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RESUMO

A estrona (E1), componente majoritario do Premarin® e estrogénio
predominante na circulagdo feminina na pds-menopausa, ndo possui seus efeitos
vasculares e mecanismos de agao completamente elucidados. Diante disso, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com E1 em ratas
Wistar ovariectomizadas (OVX) sobre a reatividade de anéis de aorta e pressao
arterial. Para este estudo, ratas com 12 semanas de idade foram divididas em quatro
grupos experimentais, Sham (ratas em estro fisiologico tratadas com veiculo), OVX
(ratas OVX tratadas com veiculo), OVX + E1 (ratas OVX tratadas com 825ug/Kg de
E1) e OVX + 17B-estradiol (E2) (ratas OVX tratadas com 15ug/Kg de E2). Os
tratamentos foram iniciados apds 8 semanas da cirurgia pela via subcutédnea pelo
periodo de 30 dias. Ao final do tratamento, foi realizada a medida de presséo arterial
por pletismografia de cauda. Além disso, anéis de aorta foram isolados para avaliar
resposta contratil a fenilefrina (Phe), relaxamento a acetilcolina (ACh) ou ao
nitroprussiato de sodio (NPS) por meio de curvas de concentragdo efeito
cumulativas. Foi ainda avaliada a resposta a ACh em anéis incubados previamente
com superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) ou apocinina (inibidor da NADPH-
oxidase (NOX)). A expresséo protéica da SOD, CAT, NOX 1, NOX 2 e NOX 4 foi
quantificada por Western-blot. Foi realizado o acompanhamento do ganho de peso
ap6s o procedimento de ovariectomia nos grupos OVX ou Sham e, apdés a
eutanasia, foi avaliado o peso da gordura retroperitoneal, utero e coragdo. O
tratamento com E1 diminuiu o peso corporal e a gordura retroperitoneal, aumentou o
peso uterino, normalizou os niveis de pressdo arterial, o aumento da resposta
contratil @ Phe e a resposta vasodilatadora dependente de endotélio a ACh. Os
efeitos apresentados por este horménio estdo relacionados com mecanismos
compensatérios na expressédo e atividade de enzimas antioxidantes como SOD e
CAT, além da redugéo na expressao da isoforma NOX 4. Além disso, a E1 reverteu
o aumento do colesterol total e LDL observados nas ratas OVX. Os dados
apresentados demonstram o papel benéfico da E1 frente ao estresse oxidativo na
disfungcdo vascular, restabelecendo a fungdo endotelial e os niveis fisiolégicos da
pressao arterial.

Palavras-chave: estrona; ovariectomia; disfungdo endotelial; pressao arterial;

reatividade vascular
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ABSTRACT

Estrone (E1), the major component of Premarin® and predominant estrogen in
postmenopausal women, does not have its vascular effects involving its vasodilatory
mechanism of action completely elucidated. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effects of E1 treatment on the vascular reactivity of isolated aortic rings
and blood pressure in ovariectomized Wistar rats (OVX). For this purpose, 12 week-
old Wistar rats were divided into four experimental groups, Sham (physiological
estrous rats treated with vehicle), OVX (OVX rats treated with vehicle), OVX + E1
(OVX rats treated with 825ug / kg of E1) and OVX + 17B-estradiol (E2) (OVX rats
treated with 15ug / kg of E2). The treatments started after the 8 weeks of surgery
trough subcutaneous pathway for 30 days. At the end of treatment, blood pressure
measurement by tail plethysmograph was performed. In addition, aortic rings were
isolated to evaluate contractile response to phenylephrine (Phe), relaxation to
acetylcholine (ACh) or sodium nitroprusside (NPS) by means of concentration
curves. The response to ACh in rings previously incubated with superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) or apocynin (NADPH oxidase inhibitor) was also
evaluated. The protein expression of SOD, CAT, NOX 1, NOX 2 and NOX 4 were
quantified by Western blotting. Follow-up of the weight gain after the OVX or Sham
procedure was also performed. After euthanasia, the weight of retroperitoneal fat,
uterus and heart were evaluated. E1 treatment decreased body weight and
retroperitoneal fat, increased uterine weight, and corrected both the increased blood
pressure, and the decreased hyperreactivity to Phe vasoconstrictor agent and also
increased endothelium-dependent vasodilatory response to ACh. The effects
presented by this hormone are related to compensatory mechanisms in the activity of
antioxidant enzymes such as SOD and catalase besides the reduction in the
expression of the NADPH oxidase NOX 4 isoform. In addition, E1 reverses the
increase in total and LDL cholesterol in the OVX group. Our study confirms the role
of oxidative stress in endothelial dysfunction of OVX rats and further demonstrates
that E1 reverses elevation of blood pressure and restores endothelial function in OVX
rats.

Keywords: estrone; ovariectomy; endothelial dysfunction; blood pressure; vascular

reactivity



1. INTRODUGAO

O risco do desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCVs) aumenta
com a idade, mas em mulheres os sintomas se tornam mais acentuados apos a
menopausa. Neste periodo, ha cessagao da funcdo ovariana e do ciclo menstrual e
consequente deficiéncia dos niveis plasmaticos de estrogénios, periodo em que a
terapia de reposi¢cdao hormonal (TRH) se torna eficaz na prevengao e na diminuigao
da mortalidade por DCVs [1-3]. Entretanto, a TRH também esta relacionada com o
risco aumentado de acidente vascular cerebral e tromboembolismo venoso [4-6],
levando a questionamentos sobre seus reais beneficios. Nesse contexto, dois
grandes estudos randomizados contestaram os beneficios cardiovasculares da TRH
com base em estudos observacionais: “The Heart and Estrogen/Progestin
Replacement Study (HERS)” e “Women’s Health Initiative (WHI)” [7, 8].

O HERS foi um ensaio clinico randomizado duplo cego iniciado na década de
90 e desenvolvido com o objetivo de testar a eficacia da TRH na prevengéo
secundaria de doengas coronarianas cardiacas. Um grupo de 2.763 mulheres, na
pds-menopausa, foi acompanhado por um periodo de 4,1 anos. No primeiro ano de
estudo, os resultados indicaram que o tratamento com estrogénios equinos
conjugados (CEE) em combinacdo com acetato de medroxiprogesterona né&o
reduziu a incidéncia de DCV. Em contraste, este tratamento aumentou o risco de
tromboembolismo e colelitiase [7] e, somente apds o terceiro ano de estudo, é que
foi demonstrado que o risco cardiovascular poderia ser diminuido em mulheres que
faziam o uso da TRH [9]. Diferente da pesquisa estendida (HERS IlI) com um grupo
nao duplo cego de 2.321 mulheres acompanhadas por mais 2,7 anos, em que
nenhuma diferenca foi encontrada em relagao ao risco de eventos cardiovasculares,
com excegao para arritmia ventricular em que houve aumento no grupo tratado [10].

