradores (2004).

Sobre o endotélio vascular é bem estabelecido que a disfuncio endotelial esta envolvida
na fisiopatologia de DCV, incluindo as que ocorrem na fase pds-menopausa (Cohen et
al., 1983). Em condicbes normais o endotélio mantém um efeito vasodilatador,
antitrombdético e antiinflamatério (Furchgott & Zawadzki, 1980; Nakano et al., 1998;
Chakrabarti et al., 2008). Essas células endoteliais desempenham papel fundamental na
circulacdo através da sintese de vasodilatadores, como o 6xido nitrico (NO),
prostaciclina (PGI2), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Durante o
processo de disfungdo endotelial, a sintese e/ou a bioatividade dos vasodilatadores &
reduzida, favorecendo o aumento de vasoconstritores derivados do endotélio, como a
endotelina e o tromboxano A, (Fisher, 2008). Sendo assim, tanto a modulac¢édo da funcéo
endotelial pelo estrogénio quanto por substancias que possam apresentar efeitos
semelhantes aos estrogenos tem despertado grande interesse na comunidade cientifica.

Basicamente, existem dois mecanismos principais para explicar os efeitos
vasodilatadores do estrogénio: um efeito direto sobre o musculo liso vascular, e um
efeito dependente do endotélio, onde o estrogénio estimularia a liberacdo de agentes
vasodilatadores (Farhat et al., 1996).

A acado vasodilatadora direta do estrogénio sobre o musculo liso vascular poderia
ocorrer pelo antagonismo de canais de Ca®* (Jiang et al., 1991; Sudhir et al., 1995),
inibindo assim, o influxo transmembrana de célcio via canais de Ca®* tipo L voltagem-
dependente (Zhang et al., 1994; Ruehlmann et al., 1998), o que levaria a reducédo na
concentracdo intracelular de Ca** e consequentemente ao relaxamento; ou ainda pela
estimulacdo de BKCa (“Maxi K” ou “Big K”) nas células do musculo liso vascular (Node
et al., 1997; Valverde et al., 1999), o que levaria a hiperpolarizacdo dessas células. A
hiperpolarizagéo, por sua vez, reduz a probabilidade de canais de Ca** tipo-L, levando

ao relaxamento do musculo liso vascular.

No que diz respeito as acdes do estrogénio sobre o endotélio vascular, inUmeros
estudos mostram uma forte ligacdo entre o NO e o estrogénio (Weiner et al., 1994;
White et al.,, 1995). Essas acbes estdo associadas tanto a mecanismos gendmicos
quanto a ndo-genémicos (Weiner et al., 1994; Chen et al., 1999).
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O NO, principal agente vasodilador dos vasos de conduténcia, como a aorta, é
produzido durante a ativacdo da 6xido nitrico sintase (NOS). Duas isoformas da NOS
sao relevantes nos processos inflamatérios, a éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A atividade da eNOS é parcialmente regulada por
concentragdes de ions calcio intracelular e ela & expressada constitutivamente. A iNOS,
normalmente, ndo € identificada em tecido vascular saudavel, mas & expressa por
leucdcitos em resposta a citocinas (Vila & Salaices, 2005). O mecanismo de acao
intracelular do NO é comum para as duas isoformas. Ao se difundir pela membrana, o
NO pode atingir a enzima guanilato ciclase soluvel presente nas células musculares
lisas, convertendo o GTP em GMPc. Resumidamente, o aumento das concentracoes de
GMPc ativa proteina quinase G (PKG) acarretando uma diminuicdo citosélica de Ca®*
em células do musculo liso vascular, induzindo assim, a acado vasodilatadora (Moncada
& Higgs 1993; Vanhoutte, 2009). Vale ressaltar que o NO produzido pelas células
endoteliais é liberado para o mdsculo liso vascular e também para a circulacao
sangUlinea, onde o NO exerce o efeito importante de inibidor da agregacao plaquetaria e
agente antioxidante (Vanhoutte, 2000; Vanhoutte, 2009).

Estudos mostram que o estrogénio pode estimular a expressdao génica de NOS,
possivelmente por mecanismos genémicos (Weiner et al., 1994) como também
aumentar a liberacdo de NO em células endoteliais, provavelmente por mecanismo nao-
genbémico (Chen et al., 1999). Em aorta de coelhos e artéria mesentérica de ratos dados
demonstram que a ovariectomia reduz a formagéo de niveis de NO (Liu et al., 2001). A
elevagao basal de NO pelo estrogénio parece envolver a ativacdo de REa (Chen et al.,
1999), possivelmente pelo aumento da atividade da NOS (Binko et al., 1998; Chen et al.,
1999).

Além das acoes do estrogénio sobre o NO, os estrogenos, por acbes gendbmicas € nao
genbmicas, parecem modular o TNF-a diminuindo os niveis e a expressdo dessa
citocina (Xing et al., 2009). Adicionalmente, muitos estudos demonstram o efeito direto
do TNF-a sobre a eNOS, que promove down-regulation da expressao desta enzima e,
consequentemente, diminuicdo na producdo de NO em diversos leitos vasculares
(Goodwin et al, 2007). O ciclo citrulina/NO (que faz parte da sintese do NO) é regulado
pela argininossuccinato sintase (ASS) demonstrado na figura 4. O NO é sintetizado pela
conversdo de L-arginina em L-citrulina mediado pela eNOS e catalisado pela ASS.
Goodwin e colaboradores (2007), demonstraram que TNF-a diminui a expressao do

RNAm para eNOS e da proteina ASS em células endoteliais adrticas, diretamente
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reduzindo a produgéo de NO.
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Figura 4: Envolvimento do TNF-a na disfuncéo endotelial. AA: &cido araquidonico.
FONTE: Zhang et al. (2009).

Além disso, o TNF-a aumenta a sintese de anions superdxidos (O2"), que por sua vez,
reage com o NO e forma perdxido nitrito (ONOQO’). Como conseqiiéncia, 0 TNF-a diminui
a biodisponibilidade de NO, prejudicando sua ac¢ao vascular. TNF-a também diminui os
acidos epoxieicosatriendico (EETs), um vasodilatador que funciona como um provéavel
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), via inibicdo da atividade da enzima
citocromo P450 (CYP 450, Zhang et al., 2009).

1.5 TIBOLONA

As THs surgiram como forma de reverter possiveis alteracdes decorrentes da deficiéncia
ovariana, na tentativa de proteger a mulher de doengas cardiovasculares, prevenir a
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osteoporose, o cancer de mama e Utero e minimizar os disturbios da fun¢do cognitiva,
uma vez que estes sdo os principais sinais e sintomas na mulher pds-menopausa
(Byyny & Speroff, 1996; Wild, 1996). Entre uma destas terapias encontra-se a tibolona,
uma substancia sintética esteroidal, derivado da 19-nortestosterona e previamente
chamado de Org OD-14 (Lindsay et al., 1980; De Visser et al., 1984).

A tibolona, de forma molecular C,1H250, € um po6 cristalino branco e insoluvel em agua.
Ela é rapidamente e quase completamente absorvida por administracdo oral. Em
humanos, os niveis plasmaticos sao detectados com 30 minutos apds a ingestdo e a
maior parte da tibolona e seus metabdlitos se encontram ligados a proteinas
plasmaticas (96,3%), principalmente a albumina, devido a baixa afinidade (<2,5%) pela
globulina de ligagcdo dos horménios sexuais (SHBG), resultado contrario do que
observado com a testosterona e os outros esterdides, que possuem alta afinidade a
SHBG.

A tibolona e seus metabdlitos sdo amplamente distribuidos em todos os tecidos e niveis
mais altos sdo encontrados no figado e rins. Essa droga possui um alto efeito de
primeira passagem e é extensivamente biotransformada no figado e ao longo do trato
gastrointestinal, originando trés metabdlitos identificados como ativos: 3a-hidroxi-
tibolona (3a-OH), 3B-hidroxi-tibolona (3-OH) e o isémero A’ tibolona. Existem pelo
menos dois caminhos de biotransformagao da tibolona através de reacdes metabdlicas
de fase 1: redugao do grupo 3-ceto em grupos 3a-hidroxi e 3B3-hidroxi; e a isomerizagao
da ligagdo dupla. As afinidades de ligacdo destes metabdlitos aos diferentes tecidos
determinam os efeitos teciduais especificos da tibolona, classificado-a como uma pré-
droga, por ser rapidamente biotransformada nos metabdlitos descritos anteriormente. Os
metabdlitos 3a-OH e 3B-OH, que possuem atividade estrogénica, circulam
predominantemente na forma inativa (sulfatada), tornando-se estrogenicamente ativos
somente quando desulfatados nos tecidos alvos pelas sulfatases (Kloosterboer, 2001). A
sulfatagdo também ocorre no figado, mas por conjugacdo através de reacdes
metabdlicas de fase 2. Esses metabdlitos geram suas respostas por possuirem uma
maior afinidade pelo REa (De Gooyer et al., 2003).

A meia-vida de eliminacdo da tibolona em humanos é aproximadamente 45 horas,
sendo semelhante aos outros esterbides e bem maior que a de seus metabdlitos
hidroxilados (aproximadamente 6 horas). Em relagdo ao isémero A* estudos

identificaram niveis plasmaticos muito baixos, indicando tanto uma baixa taxa de
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formacdo como uma meia-vida curta de eliminacdo. O 33-OH pode ser convertido no
isdbmero A*, identificado como sendo responsavel pela ligacdo e ativagao do receptor de
progesterona gerando assim os efeitos progestogénicos (Kloosterboer, 2000;
Kloosterboer, 2001). A maior parte da excrecdo (60-65%) ocorre pelas fezes, tanto da
tibolona quanto dos seus metabdlitos.

Atualmente a tibolona € classificada em uma nova classe farmacolégica proposta devido
ao seu mecanismo de agao, biotransformacdo e local de agédo (principalmente
relacionando a ativacao especifica nos tecidos alvos). Essa classe tem sido chamada de
Regulador Seletivo Tecidual da Atividade Estrogénica (STEAR). Esse termo esta focado
na sua atividade estrogénica, que é expressa na sua seletividade tecidual e no seu
metabolismo esteroidal que desempenham um papel importante na determinacado da
biodisponibilidade para ligacao ao tipo de receptor especifico (Kloosterboer, 2004).

Os primeiros testes clinicos com tibolona iniciaram no final da década de 70 e ela foi
testada inicialmente na prevencdo da perda o6ssea. O primeiro estudo clinico com
tibolona em mulheres na poés-menopausa (Lindsay et al., 1980) indicou um efeito
positivo no 0sso e alguns relatos de alivio dos sintomas climatéricos, mas nao foram
observados efeitos estrogénicos no endométrio. Esses resultados levaram a novos
estudos no campo dos sintomas climatéricos e na prevengéao da osteoporose (Rymer et
al., 1994; Kasugai et al., 1998; Yoshitake et al., 1999).

A tibolona pode apresentar diversos efeitos sobre o organismo, dentre eles, o alivio dos
sintomas vasomotores presentes na pds-menopausa (Kicovic et al., 1982; Siseles et al.,
1995; Moore, 2001), baixa estimulacido do endométrio, sendo atribuido aos efeitos
progestogénicos. Em mulheres na pds-menopausa tratadas com tibolona foi observado
uma reducdo significativa de secura vaginal e dispareunia, com normalizacdo da
maturacdo das células vaginais e alivio da sintomatologia atréfica de vaginites (Botsis et
al., 1997; Morris et al., 1999). Estudos randomizados indicam que a tibolona tem efeito
positivo no humor comparado ao placebo e apresenta um resultado semelhante as
terapias hormonais convencionais (Egarter et al., 1996; Morris et al., 1999; Moore,
2001), sendo relacionada com o aumento plasmatico de B-endorfina (Genazzani et al.,
1987). Ja na mama, a tibolona, por inibir a enzima sulfatase, ndo ha ativacdo dos
metabdlitos sulfatados, conseqlentemente, os metabdlitos 3-a-OH e 3-B-OH nao sao
ativados (Kloosterboer, 2000). A inibicao da sulfatase em células endometriais é
aparentemente mais fraca do que na mama (Kloosterboer, 2000; Reed & Kloosterboer,
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2004). Essa inibicao tecido-especifica pode reduzir a dessulfuragcdo do sulfato de
estrona na mama, com isso a tibolona inibe a proliferacdo das células mamarias
humanas e estimula a apoptose (Gompel et al., 1997), levando a justificar os resultados
de uma menor incidéncia de céncer de mama e o ndo aumento da densidade
mamogréafica (Hammar et al., 1998) em contraste com a terapia oral de estrogénio-
progesterona (Valdivia & Ortega 2000). Entretanto, resultados de estudos clinicos
maiores mostraram maior incidéncia de cancer de endométrio em usuarias de tibolona
(Beral et al., 2005), embora, revisdo recente sobre o assunto, tenha concluido que mais
estudos sdo necessarios para definir se realmente existe um maior risco de cancer de

endométrio com o uso da tibolona (Allen et al., 2010).

Assim, mediante a ligagdo entre DCV e processo inflamatério existe a necessidade de
investigar possiveis THs que possam ser utilizadas na fase pds-menopausa, no intuito
de normalizar a disfuncao vascular e a inflamacéao, que geralmente sdo encontradas em
mulheres nesta fase da vida. Entretanto, poucos estudos avaliam os efeitos
cardiovasculares e imunolégicos em modelos de deficiéncia estrogénica e as THSs.
Adicionalmente, devido a existéncia de dados que sugerem a modulacdo dos
estrégenos e do ANP sobre parédmetros cardiovasculares e sobre citocinas, neste
estudo, foi levantada a hipotese que a TH com a tibolona normalizaria o sistema de
peptideos natriurético e este efeito poderia ser acompanhado da melhora dos

parametros cardiovasculares avaliados e da reducao dos niveis séricos de TNF-a e IL-6.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar alteracbes no sistema de peptideos natriuréticos e relaciona-las com
parametros cardiovasculares e imunolégicos em ratas ovariectomizadas e tratadas com

tibolona ou 17p-estradiol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os efeitos da ovariectomia e dos tratamentos sobre o peso corporal,
utero, atrios, ventriculos e rins;

e Verificar os efeitos dos tratamentos sobre a pressao arterial média, sistélica,
diastélica e freqliéncia cardiaca;

e Investigar os efeitos dos tratamentos sobre os niveis plasmaticos e os conteudos
atriais de ANP, a expressao génica do ANP atrial e dos NPRs renais;

e Investigar a influéncia dos tratamentos sobre os niveis séricos de citocinas pro-
inflamatérias (IL-6 e TNF-a);

e Avaliar se a ovariectomia e os tratamentos sdo capazes de alterar a reatividade
vascular a fenilefrina e a acetilcolina em anéis de aorta torécica isolados e os
efeitos desses tratamentos sobre a expressao protéica da eNOS na aorta;

e Verificar os efeitos dos tratamentos sobre a excrecao de sodio e volume urinério.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), fémeas com peso corporal
variando entre 160-180 gramas. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério de
Pesquisa do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. O uso e cuidado destes animais experimentais foram
realizados de acordo com os principios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Os protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa n? 012/2008.

Os animais foram mantidos em ambiente com iluminagao artificial (ciclo claro-escuro de
12h) e temperatura de 20-25° C de acordo com o recomendado pelos biotérios de
pesquisa (FINEP). As gaiolas individuais permitiam o livre acesso dos animais a
ingestéo de agua e ragéo (ragao Probiotério, Moinho Primor, S.A) ad libitum.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Dois blocos de tratamentos foram utilizados para avaliar os parametros estudados
devido ao grande numero de protocolos experimentais realizados. Tanto no bloco A
quanto no bloco B as fémeas foram separadas em quatro grupos e receberam 0s
mesmos tratamentos. Nos grupos que fizeram parte do bloco B foram coletados o
plasma, o soro, os atrios, 0s ventriculos, o Utero, anéis da aorta toracica superior para a
realizacao da reatividade vascular e analise da expressao protéica da eNOS por western
blotting. No bloco A, os quatro grupos foram mantidos em gaiolas metabdlicas durante
todo o protocolo experimental, apés um periodo de adaptacdo. Nestas fémeas foi
coletado o volume urinario € no ultimo dia do protocolo experimental, foi realizada a

medida direta da pressao arterial e a coleta das visceras.
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Em cada bloco as fémeas foram separadas em quatro grupos experimentais, sendo:

1
2
3
4

) Fémea SHAM (n=08, SHAM)

) Fémea ovariectomizada (n=08, OVX)

) Fémea ovariectomizada tratada com 173-estradiol 0,5ug/kg/dia (n=08, EST)
)

Fémea ovariectomizada tratada com tibolona 1,5mg/Kg/dia (n=08, TIB)

3.3 OVARIECTOMIA

Ap0s anestesia intraperitoneal com hidrato de cloral 10% (Vetec Quimica Fina LTDA, RJ
Brasil), os animais foram submetidos a uma incisdo de 1 a 1,5cm na pele, entre a Gltima
costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada
muscular, abrindo a cavidade peritoneal para posterior remogao dos ovarios € ligadura
da tuba uterina. Apés a retirada dos ovérios, foi realizada sutura da musculatura e pele.
O mesmo processo foi realizado no lado oposto, realizando-se a ovariectomia bilateral.
Ao final do procedimento os animais foram recolocados em gaiolas individuais. No grupo
SHAM foi realizada uma cirurgia ficticia de ovariectomia, a fim de estabelecer
parametros semelhantes em todos os animais deste estudo.