O WHI foi um estudo multicéntrico iniciado em 2002, randomizado e duplo
cego, que avaliou o efeito protetor da TRH sobre a incidéncia de DCVs em um grupo
de 27.347 mulheres. Dois grupos foram formados, mulheres na pds-menopausa
natural e pds-menopausa induzida (histerectomia). As mulheres na pés menopausa
natural receberam a TRH assim como no estudo HERS (CEE +
medroxiprogesterona) e as mulheres na pés-menopausa induzida receberam
somente CEE. Este estudo necessitou ser interrompido no grupo de mulheres na

pds-menopausa natural, logo em sua fase inicial, pelo aumento no indice de DCVs



em 29%. No grupo de mulheres em p6s-menopausa induzida, o estudo foi estendido
até 2004, sendo demonstrada redugdo de DCVs em um pequeno grupo de
mulheres, embora nao fosse estatisticamente significante (4 por ano a cada 10.000
mulheres tratadas). Assim, foi demonstrado que os riscos excediam os beneficios do
uso combinado da TRH associado a progesterona em mulheres p6s menopausa que
utilizaram esta combinacgao pelo tempo de avaliacdo do estudo [8].

Embora tais estudos sejam considerados de qualidade, os mesmos
constituem alvo de diversas criticas, pois a selecdo das pacientes incluiu mulheres
com idade média de 63,2 anos, diferente do que é preconizado no inicio da TRH
(aproximadamente 10 anos antes). Além disso, no HERS as mulheres apresentavam
risco prévio para DCVs e no WHI ndo houve a investigacdo da predisposi¢cao a
doencas cardiovasculares, considerando somente sintomas clinicos [11].

Estudos sugerem que a TRH iniciada logo no climatério, ou seja, em mulheres
mais jovens, pode oferecer protegdo contra DCVs [12]. Diante disso, torna-se
indispensavel a realizacdo de novos estudos, tanto clinicos quanto experimentais,
para elucidar os verdadeiros efeitos promovidos pela TRH e seus componentes

isoladamente em mulheres pés-menopausa.

1.1.Efeitos Vasculares dos Estrogénios

Os estrogénios contribuem na modulagdo vascular por meio de mecanismos
vasodilatadores genémicos, envolvendo a transcricdo génica - um processo que
pode sintetizar as substancias vasoativas em horas ou dias, ou por efeitos nao-
gendmicos - em que o efeito ocorre de forma aguda. Neste contexto, a deficiéncia
destes horménios, pode conduzir a disfungao endotelial devido ao comprometimento
da sintese de fatores vasodilatadores [13-15].

Os mecanismos gendmicos sao regulados por processos de transcricdo que
envolvem translocagao nuclear, ligacdo a elementos responsivos aos estrogénios
(EREs) e regulacido da expressdo de genes alvo [16]. Os estrogénios estado
envolvidos com a regulagdo de genes reguladores do tonus vascular, sendo sua
requlacdo mediada pelo aumento na expressdo de genes para enzimas
vasodilatadoras, como a sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) e a prostaciclina

(PGI2) sintase. Na auséncia de estrogénios, os receptores intracelulares de

estrogénios (ER - ERa [17] e ERpB [18]) apresentam-se como mondmeros na forma



inativa ligados a proteinas de choque térmico (HSP — heat shock protein). Apos a
ligagdo do estrogénio ao ER, estes sofrem alteragbes conformacionais que resultam
na sua dissociagao do HSP e formagao de homo- ou heterodimeros que se dirigem
ao nucleo ligando-se aos EREs [19]. O complexo horménio-receptor pode atuar
diretamente em EREs nos promotores de genes alvo ou, alternativamente, interagir
com outros complexos de fatores de transcricdo como o Fos/Jun influenciando na
transcricdo de genes cujos promotores nao envolvem diretamente EREs [20, 21].

Os mecanismos ndo gendmicos ocorrem através da ligacdo dos estrogénios
ao seu receptor sdo respostas que ocorrem rapidamente e que sdo mediadas de
modo independente de transcrigdo génica e sintese de proteinas, envolvendo a
modulacao de proteinas citoplasmaticas reguladoras [22]. A vasodilatagdo por este
mecanismo ocorre dentro de segundos a minutos apos a ligagdo do estrogénio ao
ER, envolvendo a ativagdo de proteinas quinases, fosfatases e mudancgas no fluxo
de ions através das membranas [16, 22].

Os mecanismos vasculares ndo gendmicos pelos quais os estrogénios
conferem efeito protetor podem ser justificados por mecanismos dependentes do
endotélio [6xido nitrico (NO), PGI, ou fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF)] ou diretamente no musculo liso [23-28].

O endotélio desempenha um papel fundamental na regulagdo local da
atividade vascular, realizando a sintese de substancias que sdo responsaveis tanto
pela vasodilatagdo como pela vasoconstricdo [29]. Muitos agonistas como a
acetilcolina (ACh), bradicinina, substancia P ou estimulos fisicos como o “shear
stress” podem desencadear relaxamento vascular por meio de uma substancia
vasoativa em vias dependentes do endotélio através do fator relaxante derivado do
endotélio [30-33]. Uma das substadncias que podem promover este efeito
vasodilatador dependente do endotélio € o NO [34].

No endotélio, a liberacdo do NO e também de outros fatores como a PGl; e o
EDHF, participam de um processo de homeostase no sistema cardiovascular que
promove a regulagédo do tonus vascular basal e a resposta vasomotora a diferentes
estimulos, o que resulta no controle da camada muscular subjacente ao endotélio,
promovendo assim a vasodilatagcéo [35].

O NO é um potente vasodilatador produzido a partir da conversdo de L-
arginina a L-citrulina através da eNOS [36]. Os estrogénios atuam aumentando a

transcricdo de eNOS (mecanismos gendmicos) ou mesmo estimulando esta enzima



de forma aguda (mecanismo n&o gendmico) e, deste modo, o aumento na
expressdo ou ativagdo desta enzima resulta no aumento da produgdo de NO [37].
No sistema vascular a sintese de NO inicia-se nas células endoteliais a partir da
ligacdo de um agonista a um receptor acoplado a proteina G que desencadeia a
ativacao da fosfolipase C (PLC), formando posteriormente o inositol 1, 4, 5, trifosfato
(IPs) e o diacilglicerol [38]. O IPs promove a liberagdo de Ca?* pelo reticulo
endoplasmatico, o qual liga-se a calmodulina (CaM), que por sua vez induz a
estimulacdo da eNOS [39]. O NO é entdo formado e se difunde para as células do
musculo liso, onde estimula a guanilil ciclase soluvel (GCs), aumentando a
concentragdo citosodlica de monofosfato ciclico de 3,5 guanosina (GMPc),
modulando entdo a concentragao intracelular do Ca?'/K* e induzindo o relaxamento
vascular [40-42].

Os efeitos dos estrogénios nas células endoteliais também podem envolver a
liberacdo de PGl,, um potente vasodilatador produzido a partir da agdo das enzimas
ciclooxigenase-1 (COX-1) e COX-2 sobre o acido araquidénico. A PGl, assim como
o NO, age localmente para promover a vasodilatagdo [43, 44]. Na célula muscular
lisa, a PGIl, possui receptores acoplados a adenilato ciclase (AC) e seu acoplamento
resulta no aumento dos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) [45],
segundo mensageiro que ao ativar a proteina quinase A (PKA), promove diminuigao
da sensibilidade da maquinaria contratil desta musculatura devido a redugao dos
niveis citosolicos de Ca®* [46, 47].

Além do NO e da PGl,;, os estrogénios podem promover vasodilatagao
mediada por uma hiperpolarizagao celular, atribuida a liberacdo do EDHF,
mecanismo que envolve a ativacdo dos canais de K* presentes nas células do
musculo liso. Como consequéncia da hiperpolarizacdo promovida pela abertura dos
canais de K' na membrana celular, ocorre o fechamento de canais de Ca®'
dependentes de voltagem e o relaxamento do musculo liso, promovendo a
vasodilatacao [48, 49].
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1.2.Receptores de Estrogénios

Os estrogénios promovem efeito nas células do musculo liso por mecanismos
dependentes das células endoteliais ou diretamente no musculo liso [23], de tal
forma que os receptores de estrogénios tém sido identificados em ambas as células
[50-53]. Estes efeitos mediados pelos ERa, ERP ou pelos receptores de estrogénios
acoplados a proteina G (GPER).

Um ERa funcional pode ser importante na fungdo vascular, pois seus
mecanismos de sinalizacdo podem envolver a via do NO, sendo sua producéio

mediada pelos estrogénios circulantes [54], mostrando que a falta prolongada de



estrogénios e consequente desacoplamento destes compostos do ERa promovem a
diminuicao de vasodilatagao dependente do NO.

A acédo vascular nao genémica dos estrogénios pode ocorrer ainda por meio
do receptor GPER [55], uma descoberta que abriu uma nova linha para avaliagao do
mecanismo de acdo vascular dos estrogénios. O GPER deflagra respostas
biolégicas mediadas por uma grande variedade de transdutores de sinais, tais como:
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K),
complexo Ca®**-CaM, eNOS, PGl,, EDHF e inibicdo de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato-oxidase (NADPH oxidase) [13].

1.3.Deficiéncia Estrogénica e Disfungao Endotelial

A manutencdo da homeostase vascular € feita através da producido e
secregao de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs), destacando-se NO,
PGIl, e EDHF e de fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs), dentre os
quais prostandides, tromboxano A2 (TXA2), prostaglandinas (PGH2), endotelinas
(ET 1, 2 e 3), angiotensina Il (ANG Il) e espécies reativas de oxigénio (EROs). Em
condigdes fisioldgicas, ha um equilibrio na homeostase entre os EDRFs e EDCFs,
no entanto, em condigbes patoldgicas este equilibrio é rompido, havendo
biodisponibilidade diminuida de NO, ocorrendo atenuacao da fungao vasodilatadora
dependente do endotélio, sendo esta a principal caracteristica da disfungao
endotelial, considerada um denominador comum para diversas DCVs [56-59].

E bem estabelecido que na pds menopausa a disfuncdo endotelial esta
associada a fisiopatologia das DCVs, pois as células endoteliais, assim como as
células da musculatura lisa vascular passam a ser fontes de EROs e,
adicionalmente, ha comprometimento da regulagdo do tdénus vascular basal,
processo em que ha redugcdo na sintese e/ou bioatividade dos fatores
vasodilatadores derivados do endotélio. Em contrapartida, é favorecido o aumento
de vasoconstritores derivados do endotélio [60-65]. Apesar dos efeitos benéficos, os
mecanismos responsaveis pelo efeito cardioprotetor dos estrogénios em mulheres
ainda ndo sao claros. Ha evidéncias de que os estrogénios atuem promovendo
alteragcbes das concentragbes séricas de lipideos, coagulacdo e fibrindlise,
propriedades antioxidantes e producdo de moléculas vasoativas, como o NO e
prostaglandinas ja descritos anteriormente. Além disso, os estrogénios podem

promover inibicdo da resposta dos vasos sanguineos a lesdo e ao desenvolvimento



da aterosclerose [66-72]. Esses processos sao regulados por meio de vias
genbmicas e nado genbémicas [73].

O aumento no nivel de estresse oxidativo no organismo € marcado pela
reducao dos niveis plasmaticos de estrogénios. Altas concentragdes de estrogénios
promovem um efeito antioxidante benéfico através da inibicdo da hidroxilacido de
bases guanina enquanto que as baixas na concentragdo destes hormdnios levam a
danos ao DNA e oxidagao de bases [74].

As EROs podem modificar cadeias laterais de aminoacidos, realizar a
clivagem de ligagdes polipeptidicas e fazer com que as proteinas se tornem mais
susceptiveis a degradagao proteolitica, resultando na sintese de derivados da
carbonila [75]. Para contrapor estes efeitos prejudiciais do estresse oxidativo, as
células possuem a capacidade de controlar e neutralizar a produ¢cao de EROs por
meio de enzimas antioxidantes. Muitos estudos tém investigado o risco de DCVs na
menopausa comparando os niveis lipidicos e estresse oxidativo na pré- e pés-
menopausa, indicando aumento nos niveis lipidicos € no estresse oxidativo em
mulheres na pés-menopausa [76-78].