3.4 TRATAMENTOS HORMONAIS

Os grupos EST foram tratados por 14 dias com 17p-estradiol (Sigma, St. Louis,USA)
dissolvido em éleo de milho, numa dose diaria de 0,5ug/kg de peso corporal por via
parenteral direta (subcutanea), transfixando-se a massa muscular da coxa traseira da
rata alternando as patas. O tratamento foi iniciado apds 21 dias decorridos do processo

de ovariectomia.

Os grupos TIB receberam a TH por 14 dias com Tibolona (Galena, Brasil), por
administracdo via oral da droga (gavagem), na forma de suspensio aquosa, numa dose
diaria respectivamente de 1,5mg/kg de peso corporal. O tratamento foi iniciado apos 21
dias da castracao.

O grupo EST recebeu o tratamento por via subcutanea e o veiculo por gavagem (agua).
O grupo TIB recebeu o tratamento por via oral (gavagem) e por via subcutanea o veiculo
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(6leo de milho). O grupo SHAM recebeu por 21 dias os veiculos dos tratamentos por via
oral e subcutanea (agua e 6leo de milho).

3.5 REGISTROS HEMODINAMICOS

No penultimo dia do protocolo experimental as fémeas foram cateterizadas para
obtencao das medidas hemodindmicas. Cateteres de polietileno (Clay Adans, USA)
foram previamente preparados para cada animal. Foram confeccionados através da
conexao pelo aquecimento de um cateter PE 50, de 15 cm de comprimento, a outro do
tipo PE 10, medindo 5¢cm, o qual se destinou a artéria femoral. Sob anestesia pelo
pentobarbital sédico (Hypnol, Cristalia, Brasil) 50 mg/kg, intraperitoneal, uma incisao na
regido inguinal, com posterior isolamento do plexo vasculo-nervoso, possibilitou a
cateterizacdo da aorta via artéria femoral. As terminacdes livres dos cateteres foram
mantidas preenchidas com solucdo salina (0,9%) e ocluidas com pinos de aco

inoxidavel.

O cateter arterial femoral esquerdo foi conectado a transdutores de pressao
(Spectramed — Statham, P23XL, USA) através de um cateter flexivel. Os valores de
registro da presséao arterial média (PAM), diastélica (PAD), sistolica (PAS) e freqiiéncia
cardiaca (FC) foram obtidos através de um sistema computadorizado (Pentium MMX
233 MHz) e um programa para aquisicdo de dados biolégicos (BIOPAC — BIOPAC
Systems, Inc., Santa Barbara, Califérnia, USA, mod. MP 100A/série 94111065). A
freqUiéncia de amostragem foi fixada em 200 Hz.

3.6 PESO CORPORAL E RAZAO DE PESO SECO PELO PESO CORPORAL DO
UTERO, DAS CAMARAS CARDIACAS E DOS RINS

As fémeas foram pesadas no inicio do protocolo experimental e separadas
aleatoriamente entre os grupos SHAM e OVX. Apbs o periodo de 21 dias de
ovariectomia ou cirurgia ficticia as fémeas foram pesadas novamente e aleatoriamente
separadas entre os grupos EST e TIB. Ao final de 14 dias de TH ou administragcdo de
veiculo, o peso corporal das fémeas foi medido novamente, obtendo o peso corporal

final.
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No ultimo dia do protocolo experimental as fémeas foram guilhotinadas. O U(tero, os
atrios, os ventriculos e os rins foram retirados, lavados com solugao fisioldgica e o
excesso de liquido foi removido com papel de filtro. O ventriculo direito (VD) foi
separado do ventriculo esquerdo (VE) e o septo interventricular foi considerado parte do
VE. Para obtencédo do peso seco destes érgaos, esses foram colocados em estufa a
temperatura de 100°C por 24 horas para eliminagao da agua e pesados. A diminuigéo
ou 0 aumento de massa dos 6rgaos foi estimado dividindo o peso do 6rgao seco (mg)
pelo peso corporal do rato (g), o que chamamos de razdo do peso seco pelo peso
corporal (RPS/PC).

3.7 DOSAGEM DE ANP E DE NPR

As dosagens de ANP foram feitas por radioimunoensaio de duplo-anticorpo (RIE). O
plasma foi submetido a extracdo usando-se colunas Sep-Pak C 18 (Waters Associates,
Milford, MA). As colunas de Sep-Pak foram ativadas com 8ml de acetonitrila e lavadas
com 8ml de acetato de aménia a 0,2%, pH 4. A seguir, o plasma foi aplicado a coluna.
Apoés lavagem com 5ml de acetato de amoénia, o ANP adsorvido foi eluido com 3ml de
acetonitrila 60% em acetato de aménia 0,2% e evaporado em Speed-Vac. Apds a
evaporacao, as amostras foram reconstituidas com tampéao (fosfato de sédio 0,1 M,
NaCl 0,14M, albumina bovina 0,1%, azida sddica 0,01%, triton X-100 0,1% em pH 7,4)
e entdo, dosadas por RIE. O tecido cardiaco, atrios direito e esquerdo, foram
homogeneizados em solugédo de acido acético 0,1 N, contendo inibidores de proteases
(EDTA 10°M, Pepstatina 0,5x10°M e PMSF 10°M). Apds centrifugacdo, aliquotas do
sobrenadante foram diluidas em tampao fosfato para determinagéo do ANP por RIE.

3.7.1 lodacao de ANP

A iodacdo de ANP de rato (Ser'®'-Tyr'?®) (Peninsula Laboratories Inc, Belmont, CA,
USA) foi feita pelo método de Lactoperoxidase com '#l-sédico como descrito por
Gutkowska e colaboradores (1987). A purificacdo da fragdo monoiodinada foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.7.2 Radioimunoensaio para ANP

ANP imunorreativo foi determinado por radioimunoensaio de acordo com técnica
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descrita por Gutkowska e colaboradores (1987). O ANP extraido por Sep-Pak foi
reconstituido em 0,5 ml de tampao (fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,14M, albumina
bovina 0,1 %, azida sd6dica 0,01 %, triton X-100 0,1% - pH 7.4). As amostras de 100ul
foram incubadas "overnight" com 100w de anticorpo anti-ANP a 4°C. Adicionou-se
100pl (8.000cpm) de '*°I-ANP e incubou-se por mais 24 horas. A separacdo do
imunocomplexo foi feita por precipitacdo com segundo anticorpo (soro de cabra anti
gama-globulina de coelho). Apds duas horas a temperatura ambiente adicionou-se
0,5ml de polietilenoglicol 6,25% em agua. Os tubos foram centrifugados por 20 minutos,
4°C, a 1.500xg. Apds aspiracao do sobrenadante, a radioatividade do precipitado foi
determinada por contador gama (LKB).

3.7.3 Dosagem de proteina total

A determinag&o do conteudo de proteina total nos atrios e na aorta foi feita utilizando-se
o método de Bradford (Bradfor, 1976). Reagente de cor Coomassie Brilliant Blue G-250
(1g) foi dissolvido em 100mL de etanol 95% e em 200 mL de &cido ortofosférico 85-
88%. A solucao resultante foi diluida para uso da seguinte forma: 30 mL da solucao
inicial foram adicionados a 40 mL de etanol 95% e 80 mL de acido ortofoférico 85-88%.
A solugao padrao foi obtida a partir de diluicbes de albumina bovina em agua destilada
com concentracdo estoque final de 20ug/100ul. Essa solugdo foi diluida para a
obtencao da curva padrdo, em que as diluigdes continham de 4 a 20 ug de proteina no
volume de 0,1 mL. Aliquotas dos sobrenadantes dos homogenatos dos tecidos foram
utilizadas (10ul) como amostra. A seguir foi adicionado 1ml de 4gua destilada e 1,5ml
do reagente de cor previamente filtrado. A absorbancia foi medida a 595nm depois de

10 minutos.
3.7.4 Analise de RNA

O RNAm perfaz 2% do RNA total extraido e é heterogéneo quanto ao tamanho e
composicao. Ele pode ser isolado dos outros RNAs devido a uma cauda poly-A que é a
denominacdo dada para 20 a 250 residuos de adenina na terminacéo 3' do RNAm. O
procedimento mais efetivo para a extracdo do RNA envolve a homogeneizacdo do
tecido em isotiocianato de guanidina. Esse procedimento desagrega rapidamente as
estruturas celulares envolvidas, dissocia as nucleoproteinas e leva a uma rapida
desnaturacao (Chomczynski & Sacchi, 1987).
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3.7.4.a Extragdo de RNAm

O RNA dos étrios direito e esquerdo dos animais foi isolado de acordo com o método de
thiocionato-fenol-cloroférmio. Apo6s decapitacdo dos animais, os tecidos foram
rapidamente removidos e congelados em nitrogénio liquido. Os tecidos foram
armazenados a -80°C. No dia da extragdo, os tecidos foram colocados em tubos
plasticos estéreis contendo solugao de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol®,Gibco
BRL, Gaithersgurg MD, USA), 1mI/100mg de tecido. As amostras foram trituradas por
um homogeneizador elétrico Polytron. A adi¢ao de cloroférmio (0,2ml/100mg de tecido)
seguida de centrifugacdo (15300xg, 4°C, 15 minutos) separou a solucéo em trés fases,
uma fase organica no fundo do tubo plastico, uma fase constituida principalmente por
DNA que se localizava na parte média e uma fase aquosa contendo RNA total, que se

situava no sobrenadante.

A fase aquosa foi transferida cuidadosamente (para nao contaminar RNA total com DNA
gendmico) para novos tubos plasticos estéreis e identificados. Alcool Isopropilico
(0,5ml) foi adicionado ao RNA total para promover a sua precipitacao e apdés 10 minutos
de repouso, seguiu-se nova centrifugacao (15.300xg, 4°C, 15 minutos). O precipitado de
RNA foi entdo lavado com 1ml de etanol a 75% seguido de centrifugacao curta (9600xg,
4°C, 5 minutos).

O precipitado de RNA foi ressuspendido em 50ul de agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) e aquecida a 58°C por 10 minutos para desnaturagao. Para
a quantificagéo, aliquotas de 6ul da solugdo de RNA foram diluidas em 0,3ml de agua
tratada com dietilpirocarbonato e a solugdo resultante foi submetida a leitura em
espectrofotbmetro nas faixas de 260 e 280nm. A pureza do RNA foi considerada
satisfatoria quando a razado das absorbéancias a 260 e 280nm era superior a 1,7.
Considerando que uma unidade de absorbancia a 260nm corresponde a 40ug de RNA
por ml de solucdo, a concentracdo de RNA na solugdo original foi calculada pela
férmula:

[RNA]=Azsox D x 40ug/ml, onde A = absorbéncia e D = diluigdo da aliquota usada para
a quantificagédo, no caso 100, visto que, 10ul de solucdo de RNA seréo diluidos em 1 ml

de agua.

Apbs a extracao, 1ug de RNA dos tecidos foram submetidos a transcricao reversa para
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posterior realizagdo da PCR como sera descrito posteriormente.
3.7.4.b Sintese do DNA complementar (cDNA) - transcrigao reversa

O RNA dos éatrios, rins e tecido adiposo foi extraido utilizando-se Trizol® como descrito
anteriormente. A obtencdo do cDNA foi feita através de uma retro-transcricdo (RT) a
partir do RNAm, utilizando-se oligonucleotideos complementares a cauda poli-A do
RNAm.

Para a transcricao reversa foi adicionado a 1ug de RNA total 4ul de tampéao especifico
(10x), 3ul de dNTP (10mM), 4ul de primer oligo dt (SUPERSCRIPT Il 1st STRAND -
Invitrogen) e 0,2ul de enzima transcriptase reversa Moloney Murine Leukemia Virus
(MMLV). A solucao foi entdo mantida a 40°C por 60 minutos para a sintese de c-DNA.

3.7.4.c Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (Real time - PCR)

Apb6s a sintese do cDNA, foi realizada reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo do c-DNA para ANP, NPR-A e NPR-C com pares de "primers" baseados
em seqléncias previamente publicadas. Para amplificar ANP os seguintes "primers"
foram utilizados: CAG CAT GGG CTC CTT CTC CA e TCC GCT CTG GGC TCC AAT
CCT; para amplificar NPR-A ATC ACA GTG AAT CAC CAG GAG TTC e AGA TGT
AGA TAA CTC TGC CCT TTC G. E para amplificar NPR-C, os "primers" foram CCT
ACA ATT TCG ACG AGA CCA AAe ACT CGC TCA CTG CCC TGG ATG TA.

A PCR quantitativa em tempo real é uma tecnologia empregada para se detectar os
produtos da PCR a cada ciclo da reacdo. Seus principais atrativos incluem a
possibilidade de se gerar dados em duas ou trés horas. Além da rapidez, esta
tecnologia também reduz as variaveis e o risco de contaminac¢ao por ser confeccionada

em sistemas fechados.

A técnica que usa o composto SYBR GREEN tem como base uma molécula
fluorogénica altamente especifica ao DNA dupla fita. Essa molécula em solugéo exibe
pouca fluorescéncia, mas durante a PCR varias moléculas fluorogénicas se ligam ao
DNA, em locais formados por depressdes da estrutura tridimensional da molécula de
DNA (minor groove), aumentando consideravelmente a fluorescéncia emitida tornando
possivel a deteccao dos fragmentos de DNA amplificados por aparelhos adequados.
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A anadlise da expressao diferencial através da PCR em tempo real é feita baseada nos
valores de CT (threshold cycle), definido como o ponto em que o sinal de fluorescéncia
emitido tem o primeiro registro estatisticamente superior a fluorescéncia basal, o que
sempre ocorre durante a fase exponencial de amplificacdo (Gibson et al., 1996). Com
isso sdo calculados os valores de quantificagdo absoluta ou relativa, dependendo do
objetivo do estudo e dos dados gerados (Livak & Schmittgen, 2001).

Para a reacdo de PCR em tempo real foi utilizado um protocolo basico em todas as
reacbes, mantendo as concentragfes usuais de reagente num volume final de 25ul.
Resumidamente a reacgdo consistiu-se de: 2ul de cDNA e 23ul de uma solugdo mix
composta por 3ul do primer senso (1 ou 5 pmol/ul), 3ul do primer antissenso (1 ou 5
pmol/ul; Invitrogen, Brasil) e por 17ul de SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems, Warrington WA, UK). Cada amostra foi feita em duplicata, inclusive os
controles negativos que tiveram o cDNA, substituido pelo mesmo volume de &gua na

reagao.

A reagcdo em tempo real foi realizada utilizando-se o aparelho ABI Prism 7000 SDS
(Applied Biosystems, Warrington WA, UK) no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo
de 52°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo de 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15
min e 50°C/1 min.

O gene que apresenta uma expressao constitutiva constante, nao sendo influenciado
pelo tratamento ou pela fase do desenvolvimento do tecido em estudo escolhido foi o
S26 (gene housekeeping) de acordo com a literatura e testes preliminares.

A média dos valores de CT de cada duplicata obtida pelos genes de interesse foi
calculada e subtraida a média dos valores de CT das duplicatas obtidas pelo gene
normalizador (S26), gerando o delta CT (ACT). Em seguida, estes valores foram

aplicados na seguinte formula: 24T,

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS SERICAS

Foram realizadas dosagens de citocinas pré-inflamatérias IL-6 e TNFa, sendo as
determinagdes analiticas realizadas pelo método de Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) por meio de kits da Invitrogen-BioSource International em parceria com o
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Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
em amostras de soro dos animais. A técnica se baseia no método sanduiche. Amostras
de soro armazenadas a -80°C foram previamente descongeladas e colocadas em placas
individuais sensibilizadas, uma com anticorpo especifico para IL-6 e outra para TNF-a
de rato. As amostras, incluindo os padrdées de conteudos conhecidos de IL-6 e TNF-a e
espécimes controle foram pipetadas para os diferentes pocgos, seguidos da adicdo de
um segundo anticorpo monoclonal conjugado. Apos esta etapa seguiu-se o periodo de
incubacdo por 2 horas. Durante a primeira incubacdo a IL-6 e o TNF-a se ligam
simultaneamente ao anticorpo imobilizado (captagdo) em um sitio, e ao segundo
anticorpo conjugado (adicionado) em um segundo sitio. Apds a remogao do excesso de
segundo anticorpo por 4 sucessivas lavagens, a enzima estreptavidina-peroxidase foi
adicionada. Esta se liga ao anticorpo conjugado para completar os quatro membros do
sanduiche. Ap6s uma nova incubagao por 30 minutos e novamente quatro sucessivas
lavagens para remocdo de todas as enzimas ndo ligadas, uma solucdo substrato
(cromo6geno) foi adicionada e que reage com a enzima para producao de cor azul. A
intensidade do produto colorido é diretamente proporcional a concentracao das citocinas
presentes.