O estresse oxidativo representa o desequilibrio entre a produgdao e a
eliminacdo de EROs. O aumento da producao de EROs pode favorecer a disfungéo
endotelial e sua produgdo advém de diversas origens, como da ciclooxigenase e da
lipoxigenase, do citocromo P450, do desacoplamento da NOS e ativagdo da NADPH
oxidase — NOX, levando a menor biodisponibilidade de NO. Os estrogénios possuem
efeitos antioxidantes in vitro e in vivo. Acredita-se que desempenham um papel
inibitério sobre as EROs e, um exemplo desta agao, € a inibicdo da NADPH oxidase,
uma importante fonte do radical superéxido (O.) que reage com o NO e gera
peroxinitrito (ONOO) [79-88].

A principal enzima produtora de EROs no endotélio € a NADPH oxidase. A
NADPH oxidase € expressa em células fagociticas e consiste na porgao gp91p"°"
catalitica (também conhecida como NOX2) e subunidades reguladoras p22P™*,
p47°1%%  p40P"* e pE7PM°* juntamente com GTPases Rac 1/2. Varias isoformas de
NOX2 tem sido identificadas em tipos celulares n&o fagociticas e incluem NOX1,
NOX3, NOX4, e NOX5 assim como a oxidase dual Duox1/2 [89].

Os prejuizos associados a expressao aumentada desta enzima incluem a
disfuncao endotelial, que envolve diminui¢cado da resposta vasodilatadora a ACh, com

alteracgdes envolvendo os agentes endoteliais EDHF, NO e PGl, Todo este quadro é



observado na ovariectomia (OVX) (modelo experimental que mimetiza a
menopausa) [90-93], modelo em que a disfungdo endotelial promove alteragbes na
vasodilatagcdo mediada pelo NO, o que culmina na diminuicdo da resposta
vasodilatadora a ACh [94-96], demonstrando que o aumento de EROs promove

prejuizos ao sistema cardiovascular.

1.4. Estrogénios como Antioxidantes

As células possuem uma série de mecanismos de defesa para se protegerem
contra os efeitos nocivos das EROs. Uma das defesas naturais do organismo sao os
estrogénios, que atuam no meio intra- e extracelular para manter a defesa
antioxidante. Um dos mecanismos pelos quais os estrogénios podem diminuir a
concentragdo de radicais livres é através do aumento da expressdo de enzimas
antioxidantes como a superédxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) [97].

A SOD representa uma importante defesa, pois catalisa a reacdo de dois
anions superoxidos, formando H,O,, que € menos reativo e pode ser degradada por
outras enzimas como a CAT. A enzima SOD possui algumas variagdes: a
citoplasmatica (SOD1), a mitocondrial (SOD2) e a extracelular (SOD3). A SOD1 e
SOD3 possuem cobre e zinco (CuZn-SOD) nos sitios de ativagao, ja a SOD2 contém
manganés (Mn-SOD) [98]. A CAT é uma enzima que contém um grupo heme em
seu sitio ativo e tem como fungéo catalisar a reagao de H,O, em agua, inativando
esta espécie reativa [99].

Além destas enzimas, também tem merecido destaque o sistema antioxidante
da tiorredoxina (Trx), que apresenta efeitos consideraveis sobre a homeostase redox
podendo eliminar hidroperdxidos, incluindo o H;O, [100, 101]. Outro importante
antioxidante que faz parte de um sistema consideravel é a glutationa reduzida
(GSH). A GSH atua removendo radicais livres e EROs como o radical hidroxila e o
H20,[102].

O efeito antioxidante conferido pelos estrogénios também é mediado pela Akt,
proteina de sinalizacdo redox-sensivel [103]. Em situacées de estresse oxidativo,
por meio de mudangas conformacionais nas proteinas de membrana, a via da Akt
pode ser modulada e, quando ativada, pode estimular a eNOS, atuando assim na

protegao contra o estresse oxidativo [104, 105].



Os efeitos antioxidantes dos estrogénios séo relevantes, uma vez que apos a
OVX, ha redugcdo na vasodilatagdo dependente do endotélio, caracterizada pelo
aumento das EROs e prejuizo na formagdo de NO, fatores determinantes da
disfungao endotelial [53, 106, 107].

1.5. Terapia de Reposi¢cao Hormonal — TRH

Os estrogénios sdo os horménios sexuais predominantes nas mulheres e que
influenciam o desenvolvimento e a fungao do sistema reprodutor feminino, incluindo
o endométrio, utero e glandulas mamarias. Os estrogénios podem ser utilizados
como contraceptivos ou na TRH, onde sdo os componentes majoritarios. Os
estrogénios podem ainda ser utilizados em mulheres na pés-menopausa para tratar
incontinéncia urinaria, tonturas, fadiga, irritabilidade e prevencdo da osteoporose
[108].

Estudos experimentais que analisaram os efeitos da TRH com estrogénios em
ratas ovariectomizadas (OVX), modelo que mimetiza a menopausa, demonstraram
diversos efeitos benéficos destes hormbnios sobre o sistema cardiovascular. Esses
efeitos incluem a capacidade de reduzir a pressao arterial, de reduzir o estresse
oxidativo [107, 109, 110], prevenir a disfungdo endotelial e melhorar a reatividade
vascular dependente do endotélio [111, 112]. Em mulheres, é sugerido que a TRH
confere protecado contra DCVs na pés-menopausa, sendo que o risco de mortalidade
por estas patologias esta reduzido [113]. No entanto, devem ser levados em
consideracao os estudos HERS e WHI [7, 8] em que foram levantadas duvidas
sobre o efeito protetor da TRH no sistema cardiovascular.

Nos estudos HERS e WHI, o Premarin® (Wyeth, Newridge, CountyKildare,
Irlanda) foi o medicamento de escolha para TRH com estrogénios [7, 8]. Assim como
nestes estudos, na pratica clinica, dentre varias preparagbes farmacéuticas, o
Premarin® é o medicamento mais comumente prescrito para TRH [114]. Sua
formulacdo compreende uma mistura estrogénica derivada de equinos que contém
cerca de dez tipos de estrogénios quimicamente diferentes: E1 (48%); equilina
(24%); 17B-dihidroequilina (15%); A8,9-dehidroestrona (4,3%); 17a-estradiol (3,8%);
17a-dihidroequilina (1,8%); equilenina (1,1%); E2 (0,68%); 17a-dihidroequilenina
(0,45%) e 17B-dihidroequilenina (0,3%) [115]. Dentre estes componentes, alguns

deles, como é o caso da E1, equilina e A8,9-dehidroestrona, sdo metabolizados na
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circulagdo, convertendo-se a E2, 17B-dihidroequilina e A8-17B-estradiol,
respectivamente [116-119].

O Premarin®, ha mais de 60 anos, é o medicamento mais utilizado na pratica
clinica, entretanto, pouco se sabe sobre o efeito vascular individual da maioria de
seus componentes. O efeito vascular de dois componentes desta formulagédo, o E2 e
E1, demonstrou que ambos possuem efeito vasorrelaxante agudo [120], mas ainda
sdo necessarios estudos que demonstrem os efeitos da E1 (componente majoritario
da preparagéo), quando administrada cronicamente em ratas OVX.

Com o risco aumentado de disfuncdo endotelial em mulheres na pos-
menopausa e levando em consideragdo o possivel efeito protetor dos estrogénios
sobre o sistema vascular, criou-se a hipotese se E1, a exemplo de E2, possui efeito

protetor sobre a disfungcéo endotelial em ratas OVX.

1.6. Estrona (E1)

A E1, além de ser o componente majoritario em preparagdes de estrogénios
conjugados como o Premarim® [115] e sofrer metabolizagdo em E2 apds sua
administragcado [116-119], possui importancia fisioldgica por tratar-se do principal
hormonio circulante na pés-menopausa, com propor¢des duas vezes maiores que O
E2 [121].

Sua sintese no organismo é realizada a partir do colesterol em sitios de
sintese de esteroides como ovarios, testiculos e glandulas adrenais [122], atraves
da clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do colesterol e redugéo de 27
para 18 atomos de carbono nesta molécula por reagbes de hidroxilagdo e
oxigenagao, catalisadas por oxidases de fungdo mista (citocromo P450
mitocondrial), que utilizam NADPH e O, como cofatores e, através da aromatizagao,
que é a ultima etapa do processo de sintese de estrogénios, funcionam como
desmetilases convertendo testosterona em E2 e androstenediona em E1, que
também pode ser um metabdlito do estradiol ou mesmo seu precursor através da
enzima 17-OH-SDH [123].

Apesar da E1 ser o horménio estrogénico mais abundante na pés-menopausa
[121], o mesmo n&o ocorre durante a idade fértil, periodo em que o E2 encontra-se
em concentragdes séricas superiores e, além disso, possui maior poténcia em

relacdo a E1 [114, 124]. No entanto, diante de investigagdes prévias sobre os efeitos
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vasculares agudos demonstrando o mecanismo de agdo da E1 e seus efeitos
benéficos sobre este sistema [120], além do fato de ser o componente majoritario de
preparagdes farmacéuticas utilizadas na TRH, estudos que visem elucidar seus

efeitos cronicos tornam-se necessarios.

2. JUSTIFICATIVA

Na pés-menopausa o Premarin® é amplamente utilizado como forma de TRH
[114], no entanto, pouco se sabe sobre a acgao individual de seus componentes
sobre o sistema vascular. Esta preparacao estrogénica contém, entre seus diversos
componentes, 17B-estradiol (E2) e estrona (E1), que sao os principais componentes
da formulagao e fisiolégicos. Em mulheres férteis o0 E2 € o horménio estrogénico
mais abundante e o mais potente [2, 85], sendo também o hormbnio que possui
seus efeitos cardiovasculares melhor caracterizados. A E1 é o componente
majoritario do Premarin® e, na menopausa, torna-se o estrogénio predominante na
circulagao feminina. O conjunto desses fatores sao determinantes para a realizagéo
de pesquisas que visem a elucidacéo dos efeitos vasculares da E1, uma vez que ha
poucos dados na literatura investigando sua importancia sobre o sistema
cardiovascular. O E2 foi escolhido como controle deste estudo, pois grande parte
dos mecanismos envolvendo sua resposta vasodilatadora encontram-se bem

caracterizadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar as acg¢des vasculares promovidas pela estrona (E1) em ratas

Wistar ovariectomizadas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar o efeito do tratamento com E1 sobre a presséao arterial.

2) Avaliar o efeito cronico da E1 sobre a fung&o vascular.

3) Mensurar possiveis alteragdes nos parametros morfolégicos, fisioldgicos e

bioquimicos, na aorta toracica de animais submetidos ao tratamento com E1.

4) Investigar a expressao e a atividade de enzimas anti- e proxidantes na aorta

toracica de animais tratados cronicamente com E1.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas, fémeas com 12 semanas de idade e
peso corporal variando entre 180 e 200 gramas. Esses animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Goias (UFG) e mantidos no
Biotério dos Departamentos de Fisiologia e de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB Il). Os animais foram acondicionados em temperatura controlada de
22 + 2 °C em ciclo claro (07h00min — 19h00min) e escuro (19h00min — 07h00min),
com livre acesso a agua e ragao. Os protocolos experimentais foram realizados
seguindo as diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratdrio (CONCEA) e de acordo com as normas institucionais do Comité de Etica
em Pesquisa da UFG através de projeto aprovado por este mesmo comité
(CEUA/UFG 20/2013).

4.2. Drogas e Reagentes

Durante a realizagao dos experimentos foram utilizadas as seguintes drogas e
reagentes: cloreto de sédio (Synth), cloreto de potassio (Synth), cloreto de célcio
dihidratado (Vetec), sulfato de magnésio (Synth), fosfato de potassio monobasico
(Impex), bicarbonato de sodio (Vetec), glicose (Synth), fenilefrina (Phe) (Sigma -
USA), acetilcolina (ACh) (Sigma - USA), apocinina (APO) (Sigma — USA), superoxido
dismutase (SOD) (Sigma — USA), estrona (Sigma — USA), 17B-estradiol (Sigma —
USA), nitroprussiato de sodio (NPS) (Sigma - USA), todas as solugdes, incluindo a

solugao de Krebs-Henseleit modificada, foram preparadas em agua destilada.