O procedimento do ELISA foi realizado para duplicatas das amostras e padrdes, sendo
realizada a média entre as absorbéncias a partir da leitura realizada através do aparelho
Dynex Technologies — analisador automatico de ELISA, em comprimento de onda de
450nm. Para corre¢des de diluigdes sofridas durante o procedimento, as médias foram
multiplicadas por 2, obtendo-se o valor real da absorbancia. As concentracdes das
citocinas foram calculadas a partir da absorbancia real de acordo com o modelo
matematico abaixo:

Sendo para IL-6 (R® = 0,996; SE = 0,038; P = 10,10%) a equacdo de estimativa da

1,9944 — abs
In| >
1,9072
0,0011

concentracao descrita pela formula: conc = —

Ja para TNF-a (R® = 0,995; SE = 0,045; P = 5,99%) a equacdo de estimativa da

1,8473 — abs
17| [ ——
1,6231
0,0049

concentracao descrita pela formula: conc = —
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3.9 DOSAGEM DA EXPRESSAO PROTEICA DA eNOS

ApGs a retirada de um segmento da aorta toracica superior das fémeas foi obtido
homogeneizado protéico das amostras, que foram mantidas refrigeradas a -80°C até
serem usadas. Dosagem de proteina total foi realizada como descrito acima. As
amostras (50ug) foram submetidas a uma eletroforese em gel (acrilamida/bisacrilamida
29:1), sendo o gel de separacéo a 7,5% preparado em tampao contendo 1,5 M tris-HCI
pH 8,8 e 0,1% de SDS e o gel de entrada (stacking gel) a 4% em tampao 0,5 M tris-HCI
pH 6,8 e 0,1% de SDS. A composi¢do do tampao de eletroforese foi 25 mM de tris-HCI
pH 8,3, 200 mM de glicina e 1% de SDS.

A eletroforese das proteinas foi realizada a 80 Volts com duragao de 2h30min. Apéds a
eletroforese, as bandas protéicas foram transferidas para a membrana de PVDF
utilizando-se tamp&o com 25 mM de tris, 193 mM de glicina e 20% de metanol. A
transferéncia foi feita em cuba semi-seca (Hoeffer-Scientific), por 55 minutos, sendo a

amperagem estabelecida em func¢do da area da membrana.

Apés a transferéncia das bandas de proteinas, a membrana de PVDF, foi incubada por
2 horas em uma solugéo constituida de leite em pé desnatado a 5% em tampao TBS (10
mM de tris-HCI pH 7,4 e 100 mM de NaCl), a temperatura ambiente sob agitacdo leve e
depois lavada 6 vezes em tampao TBS-tween 0,1% por 5 minutos. Em seguida, a
membrana foi incubada com anticorpo monoclonal especifico para eNOS (1:2500, BD
Transduction Laboratories, Lexington, UK) e para a-actina (1:2500, Sigma) por 4 horas a
temperatura ambiente. Apds este periodo, a membrana foi lavada 6 vezes (5 minutos
em cada lavagem) em tampao TBS-tween 0,1%, sob agitacdo leve em temperatura
ambiente e incubada com o anticorpo secundario (IgG, anti-camundongo conjugado
para fosfatase alcalina - 1:10000, Abcam Inc.) por 1 hora, a temperatura ambiente, sob
agitacao suave, e seguida de 6 lavagens (5 minutos em cada lavagem) em tampao TBS-

tween.

A banda da proteina eNOS foi revelada utilizando-se o Kit NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate nitroblue tetrazolium (NBT)/5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate
(BCIP) - Invitrogen). A solugéo de NBT/BCIP foi colocada sobre a membrana de PVDF e
sob agitacdo, as bandas com a expressao protéica da eNOS da o-actina foram
reveladas. As membranas tiveram suas imagens digitalizadas com o auxilio do scanner,
as quais foram salvas em arquivo tipo “TIF”. Em seguida, as bandas foram quantificas
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com o auxilio do programa ImagedJ (dominio publico). Os dados da expressao protéica
da eNOS foram mostrados pela razdo da densidade da banda da eNOS pela banda da

a-actina (proteina normalizadora) em unidades arbitrarias.

3.10 REATIVIDADE VASCULAR EM ANEIS DE AORTA ISOLADO

No ultimo dia do protocolo experimental o ramo descendente da aorta toracica foi
cuidadosamente removido e rapidamente imerso em uma placa de petri contendo
solugdo nutridora de Krebs-Henseleit. Em seguida, foi removido o tecido conjuntivo e
adiposo adjacente a artéria e entdo, o vaso foi cortado em anéis de 4 a 5 mm de
comprimento. Para a obtencao do registro de tensdo isométrica, cada anel vascular foi
colocado em um banho, contendo solugdo de Krebs-Henseleit, aerado continuamente
com mistura carbogénica, mantido a temperatura de 372 C e pH de 7,4, de acordo com o
método descrito por Marin et al. (1988). Os anéis isolados foram montados em uma
preparacdo com suportes de acrilico fixados em cubas de vidro. Essa montagem foi
realizada de forma que as duas hastes metalicas ficaram paralelas na luz do vaso,
sendo assim, qualquer alteracdo do diametro do vaso foi captada pelo transdutor de
forca que estava acoplado a um sistema de aquisicdo de dados.

Uma tensdo de repouso de 1,0g foi dada aos anéis e a tensdo foi ajustada caso
houvesse necessidade a cada 15 minutos, durante periodo de 45 minutos de
estabilizagdo e antes da administracdo de drogas. Apds esse procedimento, a
preparacao foi submetida a um periodo de estabilizacdo por aproximadamente 45

minutos e, em seguida, foram iniciados os protocolos experimentais.

Apbs aproximadamente 45 minutos de estabilizagao, foi adicionado cloreto de potassio
(KCI), com concentracao final no banho de 75mM, para verificar a atividade contratil do
musculo liso vascular induzida por despolarizagdo e assim, avaliar a viabilidade das
artérias. Apéds atingirem uma variacdo de um grama de forgca, os anéis foram lavados
trés vezes com solugado Krebs. Os anéis que ndo contrairam 1,0g foram descartados.
Trinta minutos apos a lavagem, uma nova dose de KCI 75mM foi adicionada ao banho e
aguardado um tempo até atingir um platd no registro da contracdo. Isso foi feito para
usar o valor maximo de contragcdo ao KCl para normalizar os dados obtidos nos
protocolos experimentais. Apds o platd, os anéis foram novamente lavados trés vezes e
submetidos a um periodo de 30 minutos de estabilizacao.



50

Em seguida, foi avaliada a integridade funcional do endotélio. Os anéis foram pré-
contraidos com fenilefrina (0,1 uM nos segmentos da artéria aorta) até atingir 50-75% da
contracdo maxima ao segundo KCI. Ao final da contracdo, ao atingir o platd, foi
administrada uma dose Unica de acetilcolina (ACh) 10 uM. A integridade funcional do
endotélio foi considerada apenas nos anéis onde a acetilcolina foi capaz de induzir mais
de 80% de inibicdo da contragao a fenilefrina. Esse procedimento foi realizado em todos
0s grupos estudados (SHAM, OVX, EST e TIB), antes de iniciar as curvas dose-
resposta.

Trinta minutos ap6s a avaliacdo da integridade do endotélio, a curva dose-resposta
cumulativa a fenilefrina (1 nM — 10 uM) e a acetilcolina (0,1 nM - 10 uM) foi obtida em
anéis separados do mesmo animal. As curvas de acetilcolina foram obtidas em anéis de
aorta pré-contraida com fenilefrina (0,1uM). A resposta contratil (tensdo isométrica, em
g) foi medida usando um transdutor de forca (FTO3 modelo, Grass Instrumento Co.)
acoplado a um sistema de aquisicao de dados (MP100, Biopac Systems, Inc., CA) e foi
expressa em porcentagens das respostas maximas.

A sensibilidade da aorta foi avaliada pela determinacido do valor pD2 (-log ECso), que
corresponde ao logaritmo negativo da concentragdo molar do agonista (EC50) que
determina um efeito igual a 50% da resposta maxima (Emax) em experimentos

individuais.

3.11 EXCREGAO DE SODIO E VOLUME URINARIO

As fémeas do bloco A foram colocadas em gaiolas metabdlicas cinco dias antes do
inicio do protocolo experimental para ambientacdo e permaneceram la até o fim deste. A
partir do inicio da administracdo dos veiculos e dos tratamentos foi medido o volume
urinario em mililitro (ml) e retiradas aliquotas para dosagem do sédio, as quais foram
armazenadas em ependorfes e mantidas sob refrigeracdo até o final do protocolo para
posterior dosagem. As concentragdes de sodio foram entdo quantificadas através de um
Fotdmetro de Chama (Instrumental Laboratories, modelo 943), utilizando amostra de 25
ul de urina diluida em 5 ml de agua deionizada. O resultado foi multiplicado pelo fator 2

e a unidade de medida foi mEq/L.
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3.12 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.12.1 Bloco A

Antes de iniciar o protocolo experimental as fémeas foram ambientadas nas gaiolas
metabdlicas por cinco dias. Apds esse periodo elas foram aleatoriamente separadas em
grupo SHAM e OVX e, foram realizados os procedimentos cirdrgicos ficticios e as
ovariectomias, respectivamente. As fémeas permaneceram na gaiola por 35 dias,
porém, a partir do 212 dia, a TH foi iniciada e o volume urinario foi medido diariamente
até o 35° dia. No 34° dia as ratas foram cateterizadas via artéria femoral para possibilitar
a medida direta da pressao arterial (PA). No ultimo dia do protocolo experimental foram
realizadas medidas da PA e FC nas fémeas acordadas. O Utero, coragao e os rins foram
retirados para avaliacdo da massa desses 6érgaos.

3.12.2 Bloco B
12 dia do protocolo:

= Verificagdo do peso corporal
= Execucgdo da técnica da ovariectomia nos animais, com excec¢do das fémeas

SHAM, em que foi realizada uma cirurgia ficticia;
7° e 14° dia do protocolo:
= Verificagdo do peso corporal;
21¢ dia do protocolo:

= Verificagdo do peso corporal para célculo da dose a ser administrada nos animais
ovariectomizados tratados com 17f3-estradiol (0,5ug/Kg peso corporal), e tibolona

(1,5mg/Kg peso corporal). Os animais SHAM e OVX receberam veiculo (dgua e
6leo de milho);

28¢ dia do protocolo:

= Verificagdo do peso corporal para ajuste da dose a ser administrada a cada

animal tratado com 17B-estradiol e tibolona;

35° dia do protocolo:
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» Apos a verificagdo do peso corporal as fémeas foram guilhotinadas. O plasma e o
soro foram coletados para posterior andlise dos niveis de ANP e citocinas (IL-6 e
TNF-a), respectivamente. Os atrios e os rins foram retirados e conservados a -
80°C para andlise do conteldo e expressao génica atrial e, NPRs renais.
Segmento da artéria toracica superior foi retirada para analise da expressao
protéica da eNOS e anéis do ramo descendente da artéria toracica foram
utilizados na avaliacdo da reatividade vascular.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média * erro padrao da meédia (EPM). Na analise
dos dados do sistema de peptideos foi efetuada analise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls.

As respostas contrateis a fenilefrina e a acetilcolina foram expressas como porcentagem
de vasoconstriccdo e vasorrelaxamento, respectivamente, induzido por estes farmacos.
Para a determinacao dos valores de resposta maxima (Eméax) e pD2 (-log ECso) para
fenilefrina, foi realizada uma andlise de regressao nao-linear, obtida através da analise
das curvas concentragdo-resposta utilizando o programa GraphPad Prism Software
(San Diego, CA, USA). A analise estatistica desses dados foi realizada por analise de
varidncia (ANOVA), uma e/ou duas vias para medidas repetidas ou completamente
randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.

Para as demais variaveis do estudo, foi aplicado analise de varidncia (ANOVA) uma via
seguido pelo teste post-hoc de Fisher para multiplas comparacoes.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 PESO CORPORAL E RAZAO DE PESO SECO PELO PESO CORPORAL DO
UTERO, DAS CAMARAS CARDIACAS E DOS RINS

O peso corporal dos animais experimentais foi medido ao longo dos 35 dias de
protocolo. Na tabela 1 e figura 5 encontram-se os resultados obtidos nos diferentes
grupos, com relagdo ao peso corporal ao iniciar o protocolo experimental (12 dia), ao
iniciar o tratamento (219 dia) e o peso final (352 dia) dos grupos controle (SHAM),
ovariectomizado (OVX), ovariectomizado tratado com 17B-estradiol (EST) e
ovariectomizado tratado com tibolona (TIB). Os dados mostram que nao havia diferenca
de peso entre os grupos no inicio do protocolo. Contudo, no 21?2 dia de protocolo todos
0S grupos ovariectomizados apresentaram um ganho de peso corporal. Ap6s 14 dias de
tratamento com 17B-estradiol (EST) ou tibolona (TIB), os grupos ovariectomizados e
tratados, ndo apresentaram diferenca em relagdo ao SHAM, porém, as ratas
ovariectomizadas (OVX), que receberam apenas veiculo como tratamento,

apresentaram peso corporal superior aos demais grupos.

Tabela 1: Peso corporal das fémeas em gramas (g) observados no 1° (peso inicial), 21°
(peso de inicio dos tratamentos) e 35° (peso final) dias do protocolo experimental dos
grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 173-estradiol

(EST) e ovariectomizadas tratadas com tibolona (TIB).

GRUPOS (n=8)

PROTOCLO
SHAM OoVX EST TIB
12 dia - peso (g) 1655 167 £3 173 £ 4 174 £ 3
21° dia - peso (Q) 2025 218 £ 5** 216 £ 6** 215 £ 5**
35° dia - peso (g) 2205 249 + 6** 2178 214 +4

Valores expressos como média + EPM. **p<0,01 quando comparado ao grupo SHAM.
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Figura 5: Peso corporal das fémeas em gramas (g) observado no 12 (peso inicial), 21°
(peso de inicio dos tratamentos) e 35° (peso final) dias do protocolo experimental dos
grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 173-estradiol
(EST) e ovariectomizadas tratadas com tibolona (TIB). *p<0,07 quando comparado ao
grupo SHAM.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento com 17B-estradiol e tibolona sobre o
Utero, o coragcdo e os rins, ao final do protocolo experimental, as visceras foram
retiradas e pesadas. Pelos resultados apresentados na tabela 2, a eficacia da
ovariectomia pode ser comprovada pela redugao significativa dos valores da razao do
peso seco do utero (RPS) pelo peso corporal (PC, mg/g), nas fémeas ovariectomizadas
(OVX) quando comparados aos demais grupos. O RPS/PC das fémeas tratadas com
17B-estradiol (EST) apresentou valores semelhantes ao grupo SHAM. Entretanto, os
grupos castrados tratados com tibolona apresentaram um resultado diferente. Houve um
aumento desses parametros comparados ao grupo OVX, mas que nao retornaram aos
valores normais, quando comparados ao grupo SHAM. Esses dados podem ser mais
bem visualizados na figura 6, que demonstra o resultado da razdo de peso seco do

Utero entre os diferentes grupos.

Em relacdo a RPS/PC (mg/g) das cAmaras cardiacas e dos rins observa-se que nao ha
alteracdo nesses parametros quando as ratas sdo submetidas a ovariectomia e nem
quando essas sdo tratadas com as drogas propostas no presente estudo, objetivando

uma reposi¢do hormonal (tabela 2).
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Tabela 2: Razao de peso seco (RPS) do Utero, atrio direito e esquerdo, ventriculo direito

e esquerdo, rim direito e esquerdo pelo peso corporal (PC, mg/g) dos grupos SHAM,

ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol (EST) e com

tibolona (TIB).

GRUPOS (n=8)

RPS/PC (mg/g)
SHAM OoVvX EST TIB
Utero 0,33 + 0,03 0,08 +0,01** 0,32+ 0,04 0,26 +0,01*"
Atrio direito 0,011 + 0,001 0,014 + 0,002 0,011 + 0,001 0,015 + 0,004
Atrio esquerdo 0,018 + 0,003 0,023 + 0,002 0,016 + 0,001 0,022 + 0,003
Ventriculo direito 0,12+ 0,08 0,13 +0,05 0,13+0,04 0,12+0,08
Ventriculo Esquerdo 0,43 +0,02 0,43 0,03 0,41 0,02 0,45+ 0,02
Rim direito 5,42 + 0,29 5,34 + 0,29 515+0,25 5,48 + 0,34
Rim esquerdo 5,42 + 0,33 5,51 + 0,31 5,04 + 0,26 5,63+ 0,35

Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 e *p<0,01 comparado ao grupo SHAM.

""p<0,01 comparado ao grupo OVX.
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Figura 6: Raz&o de peso seco (RPS) do utero pelo peso corporal (PC, mg/g) dos grupos

SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 173-estradiol (EST) ou

com tibolona (TIB). *p<0,05 e *p<0,01 comparado ao grupo SHAM.
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42 TRATAMENTO COM 17B-ESTRADIOL OU TIBOLONA E DADOS
HEMODINAMICOS

A tabela 3 apresenta os resultados da pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial
diastélica (PAD), pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC), obtidos em
ratas acordadas ao final do periodo experimental. Entretanto, tanto o procedimento de
ovariectomia quanto os tratamentos propostos nesse estudo ndo foram capazes de

alterar esses parametros hemodinamicos.

Tabela 3: Pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD), pressao
arterial média (PAM) e freqUéncia cardiaca (FC) dos grupos SHAM, ovariectomizadas

(OVX), ovariectomizadas tratadas com 17f3-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB).

DADOS GRUPOS (n=8)

HEMODINAMICOS ~— SHAM OVX EST TIB
PAS (mm Hg) 120 + 3 116 £ 2 119 £ 3 118 £ 2
PAD (mm Hg) 85+ 3 80 +2 87 +3 84 +3
PAM (mm Hg) 105 + 2 98 = 1 101 £2 103 £3

FC (bpm) 373+7 372 +6 368 + 5 364+9

Valores expressos como média £ EPM.

4.3 TRATAMENTO COM 17B-ESTRADIOL OU TIBOLONA SOBRE O SISTEMA DE
PEPTIDEOS NATRIURETICOS

Apos 35 dias de ovariectomia (OVX) ou 21 dias de ovariectomia seguidos de 14 dias de
tratamento com 17B-estradiol (EST) ou tibolona (TIB), o plasma dessas fémeas foi
colhido para comparacao dos niveis de ANP com as fémeas controle (SHAM). Os
resultados, apresentados na figura 7, mostram uma redugdo acentuada nos niveis
plasmaticos de ANP no grupo OVX, contudo, apés o tratamento hormonal com 17[3-
estradiol (EST) ou com tibolona (TIB) os niveis plasmaticos de ANP sao normalizados
ao nivel das fémeas SHAM (SHAM: 263,3 + 53,3 ; OVX: 92,5 + 19,5%; EST: 247,3 &
29,9; TIB: 285,7 £ 60,4 — pg/ml).



57

500+

250

ANP plasmatico (pg/g)

SHAM OovX EST TIB

Figura 7: Valores dos niveis plasmaticos de ANP (pg/ml) nos grupos SHAM (n=5),
ovariectomizadas (OVX, n=8), ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol (EST, n=7)

e com tibolona (TIB, n=6). *p<0.05 comparado ao grupo SHAM.

Na tabela 4 sdo apresentados os resultados das dosagens do contetdo de ANP no atrio
direito (AD) e esquerdo (AE) em pg/mg de proteina total (Prot), assim como, os niveis do
RNAm para o ANP no AD e AE em unidades arbitrarias (UA).

O conteudo de ANP no atrio esquerdo (figura 8B) foi maior nas ratas SHAM em relacéo
ao grupo OVX, assim, pode-se inferir que a ovariectomia prejudicou os estoques de
ANP do atrio esquerdo. Ao comparar o grupo OVX e SHAM com os grupos tratados,
observa-se que o grupo EST foi capaz de retornar o conteudo de ANP do atrio esquerdo
ao nivel das ratas controles (SHAM), enquanto que, o grupo TIB ndo normalizou esse
parametro. Em relagdo ao atrio direito, ndo houve diferenca no conteddo de ANP entre

os grupos (figura 8A).

Os niveis do RNAm para ANP nos AD e AE foram determinados e os dados mostrados
na tabela 4. Assim como os niveis de conteldo de ANP do AD ndo apresentaram
diferenca entre os grupos, os niveis de RNAm para o ANP no AD também nao foram
diferentes. Em relacdo aos niveis de RNAm para o ANP no AE, a ovariectomia (OVX) os
reduziu e o tratamento com 17B-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB) normalizou esses

niveis quando comparados ao grupo SHAM (figura 9).



58

Tabela 4: Dosagens do conteudo de peptideo natriurético atrial (ANP) no atrio direito
(AD) e esquerdo (AE) em pg/mg de proteina total (Prot) e dos niveis do RNAm para o
ANP no AD e AE em unidades arbitrarias (UA) através da técnica de PCR real time dos
grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17p-estradiol
(EST) e com tibolona (TIB).

GRUPOS
SHAM (n=8) _ OVX (n=6) EST (n=6) TIB (n=8)
ANP AD (pg/mg Prot) 529+055  4,74+0,72 450+034  6,20+0,95

ANP AE (ug/mg Prot) 5,68 £ 0,35 3,48 £ 0,40*"" 6,48 + 0,97 3,59 +0,25*"
RNAm ANP AD/S26 (UA) 255,7 £15,3 287,4 £50,9 284,3 £ 28,3 486,7 91,4
RNAmM ANP AE/S26 (UA) 91,344 40,0 £10,1** 122,3+12,0 167,9 £25,7

Valores apresentados com media £+ EPM. “p<0,05 e **p<0,01 comparado ao SHAM.
"p<0,01 comparado ao EST.



59

ANP AD (ug/mg de prot)

SHAM OovX EST TIB

4 B

ANP AE (ug/mg de prot)

SHAM OovX EST TIB

Figura 8: Conteldo de ANP do atrio direito (AD - A) e atrio esquerdo (AE - B) em
ug/mg de proteina (ug/mg de prot) dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX),
ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol (EST) ou tratadas com tibolona (TIB).

“p<0.05 comparado ao grupo SHAM. " p<0.01 comparado ao grupo EST.
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Figura 9: Niveis do RNAmM do ANP no AE em unidades arbitrarias (UA) através da
técnica de PCR real time dos grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas
tratadas com 17pB-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB). **p<0.01 comparado ao grupo
SHAM.

Em relagéao aos receptores do ANP nos rins a ovariectomia deprimiu os niveis de RNAm
do receptor de ANP do tipo A (NPR-A) e os tratamentos com 17f3-estradiol (EST) e
tibolona (TIB) nao foram capazes de normalizar esse pardmetro. JA em relacdo aos
niveis de RNAm para o receptor de ANP do tipo C (NPR-C), esses nao foram alterados
nos grupos estudados, ou seja, o grupo SHAM, OVX e os tratados (EST e TIB)
apresentaram os mesmos niveis de RNAm para esses receptores (tabela 5 e figuras
10).

Tabela 5: Niveis renais de RNAm do receptor de ANP do tipo A (NPR-A) e do tipo C
(NPR-C) em unidades arbitrarias (UA) através da técnica de PCR real time dos grupos
SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17p3-estradiol (EST) ou

com tibolona (TIB).

GRUPOS
SHAM (n=8) OVX (n=6) __ EST (n=6) TIB (n=8)
RNAmM NPR-A/S26 (UA) 12,00 + 5,20°° 0,68 +0,11 0,92 +0,28 2,04 £1,04
RNAm NPR-C/S26 (UA) 1,42 + 0,56 0,86 + 0,27 1,42 £ 0,51 1,41 £0,72

Valores apresentados com media £ EPM. $$p<0,01 comparado aos demais grupos.
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Figura 10: Niveis renais de RNAm do receptor de ANP do tipo A (NPR-A; A) e do tipo C
(NPR-C; B) em unidades arbitrarias (UA) através da técnica de PCR real time dos
grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17B-estradiol

(EST) ou com tibolona (TIB). #p<0,01 comparado aos demais grupos.

4.4 TRATAMENTO COM 17B-ESTRADIOL OU TIBOLONA SOBRE AS CITOCINAS
INFLAMATORIAS

Na tabela 6 e figura 11 estdo demonstrados os resultados referentes as dosagens das
citocinas pré-inflamatérias no soro das fémeas do grupo SHAM, ovariectomizadas
(OVX), ovariectomizadas tratadas com 17(B-estradiol (EST) e tratadas com tibolona
(TIB). As dosagens foram realizadas pelo método de ELISA descrito anteriormente.

Observa-se um aumento significativo nos niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias
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(IL-6 e TNF-a) nas fémeas OVX quando comparado as fémeas do grupo controle
(SHAM). O tratamento com estrogénio foi capaz de diminuir esses niveis proximos aos
valores do SHAM. Ja o tratamento com tibolona, apesar de apresentar efeito anti-pré-
inflamatério, ja que foi eficaz em reduzir os niveis de TNF- a, ndo diminuiu os niveis de
IL-6 ao compara-lo aos niveis do grupo SHAM.

Tabela 6: Marcadores da Inflamacdo. O impacto da terapia hormonal
nas fémeas SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas
com 17B-estradiol (EST) ou tibolona (TIB) sobre os niveis de IL-6 e TNF-

a.
GRUPOS (n=6) TNF-a (pg/ml) IL-6 (pg/ml)
SHAM 20,3+2,0 19,316,0
OvX 31,0 £5,0* 32,8 +5,0*
EST 17,6 £2,0 20,0 £3,0
TIB 20,5+ 3,1 34,4 +2,8"

Valores apresentados com media + EPM. **p<0,017 comparado ao
SHAM.
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Figura 11: Valores dos niveis séricos de IL-6 (A) e TNF-a (B) em pg/ml dos grupos
SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 173-estradiol (EST)

ou tratadas com tibolona (TIB). **p<0,01 comparado ao grupo SHAM.

4.5 REATIVIDADE VASCULAR E EXPRESSAO DA eNOS EM ANEIS DE AORTA

Para avaliar a reatividade vascular, frente ao protocolo experimental proposto no estudo,
foram utilizados anéis de aorta isolados dos grupos SHAM, OVX, EST e TIB. Para
avaliacao da resposta vasoconstrictora foi utilizada a fenilefrina (Phe) e para avaliar a
resposta vasodilatadora foi utilizada a acetilcolina (Ach), ambas na presenca do

endotélio.
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Como esperado, a Phe promoveu contragdo dos anéis da aorta dependente da
concentracao em todos os grupos estudados (figura 12). A ovariectomia (OVX) foi capaz
de aumentar a resposta contratii a Phe comparado ao grupo SHAM, contudo o
tratamento de ratas ovariectomizadas com 17f3-estradiol (EST) ou com tibolona (TIB) foi
capaz de normalizar essa resposta. Os valores de Emax e pD2 sdo mostrados na tabela
7. Esses dados mostram a influéncia da deficiéncia do estrogénio em aumentar a
resposta maxima (Emax) contréatil da fenilefrina no vaso estudado, sem, entretanto,
alterar a sua sensibilidade (pD2) e a normalizagdo parcial dessa resposta pelos
tratamentos, 17B-estradiol ou tibolona.
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Figura 12: Curva de concentracdo dose-resposta a fenilefrina (Phe) em anéis de aorta
com endotélio intacto obtido a partir de ratas SHAM (n=6), ovariectomizadas (OVX,
n=5), OVX tratada com 17B-estradiol (EST, n=6) ou OVX tratada com tibolona (TIB,
n=8). Os valores foram apresentados como média + EPM. *p<0,01 comparado ao OVX.

Tabela 7: Valor da resposta maxima (Emax) e do log da concentracdo da droga

para produzir 50% da resposta maxima (pD2) nos anéis de aorta em resposta a
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injecbes de concentracbes crescentes de fenilefrina (Phe) nos grupos SHAM,
ovariectomizada (OVX), OVX tratadas com 17B-estradiol (EST) ou OVX tratada com
tibolona (TIB).

GRUPOS Emax pD2
SHAM (n=6) 91,0 +3,9* 6,84 +0,13
OVX (n=5) 140,0 £5,5 6,84 £ 0,20
EST (n=6) 115,4 + 3,7* 6,95 +0,10

TIB (n=8) 113,2+5,1* 6,95 + 0,22

Valores apresentados como média + EPM. **p<0,01/*p<0,05 comparado ao OVX.

O relaxamento dependente do endotélio foi avaliado através das curvas dose-resposta a
acetilcolina (figura 13 e tabela 8) e foi similar para todos os grupos, ou seja, ndo houve
diferenca significante entre os grupos aos diferentes tratamentos de quando comparado

ao grupo SHAM e ao grupo de ratas ovariectomizadas (OVX). Os valores de Eméax e
pD2 sdo mostrados na tabela 8.
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Figura 13: Curva de concentragdo dose-resposta a acetilcolina (Ach) em anéis de aorta

com endotélio intacto obtido a partir de ratas SHAM (n=6), ovariectomizadas (OVX,
n=5), OVX tratada com 17B-estradiol (EST, n=5) ou OVX tratada com Tibolona (TIB,

n=7).

Tabela 8: Valor da resposta maxima (Emax) e do log da concentragdo da droga

para produzir 50% da resposta maxima (pD2) nos anéis de aorta em resposta a

administracdo de concentragdes crescentes de acetilcolina (Ach) nos grupos
SHAM, ovariectomizada (OVX), OVX tratada com 17B-estradiol (EST) ou OVX

tratada com Tibolona (TIB).

GRUPOS Emax pD2
SHAM (n=6) 115,4 £9,9 8,10 £0,9
OVX (n=5) 98,50 + 5,6 6,97 £0,19
EST (n=5) 97,07 +2,3 7,32 £0,08
TIB (n=7) 100,0 £2,5 7,82 £0,15

Valores apresentados como média + EPM.

Com objetivo de determinar se a ovariectomia e os tratamentos com 17-estradiol e

tibolona exercem alguma influéncia sobre a expressdo da eNOS nas ratas e, se essa

influéncia pode relacionar-se com a diferenga na reatividade vascular em anéis de aorta,

foi comparada a expressao protéica da eNOS em anéis de artéria toracica superior dos

grupos SHAM, OVX, EST e TIB.

Os resultados da expressao dessa proteina no segmento toracico da aorta nos grupos

estudados sdo mostrados na figura 14. Os animais ovariectomizados e os que

receberam o tratamento com as terapias hormonais ndo apresentaram diferenca nos

niveis de expressao protéica de eNOS ao serem comparados ao grupo SHAM (SHAM:
8,75 +£1,28; OVX: 8,52 + 0,82; EST: 8,97 + 1,34; TIB: 11,43 £ 0,79 UA).
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Figura 14: Expressao de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) no segmento de aorta
toracica superior em unidades arbitrarias (UA) dos grupos SHAM (n=6), Ovarectomizada
(OVX, n=6), OVX tratada com 17B-estradiol (EST, n=6) ou OVX tratada com Tibolona

(TIB, n=6) através da técnica de Western Blotting.

4.6 AVALIAGAO DA EXCREGAO DE SODIO E VOLUME URINARIO

As médias dos valores de volume urinario durante os 14 dias de tratamento estdo
mostradas na tabela 9 e na figura 15. Os resultados mostram que a castracao aumentou
o volume urinario excretado no grupo OVX e o tratamento com tibolona (TIB) e 17f3-

estradiol (EST) retornou aos niveis controles o volume urinario (SHAM).

Ao analisar a excrecdo de sédio (Na*) urinario nos grupos estudados (tabela 9 e figura
16), a ovariectomia também promoveu um aumento da excrecido desse ion, porém a
administracdo de 17B-estradiol (EST) ou tibolona (TIB) foi capaz de normalizar a

excrecdo de Na* aos valores das fémeas controles (SHAM).
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Tabela 9: Valores médios da excregdo de sodio (mEg/l) e volume urinario (ml) dos

grupos SHAM, ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17p-estradiol
(EST) ou com tibolona (TIB).

GRUPOS (n=8)
SHAM OovX EST TIB
Volume urinario (ml) 3,7+0,2 5,2+0,3* 3,7+0,4 45+0,5

Excregao de sédio (mEq/l) 0,41+0,03 0,53 +0,03** 0,44 £ 0,05 0,45+ 0,04

Valores expressos como média £ EPM. **p<0,01 quando comparado ao grupo SHAM.
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Figura 15: Valores médios do volume urindrio (ml) diario, dos grupos SHAM,

ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 17-estradiol (EST) ou com
tibolona (TIB). *p<0,01 comparado ao grupo SHAM.
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Figura 16: Valores médios da excregcdo de sbédio (mEq/l) diario, dos grupos SHAM,
ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com 173-estradiol (EST) ou com

tibolona (TIB). *p<0,01 comparado ao grupo SHAM.
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5 DISCUSSAO

Os dados desse estudo evidenciam pela primeira vez a influéncia do tratamento com
tibolona sobre o ANP em fémeas ovariectomizadas, simultaneamente, caracterizam
pardmetros hemodindmicos e imunolégicos dessas fémeas, demonstrando que o
sistema de peptideos natriuréticos sofre influéncia da terapia hormonal (TH).

As fémeas, apds 35 dias de privacdo de horménios estrogénios, apesar de ndo terem
alteracdes nos parametros hemodinamicos avaliados, apresentaram prejuizo na
reatividade vascular da aorta toracica, na pressado de perfusdo coronariana e aumento
de citocinas pro-inflamatérias. Adicionalmente, acompanhando todas essas alteracoes,
0s niveis plasmaticos e atriais de ANP no grupo OVX encontraram-se prejudicados.
Dados da literatura apontam fung¢des cardiovasculares e imunoldgicas para o ANP,
portanto, modificacbes no sistema de peptideos natriuréticos, poderiam ser um dos
responsaveis por essas alteracbes cardiovasculares e imunologicas nas fémeas
ovariectomizadas. Por outro lado, foi possivel verificar que a reposicao hormonal com
17B-estradiol normalizou os parametros alterados no grupo OVX. Isso retrata que o
estrogénio influencia esse sistema de peptideos € a normalizacdo desse sistema, por
sua vez, pode ser uma via para esclarecer o papel cardioprotetor e imunolégico do
estrogénio (Bruce-Keller at al., 2001; Ghisletti et al., 2005; Xing et al., 2009; Gameiro &
Romao, 2010).

Como alternativa de reposicdo hormonal, surge a tibolona, que assim como o 17f3-
estradiol, foi capaz de normalizar a reatividade vascular das ratas e possuir papel
semelhante a este hormonio sobre o sistema de peptideo natriurético. Porém, diferente
do efeito do 17pB-estradiol sobre os niveis de citocinas, a tibolona somente normalizou os
niveis de TNF-a, ndo sendo capaz de alterar os niveis séricos de IL-6.