4.3. Grupos Experimentais
As ratas foram separadas em quatro grupos experimentais, sendo:
— Fémeas falso operadas (n=16, Sham) tratadas™ com veiculo (6leo de milho);
— Fémeas ovariectomizadas (n=16, OVX) tratadas™ com veiculo (6leo de milho);
— Fémeas OVX tratadas* com 17B-estradiol 15ug/Kg/dia” (SC) (n=16, OVX+E2);
— Fémeas OVX tratadas™ com estrona 825ug/Kg/dia** (SC) (n=16, OVX+E1).
O tratamento foi realizado pelo periodo de 30 dias.
* Dose calculada com base na terapia de reposicao hormonal com 17(3-estradiol

(comprimido de 1mg).
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** Dose calculada levando em consideragao a proporgao estrona/17@-estradiol (55/1)

presente em preparagdes de estrogénios conjugados equinos como o Premarim®.

4.4. Protocolos Experimentais
Os experimentos foram realizados seguindo o cronograma abaixo:

e 1° dia: Verificagcdo do peso corporal seguido de ovariectomia, com
excecdo das fémeas do grupo SHAM. Nas semanas seguintes foram
realizadas novas verificagdes do peso.

e 60° dia: Inicio do tratamento.

e 90° dia: Registro de pressao arterial.

e 90° dia: Coleta de sangue, morte e dissecacdo da aorta toracica para
realizacdo da reatividade vascular, western blotting, atividade enzimatica

e morfometria; dissecag¢ao do utero, coragao e gordura retroperitoneal.

) - Periodo de
> Periodo de Recuperagdo >> Tt e s >

12 dia 602 dia 902 dia
Ovariectomia Inicio do Tratamento  Registro de Pressdo
Eutanasia

Reatividade Vascular
Coleta de Tecidos

4.5. Ovariectomia

Apos anestesia intraperitoneal com mistura de quetamina (70mg.kg’) e
xilazina (10mg.kg™"), os animais foram submetidos a uma incisdo de 1 a 1,5 cm na
pele do abdébmen, seguida de uma incisdo na camada muscular, abertura da
cavidade peritoneal para posterior remogéo bilateral dos ovarios e ligadura da tuba
uterina. Apds a retirada dos ovarios, foi realizada sutura da musculatura e pele. Ao
final do procedimento os animais foram recolocados em gaiolas. No grupo SHAM foi
realizada uma incisdo no abdémen, mas ndo houve remocao dos ovarios, a fim de

estabelecer parametros semelhantes em todos os animais deste estudo.

4.6. Acompanhamento de Massa
Para a avaliagdo da massa corporea (g), as ratas foram pesadas antes da
ovariectomia (12 semana de idade) e semanalmente até a ultima semana de

tratamento (90 dias apds a cirurgia - 24% semana de idade).
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4.7. Tratamentos

Os tratamentos foram iniciados 60 dias apds a ovariectomia (OVX) e tiveram
a duragao de 30 dias. Tal protocolo foi pré-estabelecido por nosso grupo de forma
que as fémeas OVX apresentassem alteragdes de reatividade vascular e regresséao
no peso do utero, sendo este um critério de inclusdo para os animais utilizados no
estudo.

O grupo OVX+E1 foi tratado por 30 dias com estrona (Sigma, St. Louis,USA)
dissolvida em 6leo de milho, em uma dose diaria de 825ug/kg de peso corporal por
via subcutanea (0,5 mL/Kg).

O grupo OVX+E2 foi tratado por 30 dias com 17B-estradiol (Sigma, St.
Louis,USA) dissolvido em 6leo de milho, numa dose diaria de 15ug/kg de peso
corporal por via parenteral direta (subcutanea), transfixando-se a massa muscular da
coxa traseira da rata, alternando as patas.

Os grupos Sham e OVX receberam por 30 dias os veiculos dos tratamentos
(6leo de milho), por via parenteral direta (subcutanea), transfixando-se a massa

muscular da coxa traseira da rata, alternando as patas.

4.8. Registro de Pressao Arterial

O registro de pressao arterial foi realizado por método indireto, através de
pletismografia de cauda ao final do tratamento dos animais. Sete dias antes do
primeiro registro arterial, iniciou-se uma ambientacdo em que os ratos foram
submetidos a uma adaptacado que envolvia o aquecimento dos animais em lampada
infravermelha por 10 minutos em temperatura aproximada de 40°C e posterior
contencdo em cilindro de acrilico com abertura para o focinho e cauda, por 15
minutos. Este procedimento foi realizado por mais duas vezes, sendo um a cada
dois dias.

Apos o procedimento de ambientagdo, foram determinados os niveis
pressoéricos dos animais. Neste procedimento, os animais foram aquecidos por 10
minutos a 40°C e colocados no cilindro de contengdo. Um oclusor e um sensor foram
ajustados a porgao proximal da cauda do rato, acoplados a um esfigmomanémetro
elétrico conectado a um sistema de transdugao (Plestismégrafo de cauda V2.11/
Software medidor de pressdo versado 2.1, Insight® Ribeirdo Preto, Brasil). Depois de
climatizados foram registrados a presséo arterial sistolica (PAS), presséo arterial

distdlica (PAD) e a pressao arterial média (PAM). A pressao arterial média foi obtida
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a partir do calculo: PAM = PAD + (A + 40%). O valor final da pressao arterial caudal

de cada animal representa a média aritmética de trés medidas sequenciais.

4.9. Reatividade Vascular

As ratas foram mortas por decapitagcdo, as aortas toracicas cuidadosamente
removidas e imersas imediatamente em solugdo nutriente Krebs-Henseleit
modificada a 4°C (pH 7,4; composi¢cdo em mM: NaCl — 130; NaHCO; — 14,9; KCI —
4,7, KH,PO4 — 1,18; MgSO4 7H,O - 1,17; CaCl, 2H,O- 1,6; glicose — 5,5), em
seguida foi removido todo tecido conectivo e foram seccionadas em anéis
transversais de 4 mm de comprimento. Os anéis vasculares foram suspensos por
um par de hastes de ago inoxidavel, em cubas de vidro (10 mL) contendo solugao
nutritiva de Krebs-Henseleit modificada sob temperatura constante de 37°C e aerada
com carbogénio (95% de O, e 5% de CO;). Uma das extremidades das hastes foi
conectada a um transdutor de forca que, acoplado a um sistema computadorizado,
permitiu o registro das tensdes (Transdutor de forca TIM-200, MOB OB,
Amplificador AECAD 04, AVS Projetos, Brasil).

As preparagcdes permaneceram sob tensdo de 1,5 g durante 60 minutos
(periodo para estabilizagdo), com trocas de solugao nutritiva e ajuste de tenséo a
cada 15 minutos. Apds estabilizacdo, foi adicionada fenilefrina (Phe - 1uM) para
verificagdo da resposta vascular ao estimulo contratil e, na sequéncia, acetilcolina
(ACh - 10uM) para a confirmag&o da presenga ou auséncia de endotélio funcional
nas preparagoes estudadas. Para execucao dos protocolos experimentais em aortas
desprovidas de endotélio vascular, a camada intima foi removida mecanicamente
por meio da friccdo de uma canula metalica coberta de algodao no lumen do vaso.
Foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo relaxamento
minimo produzido pela ACh correspondeu a 90% e, anéis sem endotélio, aqueles
cujo relaxamento maximo correspondeu a 10% [125].

ApOs a realizagao do teste da integridade do endotélio, as preparagdes foram
lavadas com solugcdo nutritiva de Krebs-Henseleit modificada e, posteriormente,
reestabilizadas por mais 30 minutos para que fossem iniciados os protocolos

experimentais.

4.10. Protocolos de Estudo da Reatividade Vascular
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Ap0s estabilizagdo do registro e obtengao do platé de contragéo, foi realizada
uma curva concentragdo resposta a Phe, um agonista vasoconstritor, em
concentragdes crescentes (0,1 nM a 30 uM) nas preparagdes de aorta toracica.
Estas curvas foram realizadas em preparagbes com endotélio (E+) e sem endotélio
vascular (E-). Foram ainda realizados curvas concentragdo resposta a ACh, um
agonista vasodilatador dependente do endotélio, em concentragdes crescentes (10
pM a 10 uM) nas preparagdes de aorta toracica. Essas curvas foram realizadas na
auséncia de inibidores farmacolégicos (curva controle) e, posteriormente, na
presenca destes, a aorta toracica foi incubada por um periodo de 30 minutos; em
seguida, foram repetidas concentragcdes crescentes de ACh para a realizagdo da
curva concentracao resposta.

Para avaliar a influéncia de EROs formados pela NADPH oxidase na resposta
vascular, concentracdes crescentes de ACh foram adicionadas na presenca de
apocinina (APO) (10 uM). Para verificar a influéncia da enzima superéxido dismutase
(SOD) (150 U/mL) ou catalase (CAT) (100 U/mL), foi realizada a incubagdo com
estas enzimas e em seguida repetida a curva de concentragao resposta para a ACh.

Em outra sequéncia de experimentos, foram realizados curvas concentracio
resposta ao NPS, um vasodilatador independente do endotélio, em concentragdes
crescentes (1 pM a 3 uM) nas preparagdes de aorta toracica, avaliando a integridade

do musculo liso destas preparacgoes frente ao tratamento realizado.

4.11. Massa do utero, coragao e gordura retroperitoneal
Para avaliagcdo da massa do utero, coragdo e gordura retroperitoneal, estes
foram removidos apds a morte dos animais e as massas foram tomadas para

comparagao da diferenga de massa entre os grupos.

4.12. Dosagem de colesterol e LDL

As dosagens de colesterol e LDL foram realizadas através de Kits Analisa
(Belo Horizonte, MG, Brasil), especificos para cada parametro bioquimico para
determinacgao quantitativa no soro.

O principio da dosagem de colesterol envolve a hidrolise dos ésteres de
colesterol pela colesterol esterase formando colesterol livre que, apos oxidagéo pela
colesterol oxidase, forma peroxido de hidrogénio. Este, reagindo com o fenol e 4-

aminoantipirina, através de copulagao oxidativa catalisada pela peroxidase, produz
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uma quinonimina de cor vermelha. A absorbancia do complexo formado é medida
em espectrofotdbmetro em 500 nm, sendo diretamente proporcional a concentragcéo
de colesterol da amostra.

Na dosagem de LDL, por agdo de um detergente especifico, as lipoproteinas
de alta densidade (HDL), as de muito baixa densidade (VLDL) e os quilomicrons
presentes na amostra analisada foram solubilizados. Os ésteres de colesterol foram
hidrolisados por agdo das enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase mediante
uma reagao nao formadora de cor. O segundo detergente, presente em um segundo
tampdo, solubiliza o colesterol das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) da
amostra que, em seguida, € determinado por espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 546nm.

4.13. Dosagem hormonal

A determinacdo quantitativa da concentracdo de estradiol foi mensurada a
partir do soro sanguineo das ratas, utilizando o kit Monobind Inc. (Lake Forest, CA
92630, USA) de acordo com as instrugbes do fabricante. O principio do teste
envolve reagentes essenciais necessarios para o imunoensaio enzimatico incluindo
anticorpos, enzima-antigeno conjugada e antigenos nativos. Apds a mistura dos
anticorpos biotinados com um soro contendo o antigeno, a reacgado resulta na
interacdo antigeno e anticorpo.

ApOs incubagéo, a enzima conjugada € adicionada e, a seguir, ocorre uma
competicdo entre a enzima conjugada e o antigeno da amostra. Simultaneamente, o
complexo é depositado nos pogos e imobilizado pela alta afinidade entre a
estreptavidina e o anticorpo biotinado. A atividade enzimatica na fragdo do anticorpo
ligado € inversamente proporcional a concentracdo do antigeno nativo. Com a
utilizacdo de diversos soros de referéncia de concentragdes conhecidas, uma curva
de resposta pode ser gerada onde a concentragdo de antigeno para um anticorpo

desconhecido pode ser verificada.