A razao de peso seco pelo peso corporal (RPS/PC) do Utero foi realizada como medida
indireta da deficiéncia estrogénica, assim, as alteracbes encontradas nas fémeas
ovariectomizadas sdo relacionadas ao menor nivel de horménios estrogénicos neste
grupo. Essa deficiéncia pbéde ser comprovada pela menor RPS/PC do utero das fémeas
ovariectomizadas quando comparado ao SHAM, indicando uma atrofia da massa uterina
no grupo OVX, explicado pela retirada dos ovarios, que, produziram uma reducao dos
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niveis estrogénicos. Dados da literatura, confirmam, por medidas diretas, que apés 30
dias de ovariectomia os niveis plasmaticos de estradiol estdo reduzidos (Moysés et al.,
2001), como também, apés trés semanas (Belo et al., 2004), tempo de ovariectomia
equivalente ao praticado no presente estudo. J& o tratamento com 17-estradiol
normalizou a RPS/PC do utero. Este resultado demonstra um efeito proliferativo do
estrogénio neste érgdo que também ja é conhecido (Nash et al., 1989; Syed et al., 2001;
Deroo & Korach, 2006), comprovado pela utilizacdo de antagonista de RE, o qual inibe a

hipertrofia dessas células (Syed et al., 2001).

Por outro lado, o tratamento com tibolona, normalizou parcialmente o peso do uUtero, ou
seja, a RPS/PC do utero nao retornou aos niveis do grupo SHAM. Esse fato pode ser
explicado por trés motivos: um efeito estrogénico fraco da tibolona e/ou de seus
metabdlitos hidroxilados tecido especifico; devido a atividade progestogénica de um dos
metabdlitos conhecidos €, a inibicdo da sulfatase em células endometriais pela tibolona.
O metabolito, o isémero A-4-tibolona, pode ser convertido pela enzima 3B-
hidroxiesterdide-desidrogenase-isomerase (3p-HSD-lsomerase) a partir da propria
tibolona ou do metabdlito 33-OH, sendo o responsavel pelas atividades androgénicas e
progestogénicas, sendo este ultimo horménio descrito como um importante atenuador
dos efeitos estrogénicos em alguns tecidos, principalmente no tecido uterino
(Kloosterboer, 2001; Reed & Kloosterboer, 2004).

O grupo OVX, além das alteracGes citadas acima, apresentou um ganho de peso
corporal apds 21 (vinte e um) dias de ovariectomia que se manteve até o 35° dia
comparado ao grupo SHAM. As fémeas ovariectomizadas que iniciaram a TH no 212 dia,
por sua vez, tiveram seu peso corporal normalizado ao término do protocolo
experimental, ou seja, uma redugédo substancial do peso corporal foi obtida pela TH nos
animais OVX. Esses dados indicam que, a menopausa cirlrgica através da
ovariectomia, levou ao aumento do peso das fémeas, resultados também encontrados
em outros estudos (Kasugai et al., 1998; Yoshitake et al., 1999; Jankowski et al., 2001;
Kloosterboer & Ederveen, 2003; Reed & Kloosterboer, 2004; Babaei et al., 2010) e com
dados prévios em nosso laboratério de pesquisa (Moysés et al., 2001). Alguns estudos
sugerem que ha uma associacdo da pds-menopausa e o aumento da massa gorda
corporal e declinio da massa magra corporal (Hanggi et al., 1998; Arabi et al., 2003),
tendo os estrégenos um importante papel na regulacao do desenvolvimento do tecido
adiposo. Dados apontam que a TH com estradiol diminui o peso corporal e o tecido
adiposo visceral (Munoz et al., 2002; Cooke & Naaz, 2004; Belo et al., 2008; Babaei et
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al., 2010). Adicionalmente, modelos genéticos demonstram fortes evidéncias de que os
estrogenos modulam a quantidade de tecido adiposo, pois, fémeas Knockout para
receptor de estrogénio e camundongos fémeas deficientes de aromatase apresentaram
um grande aumento de massa adiposa (Heine et al., 2000; Jones et al., 2000). Um dos
mecanismos pelo qual o estrogénio poderia modular a massa adiposa foi proposto por
Homma e colaboradores (2000), mostrando que os estrégenos tém acgdo direta nos
adipdcitos, diminuindo a lipogénese através da redugcdo da atividade da lipase.
Enquanto que, a acdo indireta dos estrogenos foi demonstrada por Palin e
colaboradores (2003) pela inducdo da enzima lipolitica lipase hormdnio-sensivel.

Nas ultimas décadas, foi demonstrada a producédo de ANP pelo tecido adiposo (Crandall
et al., 1992), a presenca de receptores de peptideos natriuréticos neste tecido (Okamura
et al., 1988; Sarzani et al., 1996; Dessi-Fulgheri et al., 1997; Sarzani et al., 1999) e sua
acado como agente lipolitico (Sengenes et al., 2000; Moro et al., 2004; Langin et al.,
2005; Yu et al., 2008), assim como, as ac¢des dos estrdgenos sobre o sistema de
peptideos, estimulando a liberagdo de ANP (Deng & Kaufman, 1993; Zhang & Novak,
1995; Belo et al., 2004), aumentando a expressao génica e a producao de ANP no
coracao (Deng & Kaufman 1993; Jankowski et al., 2001). Embora, a massa de gordura
visceral das fémeas no presente estudo, ndo tenha sido mensurada, a deficiéncia dos
niveis de ANP no grupo OVX, poderia contribuir para o0 aumento do peso corporal,
através do aumento da massa visceral das fémeas com deficiéncia de estrogénio. Essa
sugestdo pode ser sustentada, pelo fato de ja ser conhecido que o nivel de ANP
plasmatico é inversamente correlacionado com a massa de gordura e que individuos
obesos ou sobrepesos apresentam baixos niveis plasmaticos de ANP comparados a
individuos com indice de massa corporal normal (Wang et al., 2004; Khush et al., 2006).
Os resultados do presente estudo apontam deficiéncia nos niveis de ANP plasmatico e
atrial esquerdo, diminuicdo da expressao génica do ANP atrial esquerdo e deficiéncia do
NPR-A renal nas fémeas ovariectomizadas comparadas ao grupo SHAM. A reposicao
hormonal com 17B-estradiol e com tibolona, foi capaz de normalizar o sistema de
peptideos (exceto o RNAmM do NPR-A renal), como também o peso corporal, mostrando
indicativos de que normalizacédo do sistema de peptideos contribuiu para a diminuicao
do peso corporal nas fémeas ovariectomizadas que receberam a terapia hormonal.
Esses achados sdo semelhantes aos encontrados por Belo e colaboradores (2008),
apesar destes terem avaliado a deficiéncia de estrégenos, o prejuizo no sistema de
peptideos e a obesidade em camundongos fémeas knockout para receptor de horménio
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foliculo estimulante (FORKO). Esses pesquisadores mostram que as fémeas FORKO
com tendéncia para obesidade tém prejuizo no sistema de peptideos e que, o curto
tratamento com 17p-estradiol melhora essas condigdes por aumentar a sintese de ANP
atrial, bem como, pela diminuicdo do clearance de ANP, provavelmente mediada pelos
NPR-C do tecido adiposo mesentérico.

Outros mecanismos, pelos quais, os estrogenos podem influenciar no peso corporal das
fémeas sdo também estudados. A leptina, um horménio produzido pelos adipécitos, tem
sido relatado na literatura como um importante fator hormonal ao nivel hipotalamico
(Riccioni et al, 2003) e seus niveis tém sido correlacionados positivamente com o peso
corporal, com o indice de massa corporal e com a circunferéncia abdominal (Bednarek-
Tupikowska et al., 2006). O estradiol apresenta um pequeno, mas significante efeito na
reducdo dos niveis séricos de leptina em mulheres na pdés-menopausa (Gol et al; 2005),
que poderia ser relacionado com o n&do ganho de peso nessas mulheres quando
tratadas com estrégenos. Pantaledo e colaboradores (2010) mostraram um aumento
dos niveis de leptina observado em ratas ovariectomizadas e concluiram ser o estradiol
necessario para a agao hipotalamica da leptina. Outros estudos também apontam que o
ganho de peso no periodo de privagcao de estrogenos esta intimamente associado com
diminuicdo da sensibilidade a insulina (Heine et al.,2000; Saengsirisuwan et al., 2009;
Babaei et al., 2010); interagdo entre o estradiol e a colecistocinina (Butera et al., 1993;
Asarian & Geary, 1999; Geary et al., 2001), como também, pela interacdo dos
estrogenos com peptideos orexigenos, grelina (Clegg et al., 2007) e neuropeptideo Y
(Bonavera et al., 1994; Santollo & Eckel, 2008).

A acao estrogénica sobre a ingestdo alimentar descrita na literatura, também mostra a
influéncia desse hormdnio sobre o peso das fémeas. Uma evidéncia em apoio a esta
constatagéo vem de estudos em que a ovariectomia
levou a hiperfagia e ganho de peso (Wade & Gray, 1979), os quais foram prevenidos por
tratamento com estradiol (Asarian & Geary, 2002). Em estudos recentes, Santollo e
colaboradores (2010), utilizando-se de antagonista seletivos de RE a e P, concluiram
que a ativacdo de REa é necessaria para o efeito anorexigeno do estradiol exégeno e
enddgeno em ratas. Estudos anteriores sugerem também que a auséncia de REa ou a
falta de estrogenos ligantes nesses receptores levam a hipertrofia e hiperplasia de
adipdcitos (Heine et al., 2000; Pallottini et al., 2008).
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Em relagao aos efeitos do tratamento com tibolona sobre o peso corporal, os dados sao
conflitantes, sendo que ha autores que relatam n&o haver alteracado (Prelevic et al.,
1997; Meeuwsen et al., 2001; Gol et al., 2005) ou que ha uma redugao desse parametro
(Kasugai et al., 1998). Todavia, pode-se sugerir que devido aos efeitos estrogénicos da
tibolona, esse resultado possa ser semelhante ao observado com o tratamento com
17B-estradiol, o que justificaria 0 ndo ganho de peso nas ratas ovariectomizadas e
tratadas com tibolona. De acordo com os parametros avaliados neste estudo, sugere-se
que um dos mecanismos, pelos quais a tibolona normalizou o peso das fémeas também
posa ser devido a sua agcao ao aumentar os niveis plasmaticos de ANP.

Ao avaliar os resultados do peso das cdmaras cardiacas dos diferentes grupos
estudados, pode-se observar através da RPS/PC que a ovariectomia ndo foi capaz de
alterar essa razao apds 35 dias e o tratamento tanto de tibolona, quanto com 17f3-
estradiol, ndo alterou esses pardmetros. Ou seja, apesar da influéncia dos estrégenos
sobre o sistema de peptideos natriuréticos, as RPS/PC das camaras cardiacas nao
foram alteradas com a deficiéncia de estrogenos.

Os resultados deste estudo corroboram com os dados da literatura que mostram
alteracdes no sistema de peptideos sem alterar a massa do atrio (Gutkowska et al.,
2007) e a massa cardiaca (Belo et al., 2008), porém este utilizou um diferente modelo
de deficiéncia de estrogénio em fémeas. Por outro lado, outros estudos mostram
alteracées da RPS/PC das camaras cardiacas na deficiéncia de estrégenos no atrio
(Jankowski et al., 2001) e no ventriculo (Gutkowska et al., 2007). Essas diferencgas
podem estar relacionadas a espécie ou linhagem do animal estudado, ao tempo de
ovariectomia, a dose, ao periodo e via de administracdo do tratamento com 17f3-
estradiol, entre outros fatores. As fémeas OVX nao tiveram aumento da presséo arterial
e da freqUéncia cardiaca, que quando aumentados também poderiam levar a hipertrofia
cardiaca (Bissoli et al., 2009).

Outro fato que pode influenciar nos resultados da massa cardiaca nesses animais é a
forma, pela qual, é realizada a razdo das camaras cardiacas. Estudos recentes, que
avaliam a hipertrofia apds longo periodo de ovariectomia mostraram auséncia desta, por
meio da RPS/PC, contudo, ao analisar a RPS pelo comprimento da tibia esquerda, as
fémeas ovariectomizadas apresentaram hipertrofia cardiaca (Lee et al.; 2008; Liou et al.,
2010) e o tratamento com 17f3-estradiol foi capaz de normalizar esse parametro (Liou et
al., 2010).
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O ANP ¢é amplamente conhecido como regulador da homeostase induzindo a
vasodilatagcao, natriurese e diurese, bem como, opde-se ao sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Nakao et al., 1992). A intensidade desse efeito é regulada pelo balango
entre a sua sintese e degradacdo. Apesar do efeito vasodilatador do ANP, niveis
plasmaticos diminuidos nas fémeas ovariectomizadas, ndo levaram a alteracoes
hemodinamicas estudados ao final dos 35 dias de privacdo de hormdnios estrogénicos.
A PAS, PAD, PAM e FC mantiveram-se semelhantes entre os grupos, SHAM, OVX, EST
e TIB, mostrando a auséncia de efeito do 17p-estradiol e da tibolona sobre a pressao
sanguinea em animais normotensos e pelo periodo experimental utilizado no presente
estudo. Mulheres na p6s-menopausa que receberam TH com estradiol e diidrogesterona
por trés meses, apesar dos niveis de ANP e BNP plasmaticos se elevarem, os valores
de PAS e PAD se mantiveram inalterados (Maffei et al., 2001). Outros resultados
usando fémeas normotensas que receberam TH corroboram com os achados atuais
(Hoeg et al., 1977; Jankowski et al., 2001; Belo et al., 2004). Em contrapartida, estudo
mostra que o tratamento das ratas ovariectomizadas com 17B-estradiol aumentou no
plasma o estradiol a niveis suprafisiologicas e levou a diminuigdo da FC (Jankowski et
al., 2001).

Em relagdo a tibolona, Cicinelli e colaboradores (2002) relataram que apds o tratamento
com esta droga, mulheres saudaveis na pés-menopausa tiveram uma leve redugédo, mas
nao significativa, da presséo arterial sistélica e diastdlica. Em uma revisao, Albertazzi e
colaboradores (1998) mostraram que o uso da tibolona, em mulheres saudaveis na pés-
menopausa, aumenta o fluxo sanguineo periférico sem mudangas na pressao arterial ou

no débito cardiaco.

O papel anti-hipertensivo do ANP fica mais evidente em situacao de hipertensao. Belo e
colaboradores (2004) mostraram que em fémeas hipertensas (SHR) e ovariectomizadas,
a reposigdo hormonal com o 17B-estradiol foi capaz de reduzir a PA com um
concomitante aumento na sintese e liberagao do ANP, sugerindo a participagdo do ANP

modulado pelo 17B-estradiol na presséao arterial em ratas SHR.

A influéncia da tibolona sobre o sistema de peptideos natriuréticos pela primeira vez foi
estudada. Os dados mostram que o tratamento com essa droga sintética esteroidal,
derivado da 19-nortestosterona, aumenta a liberacao e sintese de ANP. Entretanto, essa
droga nao apresentou influéncia sobre a expressdo do RNAm dos NPR-A e NPR-C
renais. Respostas semelhantes foram encontradas neste estudo, com a TH utilizando-se
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do 17pB-estradiol, sugerindo que os metabdlitos 3a-OH e 3p3-OH da tibolona agem sobre
0 coracao em receptores estrogénicos e que, ambas as drogas, podem estar atuando
por meio de um efeito direto na expressao génica cardiaca do ANP.

A influéncia dos horménios estrogénicos e do ANP sobre o sistema cardiovascular tem
sido extensamente estudada. Contudo, pouco se sabe sobre a influéncia dos estrégenos
sobre a sintese, liberagdo e o clearance de ANP. Em 1977, Stumpf e colaborados,
através de estudos autoradiograficos mostraram a ligagdo do estradiol em nucleos de
células do miocardio de &trios e auriculas. Posteriormente, a presenga de RE,
necessarios para os efeitos genémicos e sintese de proteinas, foi demonstrada em
mioécitos cardiacos e fibroblastos (Grohé et al., 1994; Jankowski et al., 2001). Para
elucidar por qual subtipo de RE os estrégenos poderiam exercer suas agdes no atrio e
assim, estudar sua influéncia sobre o ANP, Jankowski e colaboradores (2001),
quantificaram os RNAm dos REa e RE no coracdo de ratas recém nascidas e adultas.
Eles mostraram uma maior expressao génica do REa do que do REB em atrios de ratas
adultas e, apds a ovariectomia, houve uma diminuicdo da expressao génica e protéica
do REaq, revertida ap6s a TH com 173-estradiol. Além da ovariectomia reduzir os REa no
atrio, essas alteracbes vieram acompanhadas de redugdo nos niveis de ANP
plasmatico, no conteldo de ANP atrial direito e na expressdao de RNAmM do ANP em
ambos os atrios. O tratamento com 17B-estradiol, por sua vez, normalizou a expressao
génica e protéica do REa e, aumentou a sintese e a liberacdo de ANP. Esses resultados
sugerem que a ovariectomia levou a down-regulation de REa indicando que sua

presenca é necessaria a agao cardioprotetora dos estrégenos mediada pelo ANP.

Em humanos, estudos mostraram que os niveis de ANP em mulheres jovens é em
média o dobro dos homens e que essa diferenca desaparece apds a menopausa (Clark
et al., 1990). Em animais o estradiol foi capaz de aumentar a secre¢édo basal de ANP em
atrios perfundidos e isolados (Deng & Kaufman, 1993) e aumentar o nivel plasmético de
ANP durante a gestacdo (Zhang & Novak, 1995). Entretanto, poucos estudos
investigaram os efeitos da TH nos niveis circulantes da ANP em mulheres pos-
menopausa e resultados conflitantes tém sido obtidos. Maffei e colaboradores (2001)
mostraram niveis elevados de ANP e BNP plasmaticos apdés 3 meses de TH com
estradiol combinado com diidrogesterona em mulheres com idade média de 51,9 + 4,6
anos, apresentando sintomas do climatério. Por outro lado, Davidson e colaboradores
(1988) nao observaram alteragdes nos niveis plasmaticos de ANP em mulheres em
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terapia de reposicao estrogénica, e outro estudo mostra ainda reducéao desses niveis em
mulheres na pés-menopausa (Spinetti et al., 1997).

Resultados semelhantes sobre a influéncia dos estrégenos no sistema de peptideos
natriuréticos foram encontrados neste estudo, que corroboram com os dados da
literatura (Zhang & Novak, 1995; Belo et al., 2004; Deng & Kaufman, 1993; Hong et al.,
1992; Gutkowska et al., 2007). Sugestivamente, as fémeas ovariectomizadas no
presente estudo, possivelmente, tiveram uma down-regulation de REa atrial, que por
sua vez, reduziu os niveis plasmaticos de ANP, embora, o contelido de ANP atrial direito
tenha sido mantido equivalente ao grupo SHAM. As alteragdes foram mostradas no atrio
esquerdo, onde o conteudo e o RNAmM de ANP atrial apresentaram-se reduzidos. O
tratamento com 17B3-estradiol normalizou todos esses parametros. Tanto no grupo OVX
quanto no grupo EST, as variagbes do ANP no plasma foram correlacionadas com as
mudangas na concentracdo do ANP no atrio esquerdo e ndo no atrio direito,
diferentemente, do estudo de Jankowski e colaboradores (2001) que encontrou
diferenca do conteudo de ANP apenas no atrio direito. Esses resultados diferentes
podem ser atribuidos a diversos fatores, os mais relevantes sao referentes a linhagem
do animal estudado, ao tempo de ovariectomia, a alta dose de 17B-estradiol (25ug/dia)
que elevou o estradiol no plasma a niveis suprafisioldgicos, a redugéo do peso do étrio,
encontrada nas fémeas ovariectomizadas e a bradicardia nas ratas ovariectomizadas
tratadas com 17fB-estradiol. Estudos mostraram que, em resposta a expansao de
volume, o atrio direito de ratos é a principal fonte liberadora de ANP, resultando em
reducdo da frequéncia cardiaca (Gutkowska et al., 1997; Favaretto et al, 1997). Porém,
neste estudo, os niveis e a expressdao de RNAm de ANP em ambos os atrios das
fémeas nao foram avaliados em resposta a expansao do volume e sim a deficiéncia
estrogénica, além disso, as fémeas ndo apresentaram alteracdes hemodinamicas.

Belo e colaboradores (2004) apés tratar fémeas ovariectomizadas normotensas e
hipertensas por 4 dias com 17B3-estradiol, observou nas ratas normotensas aumento nos
niveis plasméticos de ANP, sem alteragcdo do conteudo atrial e expressao levemente
elevada do RNAm do ANP em ambos os atrios das fémeas tratadas. Enquanto, nas
ratas hipertensas, o 173-estradiol promoveu o aumento da liberagéo e sintese de ANP
atrial, ocasionada pelo aumento da expressdao de RNAm do ANP de ambos os atrios,
embora, o tratamento tenha induzido um maior aumento do RNAm no atrio esquerdo do

que no atrio direito. Devido as divergéncias dos dados da literatura, esses
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pesquisadores sugeriram que alteracdes na sintese e liberacdo de ANP nos atrios
podem diferir conforme situacdes fisiopatolégicas tempo dependente, como sugerido

acima.

A TH com a tibolona nas fémeas ovariectomizadas, assim como o 17B-estradiol,
normalizou os niveis plasmaticos de ANP mediado pela normalizagdo da expressao
génica do RNAm do ANP atrial esquerdo, contudo, diferentemente da resposta ao 17§-
estradiol, o conteldo de ANP do atrio esquerdo nao foi normalizado, ou seja, as fémeas
ovariectomizadas e as tratadas com tibolona apresentaram quantidades equivalentes de
ANP no atrio esquerdo. A tibolona, assim como o estradiol e ovariectomia, nao
influenciou na sintese € na liberacao de ANP no atrio direito.

Resultados divergentes da TH com a tibolona versus estradiol podem ser justificados
pelo fato da tibolona pertencer a uma classe de compostos classificada como regulador
tecido seletivo da atividade estrogénica. A tibolona, como descrito acima, ndao age
somente sobre RE, seus metabdlitos atuam também sobre receptores androgénicos e
progestagénicos (Rymer et al., 1994; Reed & Kloosterboer, 2004). Os metabdlitos 3a-
OH e 3B-OH da tibolona sao, possivelmente, os responsaveis pelos resultados
equivalentes da tibolona em relagdo a TH com 17B-estradiol sobre a sintese e a
liberacdo do ANP atrial, provavelmente devido esses metabdlitos agirem
preferencialmente sobre REa (De Gooyer et al., 2003). Com relacdo ao estoque atrial, a
divergéncia de resultados, pode ser devido a presencga do isémero A*-tibolna identificado
como sendo responsavel pela ligacdo e ativacdo de receptores de progesterona e
androgénios gerando assim os efeitos progestogénicos e androgénicos (Kloosterboer,
2000; Kloosterboer, 2001; Kloosterboer 2004) que podem ter a¢des antagbnicas aos
efeitos estrogénicos, pois, a agao do 17p-estradiol na TH é apenas agonista. Sobre a
influéncia da progesterona no sistema de peptideos, Zhang e Novak (1995), mostraram
que os niveis de ANP plasmaticos foram atenuados pela combinagéo 173-estradiol com

progesterona. No utero de camundongos ovariectomizados, o 173-estradiol estimula o

CNP, enquanto a progesterona significativamente atenua este efeito do estrogeno (Acuff
et al., 1997). Outros estudos relatam que a progesterona também pode agir diretamente
sobre o coracdo, por conseguinte, pode reduzir a sintese da ANP (Knowlton & Sun,
2001). Adicionalmente, a progesterona pode diminuir o niumero de receptores de
oxitocina, como demonstrado por Grazzini e colaboradores (1998) e essa inibicdo pode
levar a supressao da secrecao de ANP (Gutkowska et al., 1997). Porém, dados de Hong
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e colaboradores (1992) retratam a agdo positiva da progesterona sobre o ANP, pois
valores fisiologicos de estradiol e progesterona foram capazes de manter niveis
adequados de mRNA do ANP e os andrdégenos aumentaram a expressao do gene do
ANP in vivo.

Somando a essa discussao, que envolve o efeito dos metabdlitos da tibolona sobre o
sistema de peptideos, pode-se especular que tibolona normalizou os niveis de ANP
circulante, por estimular a sintese de RNAm do ANP e provavelmente por ter exercido
estimulo a clivagem e a secrecao do ANP dos estoques atriais, diminuindo os estoques
de ANP. Outro mecanismo que necessitaria ser elucidado seriam as vias pelas quais os
granulos atriais sdo formados e quais as influéncias dos hormoénios sexuais na formacao
desses granulos. Assim, o metabdlito A*-tibolna poderia ser o responsavel por interferir
tanto na maior clivagem e liberagdo do ANP, reduzindo os estoques, como também
alterar os mecanismos de formacao dos granulos de ANP atriais, devido a esse
metabdlito se ligar a receptores diferentes dos RE.

Para esclarecer se o aumento nos niveis circulantes da ANP foi devido ao aumento na
producao desse peptideo ou a diminuicdo de sua degradacao, o RNAm dos receptores
renais de ANP nas fémeas foram mensurados.

Os efeitos biolégicos dos peptideos natriuréticos sdo mediados por ligacdes dos
peptideos com receptores especificos de membrana localizados na superficie de células
alvo (Baxter, 2004). O NPR-A tem grande afinidade pelo ANP, possui atividade guanilato
ciclase e € mediador das atividades bioldgicas dos peptideos natriuréticos. Ja o NPR-C,
receptor de clearance do ANP, esta envolvido na eliminagdo dos peptideos natriuréticos,
que se ligam aos receptores, sdo internalizados e enzimaticamente degradados (Potter
et al., 2006). Devido 0 RNAm de ambos os receptores, NPR-A e NPR-C, ser altamente
expresso nos rins (Lowe et al, 1989; Schulz et al., 1989; Porter et al., 1990; Wilcox et al,.
1991; Nagase et al., 1997; Potter et al., 2006) a expressdo génica desses receptores
foram quantificados, pois pouco se sabe sobre a influéncia da TH sobre esses

receptores renais.

Em relacdo aos NPR renais, a ovariectomia levou a redugdo do RNAm do NPR-A,
enquanto, a expressao génica do NPR-C nao foi alterada neste estudo entre os grupos.
Um resultado inesperado mostrou que tanto a TH com 17pB-estradiol quanto com a

tibolona, ndo foram capazes de normalizar a expressido génica do NPR-A renal e nao
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interferiu no RNAm do NRP-C. Por outro lado, em camundongos fémeas FORKO, outro
modelo animal com deficiéncia estrogénica associada a hipertensao e a obesidade, Belo
e colaboradores (2008), mostraram que a TH com estradiol aumentou os niveis de
RNAm do NPR-A e reduziu os niveis de NPR-C renais. Contudo, nas fémeas controle, o
tratamento com estradiol foi capaz de aumentar apenas a expressao géncia do NPR-A,
sem alterar a do NPR-C. Dados conflitantes confirmam a necessidade de uma maior
investigacdo sobre os modelos de deficiéncia estrogénica utilizado em estudos
experimentais e a influéncia da TH sobre os NPR renais.

Como mostrado acima, as TH utilizadas por 14 dias em ratas wistar apdés 21 dias de
ovariectomia, apesar de aumentar os niveis plasmaticos de ANP e a sintese de ANP
atrial, ndo foram capazes de normalizar o RNAm do NPR-A renal, deprimido devido ao
periodo de privacao estrogénica. Contudo, pode-se sugerir que 0 aumento dos niveis
circulantes da ANP é devido ao aumento da sintese deste e nao pela diminuicao do
clearance renal, uma vez que a expressao géncia do NPR-C néo foi alterada com a
ovariectomia e nem com as TH. Caso os resultados experimentais em animais, sejam
confirmados em mulheres na fase pés-menopausa, como a reducdo da agao renal do
ANP, associado a um menor nivel circulante do horménio em ratas ovariectomizadas e a
ndo normalizacdo desses receptores renais com a TH, esse poderia ser um dos
mecanismos, pelos quais, em algumas mulheres em uso de TH, foram observado
aumento de DCV (Hulley et al., 1998; Rossouw et al., 2002; Shumaker et al., 2003; Berg
et al., 2006).

Embora as TH estudadas nao tenham apresentado efeito sobre a expressao génica do
NPR-A renal, o fato delas terem normalizado os niveis circulantes de ANP, pode ser
relevante. E bem descrito que varios outros tecidos expressam o NPR-A, necessario
para mediar os efeitos biolégicos do ANP. A presenca de RNAm de NPR-C em outros
tecidos também é observada, contudo, apesar de nao ter sido investigada a expressao
génica dos NPR em outros tecidos, torna-se interessante a discussdo da presenca
desses receptores no tecido adiposo envolvendo a TH.

O tecido adiposo apresenta sitios de ligacdo (De Leon et al., 1995) e secreta ANP
(Crandall et al., 1992). Os receptores de ANP, NPR-C e o NPR-A também foram
identificados em tecido adiposo de ratos e em humanos (Sarzani et al., 1995; Dessi-
Fulgheri et al.,1998). Devido ao fato de em individuos obesos ter sido observado baixos
niveis circulates de ANP (Wang et al., 2004), a alta expressdo de NPR-C no tecido



81

adiposo (Sarzani et al.., 1996) foi relacionada com a obesidade. Adicionalmente, Belo e
colaboradores (2008), foram os primeiros a estudar os efeitos do estrogéncio sobre NPR
em tecido adiposo. Esses pesquisadores mostraram que a TH com estradiol foi capaz
de diminuir a expressdo de NPR-C no tecido adiposo mesentérico, sugerindo que o
aumento nos niveis circulantes do ANP, nao é devido somente ao aumento da sintese,
mas também, devido a diminuicdo do clearance de ANP no tecido adiposo sob a

influéncia estrogénica.

Em analogia aos dados do atual estudo, devido ao ganho de peso das ratas
ovariectomizadas e a normalizacao apo6s as THs, pode-se especular que tanto estradiol
quanto a tibolona poderiam induzir uma redugao dos receptores de clearance em tecido
adiposo e, conseqglentemente, estar contribuindo para um aumento dos niveis
plasmaticos de ANP. Assim, o aumento dos niveis plasmaticos de ANP observado
nestas fémeas pode ser devido ndo s6 a um aumento na secre¢cdo de ANP, mas
também a diminuicdo de sua degradacao no tecido adiposo.

Além do NPR-C ser responsavel pelo clearance de ANP e a relacdo deste com o
estradiol ter sido explorada, as endopeptidases neutras também sao responsaveis por
inativar os peptideos natriuréticos (Kenny et al., 1993; Potter et al., 2006), porém, nao
foram alvo do atual estudo. Nao ha dados disponiveis sobre o efeito inibitério do
estradiol sobre a degradacdo da ANP através dos mecanismos via endopeptidase
neutra. No entanto, tem sido demonstrado que estradiol diminui o RNAm da
endopeptidase neutra no utero de ratos (Pinto et al, 1999). Adicionalmente, a
ovariectomia reduz a atividade de endopeptidase neutra no cérebro em 30% e a
diminuicao dessa atividade pode ser amenizada pela reposi¢ao de estrogénio (Huang et
al., 2004). Se a endopeptidase neutra vascular se comporta da mesma forma que no
Utero e no cérebro, os niveis plasmaticos ANP poderiam estar aumentados pelo
tratamento com estradiol e, possivelmente também pela tibolona, sugerindo um efeito
depressor das TH na endopeptidase neutra. Assim, especulamos que a inibicdo das
endopeptidases neutra também poderia estar envolvida no aumento do ANP circulante,
observado em ratas tratadas com estradiol e tibolona.

As interagbes do sistema imunoldgico com o enddcrino sdo evidentes, neste ultimo,
podemos destacar os horménios sexuais, pois 0s estrogenos podem influenciar
sensivelmente o0 sistema imunologico (Lahita, 2000). Além disso, evidéncias

imunoldgicas, epidemioldgicas e clinicas sugerem que os horménios sexuais femininos
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desempenham um papel importante na etiologia e fisiopatologia das doencas
inflamatorias crénicas (Cutolo et al., 2010). Nos ultimos anos, estudos tém mostrado
evidéncias para ambas as atividades pré6 e antiinflamatérias dos estrégenos,
dependendo de diversos fatores, tais como, o tipo de célula-alvo, o 6rgao-alvo, tempo e
concentracdo de estrogénio administrado, e na variabilidade da expressdo de RE em
células especificas (Xing et al., 2009). As agdes antiinflamatérias do estrogénio sao
sustentadas, por exemplo, por estudos que mostram a regulagdo de genes
antiinflamatérios pelo estradiol (Bruce-Keller at al., 2001; Ghisletti et al., 2005; Xing et
al., 2009). Adicionalmente, os peptideos natriuréticos e seus receptores sao
encontrados em muitas células do sistema imunolégico, no entanto, o significado destes
peptideos no sistema imune comegou a ser investigado recentemente. H4 um maior
conhecimento da influéncia do ANP sobre a resposta inata do que sobre a resposta
adquirida, contudo, o ANP, também tem papel na regulagdo de citocinas da resposta
celular e, pouco se sabe, de sua influéncia sobre a resposta humoral (Vollmar, 2005).
Os principais componentes da imunidade inata sdo os fagocitos, o epitélio e células
natural Killer, bem como, as citocinas e as proteinas do sistema complemento (Demsey
et al., 2003). Sobre as citocinas, estudos epidemioldgicos demonstraram um aumento
no risco cardiovascular associado com o aumento de niveis basais de citocinas pré-
inflamatoérias como IL-6 e TNF-a (Ridker et. al, 2000; Gameiro & Romao, 2010). Os
niveis de citocinas pré-inflamatérias funcionam como biomarcadores para DCV, que
também aumentam durante o avancar da idade (Bruunsgaard, 2006) e deficiéncia de
estrogénio (Pacifici et al., 1996; Vural et al., 2006a; Xing et al., 2009; Gameiro & Romao,
2010).

Existem estudos que exploram os efeitos antiinflamatérios do estrogénio e do ANP,
contudo, ndo ha dados da interacdo desses dois horménios sobre as citocinas pro-
inflamatoérias em periodos de privagdo estrogénica. Para contribuir na elucidacdo dos
mecanismos pelo qual o estradiol possui efeitos cardiovasculares, foi hipotetizado que o
ANP poderia participar da redugdo de citocinas pro-inflamatérias induzidas pelos
hormonios estrogénicos em ratas neste estudo. Neste sentido, foi verificado se as THs
com tibolona e 17B-estradiol seriam capazes de reverter os niveis de citocinas
inflamatérias, via normalizacdo dos niveis plasmaticos de ANP. Os resultados desse
estudo, de forma inédita, mostraram que as fémeas ovariectomizadas apresentaram
niveis séricos aumentados de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a), que podem ser
relacionados com o possivel prejuizo nos niveis plasmaticos de ANP. A TH com 178-
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estradiol foi capaz de normalizar o sistema de peptideos natriuréticos, assim como, os
elevados niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias encontrados em fémeas
ovariectomizadas. Por outro lado, o tratamento com a tibolona, apesar de normalizar os
niveis plasmaticos de ANP, atenuou apenas os niveis de TNF-a, permanecendo
elevados os niveis séricos de IL-6, equivalentes aos das fémeas ovariectomizadas.

Estudos demonstram que os estrégenos sdo capazes de diminuir os niveis de TNF-q,
como o realizado por Arenas e colaboradores (2005), em que 0s animais
ovariectomizados apresentavam niveis elevados de TNF-a e, o tratamento com
estrogénio foi capaz de diminuir esses niveis. Da mesma forma, outros estudos, porém
em humanos, demonstraram que a deficiéncia de estrogénios pode aumentar a
liberacdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1, IL-6 e TNF-a, e que a TH pode inibir a
expressao e liberacao destas citocinas (Morishita et al., 1999; Vural et al., 2006b). Vural
e colaboradores (2006b) mostraram que mulheres na pds-menopausa apresentaram
niveis plasmaticos elevados de TNF-a, IL-1B, IL-10 e a TH por dois meses, com
estrogénio conjugado e medroxiprogesterona, reduziu TNF-a, IL-1B. Entretanto, um
estudo realizado em mulheres, demonstrou um efeito dose-dependente dos estrégenos
sobre as citocinas. Esse estudo avaliou a TH com baixas e altas doses de estrogénio
equino conjugado, no qual, foi observado elevagéo de niveis de IL-6 em pacientes que
fizeram terapia com altas doses e, nenhuma alteragdo em mulheres que utilizaram
baixas doses (Wakatsuki et al, 2003). Porém, dados observados no atual estudo sao
semelhantes aos recentes resultados da literatura. Foram mostrados niveis elevados
de TNF-a no ventriculo esquerdo em ratas, apds 14 semanas de ovariectomia e que o
tratamento com 17B-estradiol, por 10 semanas, foi capaz de normalizar esses niveis
(Liou et al., 2010).

Quanto a participagdo dos estrégenos no sistema imunol6gico, estudos mostram a
presenca de RE em células envolvidas na resposta imune (Stygar et al. 2001; Molero et
al., 2002; Stygar et al., 2007). Adicionalmente, peptideos natriuréticos, especialmente o
ANP e seus receptores, sao expressos e regulados em células imunes (Vollmar et al.,
1990; Vollmar & Schulz, 1990; Vollmar et al., 1996; Liu & Malik, 2006), principalmente
em macrofagos (Vollmar & Schulz, 1994; Vollmar & Schulz, 1995; Kiemer & Vollmar,
1998). Além disso, ambos, ANP e NPR, sdo regulados por estimulos inflamatérios,
sugerindo que os peptideos natriuréticos atuam como proteinas reguladoras no
processo inflamatério (Vollmar & Schulz, 1994; Vollmar, 2005). Diante do exposto,

parece que, tanto o estradiol quanto o ANP, participam da resposta imune em
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receptores independentes, assim, através dos resultados atuais e dados da literatura,
torna-se possivel especular qual a possivel interacao entre esses dois fatores humorais.

Uma via comum para o mecanismo da resposta antiinflamatéria do estradiol e do ANP é
via a atenuacdo do fator nuclear-xB (NF-xB; Kalaitzidis & Gilmore, 2005; Dai et al.,
2007; Kiemer et al., 2000; Ladetzki-Baehs et al., 2007). Estudos mostram que no inicio
dos processos inflamatérios as respostas imunolégicas sdo reguladas por um fator de
transcrigao induzivel chave, o NF-kB (Liu & Malik, 2006; Vlantis & Pasparakis, 2010). A
familia do NF-xB inclui cinco membros, p65 (Rel-a), c-Rel, Rel-B, NF-xB1 (p50 e seu
precursor p105) e NF-kB2 (p52 e seu precursor p100). Apesar do presente estudo néo
analisar a expressao protéica do NF-xB, foi medido os niveis séricos de TNF-a, que por
sua vez, é regulada por mecanismos de transcricdo, no qual, estudos sugerem ser via
NF-kB (Liu et al., 2000; Hitti et al., 2006; Yang et al., 2009; Vlantis e Pasparakis, 2010;
Falvo et al., 2010).

Adicionalmente, estudos mostram mecanismos, pelos quais, o ANP pode modular a
sintese de TNF-a via NF-kB (Tsukagoshi et al., 2001; Kiemer & Vollmar, 2001; Kiemer et
al., 2002; Volimar, 2005; Ladetzki-Baehs et al., 2007; Vellaichamy et al., 2007). A figura
17 representa de maneira sintética esses mecanismos que foram estudados in vivo e in
vitro em diferentes células, principalmente em macrofagos e células endoteliais. A
ligacdo do ANP ao NPR-A, eleva GMPc que mantém a IkB desfosforilada. A 1xB
desfosforilada impede a translocacdo do NF-xB (inativa no citoplasma associada aos
membros da familia da 1kB) para o nucleo e assim, reduz a sintese de TNF-a. A
fosforilacdo e a degradacao do IkB leva a translocagdo do NF-xB para o nucleo e, a
ativacdo do NF-kB tem um papel indispensavel na inducao de rapida produgéo de TNF-
a (Ghosh et al., 1998; Kiemer & Vollmar, 2001; Vollmar, 2005; Liu & Malik, 2006;
Ladetzki-Baehs et al., 2007).
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Figura 17: Mecanismo inibitério do ANP sobre o TNF-a via NF-kB.

FONTE: Adaptado de Vollmar (2005).

Ha mais dados a respeito da modulacdo do estradiol sobre o TNF-a via NF-xB. A
revisdo de Xing e colaboradores (2009) sobre o estrogénio e mecanismos de protecao
vascular mostra de forma sintética essa modulagao (figura 18). O estradiol diretamente
inibe a expressao do mediador pré-inflamatério TNF-a (A) e aumenta a expressao kBj
(B). O estradiol também pode inibir a fosforilagao do mediador IKK (complexo IKapaB
quinase que contribui para a estabilizacdo do IkBp - C) e a degradacgao de kB (D). No
nivel de transcricdo, a ativacdo de RE induzida por estradiol inibe da transcricao
induzida pelo NF-xB de quimiocinas e citocinas (E) e pode inibir a capacidade do NF-xB
de se ligar no DNA (F). Foi mostrado também que estradiol blogueia JNK (c-jun N-
terminal quinase - G) que induz a produgéo de TNF-a.
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Figura 18: Os mecanismos pelos qual o tratamento com estradiol (E2) atenua
a via de sinalizagdo pro-inflamatdria. TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; IkBp3, proteina
IkapaB; IKK, complexo IKapaB quinase; NF-xB, fator nuclear kapaB; JNK, c-jun N-

terminal quinase .
FONTE: Xing et al., 2009.

Diante do exposto, pode-se especular uma via de ligacdo entre o estradiol e 0 ANP em
relacdo a resposta inflamatéria. Por exemplo, por meio de seus receptores especificos
localizados em células inflamatorias e endoteliais, o ANP e o estradiol inibiriam em
conjunto a producao de TNF-a via NF-kB. Por sua vez, o estradiol atuaria nos atrios
aumentando a sintese e a liberacdo de ANP, e uma vez no plasma, o ANP, além dos
seus conhecidos efeitos cardiovasculares, seria também responsavel por normalizar os
niveis de citocinas pro-inflamatérias. Um mecanismo semelhante a modulagdo do
estradiol sobre a sintese de TNF-a poderia ser estendido a tibolona, pois, além de ser
conhecida a afinidade dos metabdlitos da tibolona sobre os REs, o tratamento das
fémeas com essa droga foi capaz de normalizar os niveis circulantes de ambos, ANP e
TNF-a (Figura 19).



87

4 TNF-a

nucleus TNF-a

Figura 19: Mecanismo proposto para agao inibitéria do ANP, 17B-estradiol (E2) e da
tibolona (TI) sobre o TNF-a via NF-xB e modulagédo do E2 e da Tl sobre a sintese e
liberacao de ANP pelo coragéo.

FONTE: Adaptado de Vollmar (2005).

Sobre a tibolona, poucos estudos foram realizados a fim de elucidar a agdo dessa droga
sobre o sistema imunologico e dados do papel da tibolona sobre as citocinas pré-
inflamatorias sdo conflitantes. No presente estudo, a tibolona foi capaz de diminuir os
niveis séricos de TNF-a, porém, ndo reduziu os niveis de IL-6. Estudos in vitro em
células Ishikawa, derivadas da linhagem de célula do adenocarcinoma humano, foram
utilizadas para avaliar os efeitos da tibolona e seus metabolitos sobre o TNF-a e outros
marcadores que parecem estar envolvidos na endometriose. Essas células
expressavam tanto RE quanto receptores de progesterona (RP). Os resultados
mostraram que nem a tibolona e nenhum dos metabdlitos da tibolona (A-4, 3a-OH e 3B-
OH tibolona) aumentaram TNF-a (Mirkin & Archer, 2007). Adicionalmente, estudo em
humanos mostrou que TH no periodo de dois meses com a tibolona em mulheres pos-
menopausa, apesar de reduzir a reabsorgcao 6ssea, nao foi capaz de diminuir os niveis

de TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-2 (Vural et al., 2006a). Dados opostos aos anteriores, também
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foram encontrados. Mulheres na pés-menopausa e mulheres na pdés-menopausa com
osteoporose a TH com tibolona foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 e TNF-a (Zhang et
al., 2006).

Diferentes protocolos de pesquisa podem ser os responsaveis por esses diferentes
resultados. Esses diferem na espécie estudada, no tempo de tratamento, na dose
administrada de tibolona, se o estudo é in vitro ou in vivo, no método utilizado para

dosagem de citocinas, entre outros fatores.

Em relagcdo a auséncia do efeito da tibolona sobre os niveis séricos de IL-6 nos
resultados deste estudo, parece que a ligagdo do metabdlito A-4 tibolona via RP pode
ter contribuido para neutralizar a agdo dos metabdlitos que atuam sobre os RE, pois a
progesterona pode aumentar os niveis séricos IL-6 e em mondcitos, a secre¢ao de IL-6
foi inibida em menor proporgdo com uso de progesterona do que com o uso de estradiol
(Jain et al., 2004; Zen et al., 2010). Na figura 20 os principais efeitos dos horménios
esterdides sao sintetizados, sugerindo que a progesterona aumenta a sintese de IL-6
(Zen et al., 2010).
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Figura 20: Principais efeitos dos hormdnios esteréides nas células imunes. (a)
Estrogénios aumentam a producao de interleucina (IL) 10, IL-12 e interferon gama (INF-
v) e, inibem a secrecdo de TNF-a pelas células mononucleares sanguineas (PBMC);
estimulam a produgdo e anticorpos (Ac) pelas células B; diminuem a apoptose de
células dendriticas (DC) e de macréfagos (M). (b) Progesterona aumenta a produgéo IL-
4, IL-5, IL-6, L-10 e inibe a produgao de INF-y pelas PBMC; estimula a produgéo de Ac
pelas células B e diminui a proliferagéo de células T. (c) Androgénios inibem a secregao
de IL-1 e IL-6 pelas PBMC e aumentam a secrecao de IL-2 pelas células T; inibem a

secrecao de Ac pelas células B e a proliferagao de M.
FONTE: Adaptado de Zen et al. (2010).
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Sobre a influéncia dos estrogenos na reatividade vascular, varios trabalhos investigaram
a reatividade vascular de anéis de aorta em ratas ovariectomizadas (Chang et al., 1980;
Nakajima et al., 1995; Paredes-Carbajal et al., 1995; Bolego et al., 1997; Barbacanne et
al., 1999; Florian et al., 2004; Bianchi, et al.,2006; Stice et al., 2009; Fenoy et al., 2010),
no entanto, no presente estudo, apesar do grupo OVX ndo apresentar alteragbes
hemodinamicas, foi de interesse verificar se havia prejuizo na reatividade vascular neste
grupo, uma vez que, as citocinas proé-inflamatéria estavam aumentadas e niveis

circulantes de ANP diminuidos.

Os resultados deste estudo mostram, conforme descrito anteriormente, que nas fémeas
ovariectomizadas os niveis séricos de IL-6 e TNF-a estdo aumentados, enquanto que,
os niveis plasmaticos de ANP estdo diminuidos comparados as fémeas SHAM. Estas
alteracdes nao implicaram em modificacdo da PAM, PAS, PAD e FC, todavia, a
ovariectomia aumentou a reatividade a fenilefrina na presenca do endotélio em anéis de
aorta isolados, ainda que, a reatividade vascular a acetilcolina e a expressdo da enzima
eNOS na aorta ndo foram alteradas nos grupos estudados. Ademais, os tratamentos
com 17B-estradiol e tibolona foram capazes de normalizar parcialmente as alteragdes
vasculares das ratas ovariectomizadas, assim como diminuir os niveis séricos e
plasmaticos de TNF-a e ANP. Isso pode ser interpretado como uma possivel disfuncao
vascular na aorta das ratas ovariectomizadas e que as TH poderiam contribuir para

minimizar essa disfuncao.

Trabalhos que utilizam bloqueios farmacolégicos em anéis de aorta isolados de fémeas
ovariectomizadas tratadas ou ndo com a TH, na presenca ou auséncia do endotélio
vascular, mostram resultados que sugerem provaveis efeitos potetores vasculares dos
estrogenos (Rahimian et al., 2002; Florian et al., 2004; Bianchi et al., 2006; Stice et al.,
2009). Embora bloqueios farmacolégicos nao foram efetuados neste estudo, os
resultados apresentados corroboram com os de Bianchi e colaboradores (2006) e mais
recentemente, com o estudo de Stice e colaboradores (2009). Apds dois meses de
ovariectomia, Bianchi e colaboradores (2006), encontraram uma maior reatividade a
fenilefrina em anéis de aorta isolados em fémeas ovariectomizadas. Quando o entotélio
foi removido, a resposta vasoconstrictora foi semelhante entre os grupos, mostrando
que a diferenca observada foi, possivelmente, dependente do endotélio e ndo do
musculo liso vascular. No que diz respeito ao relaxamento dependente do endotélio,
este foi similar entre 0 grupo controle e ovariectomizado, avaliado pela curva dose

resposta a acetilcolina. Dessa forma, foi proposto que o0 estrogénio poderia atenuar o
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aumento da reatividade da aorta via reducdo de prostandides vasoconstrictores ou
aumento da sintese de prostaciclinas e via NO, pelo aumento de sua biodisponibilidade
basal. Outros estudos também sugerem que a perda de estrogénios endbégenos leva a
reducdo da biodisponibilidade do éxido nitrico (NO) derivado do endotélio e prejudica a
funcao endotelial (Hernandez et al., 2000; Gimenez et al., 2006).

Este estudo ndo teve como obijetivo identificar a contribuicao relativa de cada mediador
endotelial (NO, PGl,, EDHF) na reatividade vascular em anéis de aorta. Contudo,
avaliou a expressao protéica da eNOS no segmento da aorta superior e seu possivel
papel na participacdo da provavel disfungdo endotelial nas ratas ovariectomizadas.
Ademais, a expressao da eNOS também foi medida nos grupos que receberam TH
para avaliar se, a expressao dessa enzima, poderia estar envolvida na atenuacao do

aumento da reatividade da aorta.

A modulcao dos estrégenos sobre a eNOS ja foi demonstrada em outros trabalhos.
Estudos sugerem que os estrégenos ativam a sintese e liberagdo de NO por estimular a
expressao génica da eNOS (Kleinert et al., 1998), bem como através do aumento de sua
atividadade enzimatica por via ndo gendmica (Chen et al., 1999; Haynes et al., 2000;
Simoncini et al., 2000; Simoncini et al., 2003; Simoncini & Genazzani 2003). Sobre os
mecanismos moleculares, estudos indicam que no endotélio, 17B-estradiol ativa a eNOS
por via ndo genbmica através da fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina kinase
(PI3/Akt; Chen et al., 1999; Haynes et al., 2000) ou proteina quinase ativadora de mitose
(MAPK; Simoncini & Genazzani 2003). Essa ativacdo leva a produgdo de NO no
endotélio, que entdo se difunde para o musculo liso vascular (VSM) e causa o
relaxamento do vaso.

Os resultados deste estudo mostram que a expressao protéica da eNOS na aorta ndo
foi diferente entre os grupos, embora, um aumento da resposta vasoconstrictora das
fémeas ovariectomizadas e a atunuagdo dessa resposta com os tratamentos na
reatividade vascular de anéis de aorta foi demonstrado. Possivelmente, outros

mecanismos podem estar envolvidos nessa resposta vasoconstrictora.

Nossos resultados corroboram com estudos de Stice e colaboradores (2009), o qual
mostrou que nao houve diferenca entre as ratas envelhecidas e/ou tratados com
estradiol, ovariectomizadas e/ou tratados com estradiol sobre a expressdo protéica
adrtica das isoformas eNOS e iINOS. Outros trabalhos também sugerem que a TH com
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estradiol ndo afeta a expressao da eNOS (Arnal et al., 1996; MacRitchie et al., 1997).
Em contrapartida, estudos mostraram que em ratas ovariectomizadas houve uma
diminuicdo na expressao génica da eNOS na aorta toracica superior, enquanto que, o
tratamento com estradiol normalizou esses niveis (Rahimian et al., 2002). Ainda sobre a
expressao génica, dados mostram que o 17B-estradiol pode modular o ténus vascular
via rapida liberagdo de NO derivado do endotélio e levar a uma up-regulation nos niveis
de RNAm de eNOS (Siow et al., 2007). Florian e colaboradores (2004) mostraram niveis
protéicos aumentados da eNOS em ratas ovariectomizadas em comparacao as fémeas
tratadas com estradiol e intactas. Como justificativa, estudos apontam que a regido da
aorta toracica analisada pode ser em parte, responsavel pelos diferentes resultados
encontrados na literatura. Ao comparar a atividade da eNOS em diferentes segmentos
da aorta, dados mostraram que a atividade da eNOS no segmento superior da aorta é
maior em resposta ao tratamento com estradiol (Andersen & Stender, 2000; Rahimian et
al., 2002).

Sobre a tibolona, poucos dados evidenciam os efeitos cardiovasculares dessa droga e
muito pouco se sabe sobre sua acdo no endotélio vascular. Aparentemente, ndo ha
dados na literatura que avaliam a reatividade vascular de anéis de aorta isolados na TH
com a tibolona. Cicinelli e colaboradores (2002) mostraram que administragdo de
tibolona em mulheres pds-menopausa foi associada com aumento dos niveis
plasmaticos dos metabdlitos do NO, sugerindo uma regulacdo da sintese dessa potente
molécula vasodilatadora pela tibolona. Em artérias coronarias de coelhos os metabdlitos
da tibolona, inclusive 0 A-4 tibolona mostraram efeito agudo semelhante ao estradiol,
apresentando rapido inicio de relaxamento caracterizado por acées nao gendmicas
(Lund et al., 2004). Adicionalmente, os efeitos da tibolona sobre a eNOS também foram
pouco estudados e os resultados do presente estudo ndo corroboram com os achados
de Simoncini e colaboradores (2004). Possivelmente, devido as diferengas que existem
de estudos in vivo para in vitro. Simoncini e colaboradores (2004) avaliaram, in vitro, se
a tibolona e seus metabdlitos exerciam efeitos vasculares direto em células humanas
endoteliais através da regulagdo genémica e ndo gendmica da atividade da eNOS.
Esses concluiram que tanto a tibolona, quanto seus metabdlitos 3a-OH e 33-OH tibolona
e, em menor intensidade os metabdlitos sulfatados, induzem uma rapida sintese de NO
e ativacdo da eNOS através dos RE por mecanismos ndo gendmicos e gendmicos.
Adicionalmente, sugeriram que as células endoteliais sdo capazes de converter 0s
metabdlitos sulfatados inativos em formas ativas (desulfatadas). Entretanto, metabdlito
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N-4 tibolona foi completamente neutro sobre a atividade da eNOS, reforcando que os
receptores de estrogénio sdo os principais agentes dos efeitos da tibolona sobre a
sintese de NO nas células endoteliais. Aléem desses achados, esse estudo também
sugere que a tibolona exerce seu efeito nao genémico através dos RE via MAPK e ndo

via fosfatidilinositol-3-quinase/AKT.

Embora a atividade de eNOS, sugestivamente, nao seja a principal via contribuidora da
possivel disfuncdo vascular; nos grupos estudados, os niveis séricos aumentados de
TNF-a poderiam contribuir no aumento da resposta pressora a fenilefrina nas ratas
ovariectomizadas, uma vez que, niveis aumentados de TNF-a foram associados a
disfuncdo endotelial (Arenas et al., 2005). Poderia se expecular ainda que a TH com
17B-estradiol ou tibolona atenuou a resposta vasoconstrictora na aorta, possivelmente,
por diminuir os niveis de TNF-a. Adicionalmente, é importante ressaltar que a
normalizacdo dos niveis de TNF-a, pode ser em parte, modulado pelo ANP e pelo
estrogénio conforme discutido acima. O TNF-qa, esta potente citocina, provavelmente,
pode levar a disfuncao endotelial por diferentes vias, entre as quais, por diminuir a
expressao de eNOS, diminuir a disponibilidade do EDHF, e adicionalmente, aumentar a
atividade o estado oxidativo das células, por meio de maior atividade da NADPH oxidase
(Zhang et al, 2009).

Diante do efeito diurético e natriurético do ANP, a excrecao de sédio e o volume urinario
foram também avaliados neste estudo. Nos rins, o ANP aumenta a taxa de filtragéo
glomerular, inibe a reabsor¢do de sodio e agua e, reduz a secrecao de renina. Esses
efeitos parecem ser dependentes da ligagcdo do ANP ao NPR-A, pois em camundongos
Knockout para NPR-A o efeito diurético e natriurético foi abolido (Kishimoto et al., 1996).

Ao avaliar os parametros de excrecao de agua e sédio neste estudo, sugere-se que 0s
hormobnios sexuais femininos possuem efeitos sobre a diurese e natriurese, pois, a
deficiéncia de estrégenos foi capaz de aumentar a excrec¢ao de agua e de sodio urinario,
conforme observado no grupo OVX comparado ao grupo SHAM, ainda que estes
resultados estejam associados a niveis mais baixos de ANP plasméaticos nas fémeas
ovariectomizadas e RNAmM de NPR-A renal reduzido. Adicionalmente, a TH com tibolona
e 17B-estradiol normalizou a diurese e a natriurese a valores equivalentes as fémeas
SHAM, além de, aumentar os niveis circulantes de ANP, sem ser capaz de normalizar a
expressao génica do NPR-A renal. Embora os efeitos diurético e natriurético do ANP

sejam bem conhecidos, parece néo ser essa a principal via dominante, pela qual os
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hormonios estrogénicos regulam a excrec¢ao de sédio e agua pelos rins, uma vez que,
com a reducao dos efeitos do ANP, poderia ser observado menor excregcao de sédio e
agua nas OVX.

Estudos que apdiam os resultados encontrados neste trabalho, tém sugerido que os
esterdides ovarianos podem agir promovendo a retencdo do ion sédio (Na*) e de dgua
no corpo (Stachenfeld et al., 2001; Pechere-bertschi et al., 2002). Contudo, os efeitos
dos hormoénios estrogénicos sobre o balanco renal hidroeletrolitico ainda nao foram
completamente compreendidos. Uma grande parte dos trabalhos que contribuem para
elucidar as agdes dos estrégenos sobre a homeostase renal do Na* e da dgua mostram
a modulacdo do estrogénio via canais de sodio epitelial sensivel a amilorida (ENaC), via
vasopressina, via aldosterona e/ou via sistema renina angiotensina (SRA). Os efeitos
diretos dos estrogenos sobre os rins parecem ser mediados via REa e REB, pois ambos
sao expressos nesse 6rgao (Carley et al., 2003; Sharma & Thakur, 2004). A seguir, as
acaos estrogénica nos mecanismos renais sao discutidas resumidamente e dao suporte
aos resultados encontrados neste estudo.

O ajuste final da excrecdo renal de Na" é efetivado no néfron distal sensivel a
aldosterona que compreende o final do tubulo convoluto distal, a conexao tubular e o
ducto coletor. O transporte transepitelial de Na* nesta regido do néfron é mediada por
ENaC no lumen e a Na-K-ATPase na membrana plasmatica basolateral (Loffing &
Korbmacher, 2009). Gambling e colaboradores (2004) mostraram que os horménios
sexuais femininos modulam a expressdo do ENaC no rim de ratas fémeas, pois a
quantidade de RNAm do ENaC sdo menores em ratos machos quando comparados a
fémeas adultas. A ovariectomia diminuiu a expressao do RNAm das subunidades a, § e
YENaC tornando-as equivalentes aos niveis de RNAm encontrados nos machos.
Adicionalmente, a reposigcdo com estradiol normalizou os niveis de RNAm dos aENaC
sem alterar a expressao géncia dos P e yEnaC. Assim, o estudo sugere que o estradiol
modula a expressao génica dos ENaC e pressupde-se, consequentemente, uma maior
qguantidade de ENaC e reabsorgdo de Na* no néfron distal de fémeas.

A arginina vasopressina (AVP), também chamada de horménio anti-diurético (ADH), é
um importante hormoénio envolvido no equilibrio do balango dos fluidos e na regulacao
da pressdao arterial. A AVP é sintetizada no corpo celular paraventricular
e nucleos supradptico localizados na regido anterior do hipotdlamo. Os axénios dessas
areas se projetam para a hipéfise posterior, onde AVP é armazenado e liberado em
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resposta a estimulacao central de osmorreceptores (Stachenfeld & Keefe, 2002). Os
estrogenos parecem influenciar na liberacdo do AVP via mecanismos centrais, pois
foram identificados REa e REB nos neurdnios produtores de AVP, como no nucleo
supra-otico (Ishunina et al., 2000). Estudos em mulheres na pés-menopausa mostram
que a TH com estradiol aumentou os niveis plasmaticos de AVP além de deslocar o
limiar osmético para a liberacdo de AVP a uma osmolalidade plasmatica menor, levando
a uma reducdo no volume urinario e na excrecado de sodio (Stachenfeld et al., 1998).
Essa adaptacéo foi confirmada posteriormente, ratificando que os estrégenos diminuem
o limiar osmético para a liberacdo de AVP (Stachenfeld & Keefe, 2002; Sims et al.,
2008).

Um dos principais sistemas humorais que participam da modulagédo da funcéo renal é o
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). O estrogénio pode influencia-lo,
contudo, a interacédo dos estrogenos com o SRAA é complexa, variando de acordo com
a metodologia utilizada, o érgao analisado, as fases do ciclo hormonal, as diferentes
espécies e a quantidade de sal na dieta. Além disso, ndo existe apenas o SRA
sistémico, mas varios SRA locais, tecido-especifico, como o renal e o cardiaco (Dzau et
al., 2001).

Ha evidéncias de que os estrogenos sdo capazes de inibir o SRA, contudo, esses
trabalhos nédo dao suporte aos resultados encontrados, pois a ovariectomia aumentou a
excrecdo de Na' e 4gua. Os estudos sugerem que os estrogenos agem sobre o SRAA
em diferentes vias. Alguns estudos mostram que os estrdégenos inibem a expressao da
enzima conversora de angiotensina (ECA, Babiker et al., 2002; Silva-Antonialli et al.,
2004) e o0 aumento da atividade da ECA na aorta, nos rins e no ventriculo esquerdo de
ratas ovariectomizadas pode ser previnido com a reposi¢do de estradiol (Tanaka et al.,
1997; Dean et al., 2005). Adicionalmente, Gallagher e colaboradores (1999) mostraram
que a ovariectomia foi capaz de aumentar a densidade dos receptores AT1 nos rins e no
ndcleo paraventricular de ratas Wistar. A expressdao de RNAm de AT1 parece esta
aumentada em ratas ovariectomizadas (Nickenig et al., 1998) e o aumento da densidade
de ligantes especifos para o AT1 nos rins (autorradiografia), na adrenal e na aorta
também foi encontrado por Dean e colaboradores (2005) em ratas ovariectomizadas.
Estudos também sugerem que os estrégenos podem atenuar a secre¢ao da aldosterona
estimulada pela Angll, por reduzir a sensibilidade da adrenal a Angll (Chen & Printz,
1983; Douglas, 1987) e a TH com estradiol em ratas ovariectomizadas, reduziria a

expressao de AT1 na adrenal (Roesch et al., 2000). Por outro lado, expressao renal de



96

receptores AT2 parece ser estimulada pelo estradiol. A Angll ao se ligar aos receptores
AT2, ao contrario dos efeitos do AT1, promove efeito diurético (Arias-Loza et al., 2009).

Dados da literatura que dao suporte a idéia de que os estrogenos modulam o SRA e,
assim, sdo favoraveis a retencdo de Na*" e agua corporal também sdo encontrados. O
suporte para o efeito antidiurético e antinatriurético do SRA possivelmente, induzido
pelos estrdégenos, foi baseado na identificagdo recente de novos componentes do SRA.
Estudos mostram a existéncia de um eixo contra-regulatério intrinseco no SRA, formado
pela enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), pela angiotensina-(1-7) e pelo
receptor Mas (Donoghue et al., 2000; Santos et al., 2008). A Ang-(1-7) é encontrada em
elevada concentragdo em diversos compartimentos do néfron (Kimura et al., 2002) e,
em concentragdes fisiologicas, a Ang-(1-7), ao interagir com seu receptor Mas, exerce
efeito antidiurético e antinatriurético in vivo e in vitro (Santos et al., 1996; Simdes e Silva
et al., 1998; Magaldi et al., 2003). Adicionalmente, Brosnihan e colaboradores (1997)
mostraram que o estradiol foi capaz de promover a producao de Ang-(1-7) em fémeas.
Ji e colaboradores (2008) sugeriram que a TH com estradiol promoveu uma upregulation
da atividade e da expressao protéica da ECA2 renal e consequentemente, um aumento
na produgédo de Ang-(1-7) ao utilizar modelo experimental de doenca renal hipertensiva
em ratas ovariectomizadas e tratadas com estradiol. Estes ultimos dados podem indicar
que a deficiéncia estrogénica poderia levar a maior excregdo de sédio e agua, por inibir
a via ECA2 e Ang-(1-7). Embora, um efeito diurético e natriurético da Ang-(1-7) ter sido
mostrado em alguns estudos (Dellipizzi et al., 1994; Handa et al., 1996). Diante destes
dados, pode ser concluido que os efeitos dos estrogenos sobre o SRA, e

consequientemente sobre a modulagdo da excrecdo de Na‘e 4gua, ndo sdo unanimes.

A tibolona apresentou efeito semelhante ao do 17p-estradiol, ou seja, foi capaz de
normalizar a excrecao de sédio e agua no grupo OVX. Os efeitos estrogénicos da
tibolona séao justificados devido a analise de sua estrutura e de seus metabdlitos, como
descrito anteriormente. Alguns de seus metabdlitos se ligariam ativamente ao RE, com
preferéncia pelo REa (De Gooyer et al., 2003), a estimulagdo deste receptor no rim,

resultaria em seus efeitos sobre o balango hidroeletrolitico.

A partir destes resultados, pode-se especular que na presencga de estrégenos ou drogas
com acado estrogénica, a exemplo da tibolona, a estimulacdo das vias antidiuréticas e
antinatriaréticas (ENaC, vassopressina e Ang-1-7) estariam se sobrepondo a inibicao

das vias renais de retencdo de Na* e agua (Angll e aldosterona) pelos estrégenos.
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CONCLUSAO

O sistema de peptideos natriuréticos foi prejudicado em ratas ovariectomizadas e esse

prejuizo foi acompanhado de altergbes cardiovasculares e imunologicas.

A deficiéncia de estrogenos reduziu os niveis de ANP plasmatico, o estoque atrial e a
expressao génica do ANP no atrio. Os niveis de RNAm do NPR-A renal foram
diminuidos e, 0 RNAm do NPR-C renal nio foi alterado entre os grupos estudados.

Sobre as alteracdes cardiovasculares a deficiéncia estrogénica aumentou a reatividade
no anel de aorta, sendo sugestivo, uma disfuncao endotelial que nao é acompanhada do
prejuizo da expressao protéica da eNOS nesse vaso.

Em relacdo ao sistema imunoldgico, os niveis de citocinas pré-inflamatérias estavam
aumentados nas fémeas ovariectomizadas.

Além disso, as ratas com deficiéncia estrogénica ganharam peso e tiveram aumento na

excrecao de sodio e volume urinario.

As fémeas ovariectomizadas tratadas com tibolona normalizaram o sistema de
peptideos natriuréticos, exceto, os estoques atriais e 0os niveis RNAm do NPR-A renal.
No que diz respeito ao tratamento com estradiol, este foi capaz de normalizar a sintese,
o estoque e a liberagdo do ANP, normalizando os nivies de ANP circulantes. Contudo,
igualmente a tibolona, nao normalizou os niveis de RNAm do NPR-A renal.

Sobre a reativiade vascular, os tratamentos normalizaram parcialmente a resposta dos
anéis de aorta isolados, frente a vasoconstriccdo com fenilefrina, contudo, a eNOS
parece nao ter contribido para a atenuar essa resposta, pois sua expressao protéica nao
foi alterada entre os grupos estudados no segmento da aorta.

O tratamento com estradiol diminui IL-6 e TNF-a séricas. O tratamento com a tibolona foi
capaz somente de reduzir os niveis séricosde TNF-a.

Adicionalmente, as ratas tratadas com as THs ndo ganharam peso e tiveram diminuigao

na excrecao de sédio e volume urinario.

Sumarizando, estes resultados evidenciam de modo inédito a influéncia da tibolona no

sistema de peptideo natriurético e sobre as citocinas inflamatérias. A tibolona foi capaz
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de normalizar parcialmente o sistema de peptideos natriurético o que, possivelmente,
levou a normalizacao parcial da reatividade vascular e das citocinas inflamatéria.
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