4.14. Quantificagao proteica por Western blotting na aorta
414.1. Extracao de proteinas

Segmentos de aorta toracica de ratas Wistar submetidos a tratamento crénico
foram isolados, congelados em nitrogénio liquido, pulverizados e homogeneizados

em tampéo de lise gelado acrescido de ortovanadato de sodio (10 mM), fluoreto de
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fenil metil sulfonila (10 mM) e coquetel inibidor de protease (fluoreto de
benzenosulfonil, pepstatina A, E-64, bestatina, leupeptina e aprotinina) (1%). Os
extratos teciduais foram centrifugados a 13000 rpm a 4 °C por 20 minutos para a
remogao do material insoluvel. Apds a centrifugacéo, foi quantificado o conteudo
proteico total pelo método de Bradford [126], de forma que em cada experimento foi
construida uma curva padrdo com solugdo de albumina nas concentragdes de
0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg/mL. Para tanto, a cada 300 uL do
reagente de Bradford, foram adicionados 10 uL de cada amostra ou ponto da curva.
Quando necessario, as amostras foram diluidas em 1:5 ou 1:10. O branco foi
determinado pela leitura de 10 pyL de agua diluido em 300 yL do reagente de
Bradford. A absorbancia foi lida a 596nm e para determinacgao proteica, subtraiu-se o
valor da absorbancia do branco de cada amostra e o resultado foi aplicado a
equacao da reta da curva padrdo. O resultado foi expresso em pg/mL de proteina.
As amostras foram tratadas com tamp&o de Laemmli contendo ditiotreitol (200 mM)
e, posteriormente, 60 ug de proteina total foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (do inglés sodium dodecyl sulfate-poliacrilamida gel electrophoresis -
SDS PAGE 10%) em aparelho para mini gel (BioRad, Hercules, USA). Em cada gel,

havia um marcador com peso molecular de valores estabelecidos.

4.14.2. Immunoblotting

A transferéncia das proteinas separadas no gel para a membrana de
nitrocelulose foi feita eletricamente por 2 horas a 100V. Ao tampao foi acrescido
SDS 0,1% para melhorar a eluicdo de proteinas. As membranas foram incubadas
com solugdo bloqueadora (albumina de soro bovino 5% - do inglés bovine serum
albumin - BSA) a temperatura ambiente por 1 hora, para reduzir a ligagao
inespecifica de proteinas na membrana. As membranas foram incubadas
individualmente com os anticorpos listados na tabela abaixo. As incubagbes foram
feitas com solugéo bloqueadora TBS 1%/BSA (do inglés Tris-Buffered Saline - TBS),
por 18 horas a 4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas com solugédo tampao
TBS-Tween por 30 minutos e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, por 1 hora, em temperatura ambiente e, logo apds, com a solugao para
detecgdo por quimioluminescéncia. A intensidade das bandas foi quantificada por
densitometria 6ptica com auxilio de programa de analise de intensidade de bandas
(Imaged, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland).



20

Anticorpo Primario MoFI,:cs:SIar Diluigao Fabricante
(kDa)

B-actina 42 1:10000 Cell Signaling

Catalase 64 1:1000 Cell Signaling
Cu/Zn-SOD 18 1:1000 Abcam
Mn-SOD 18 1:500 Millipore
NOX-1 65 1:500 Abcam
gp91phox 65 1:1000 Abcam
NOX-4 63 1:500 Abcam

4.15. Atividades enzimaticas
4.15.1. Atividade da CAT

Aortas toracicas de ratas Wistar submetidas ao tratamento, conforme protocolo
experimental, foram pulverizadas e em seguida homogeneizadas a 10% (p/v) em
tampao fosfato 50 mM, pH 7,4 e centrifugado a 1500 g (4000 rpm) por 15 minutos
(2°C). O sobrenadante foi utilizado no ensaio. A atividade da CAT foi determinada
seguindo metodologia adaptada de Chance et al. (1979) [127], o qual se baseia no
acompanhamento da decomposicao do H,0,, determinada
espectrofotometricamente a 240 nm durante 2 minutos. O meio de reagao foi
composto de 191uL de tampao fosfato 50 mM pH 7,4 e 2 pyL de amostra do
sobrenadante de aortas. A reacgéo foi iniciada com a adigéo de 7 uL de H,O, 0,3 M.

A concentragao de CAT foi expressa em pmoles / mg de proteina.

4.15.2. Atividade da SOD

Aortas toracicas de animais tratados foram pulverizadas e em seguida
homogeneizadas a 10% (100 mg/mL) em tamp&o fosfato 50 mM pH 7,4 e
centrifugadas a 1500g (4000 rpm) por 15 minutos (2°C). Apds o sobrenadante foi
recolhido para a dosagem enzimatica. A atividade da SOD foi determinada utilizando
metodologia adaptada de Mc Cord e Fridovich (1969) [128]. Esta técnica é baseada
na inibicdo da reacédo do radical superéxido com a adrenalina. A SOD presente na
amostra em estudo compete pelo radical superoxido com o sistema de deteccéao.
Dado que nao se pode determinar a concentragdo da enzima nem sua atividade em
termos de substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a quantificacdo em

unidades relativas. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima
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que inibe 50% a velocidade de oxidagdo do detector (adrenalina). A oxidagdo da
adrenalina leva a formagdo de um produto colorido, o adrenocromo, detectado
espectrofotometricamente. A atividade da SOD é determinada medindo a velocidade
de formacdo do adrenocromo, observada a 480 nm, em um meio de reacao
contendo glicina-NaOH (50 mM, pH 10) e adrenalina (1 mM). Os resultados foram

expressos em unidades de SOD por mg de proteina.

4.16. Estudo da geracao de EROs na aorta - Lucigenina

Aortas toracicas dos animais tratados foram lavadas e colhidas em tampéao de
lise [KH2PO4, 20 mM; EGTA, 1 mM; aprotinina, 1 ug / mL; leupeptina 1, ug / mL;
pepstatina, 1 ug / mL; e phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM]. Em seguida,
50 L da amostra foram adicionados a uma suspensao contendo 175 uL de tampao
de ensaio [KH,PO4, 50 mM; EGTA, 1 mM; e sacarose, 150 mM; (pH 7,4)] e
lucigenina (5 uM). NADPH (1 uM) foi adicionado a suspenséao (300 uL) contendo
lucigenina.

A luminescéncia foi medida a cada 18 segundos por 3 min por um luminémetro
(AutoLumat LB 953, Berthold), antes e depois da estimulagdo com NADPH. Um
valor de branco contendo apenas tampao foi subtraido de cada leitura. Os

resultados foram expressos em unidades relativas por miligrama de proteina.

4.17. Avaliacao histologica

Os testes morfo-histolégicos descritos abaixo foram realizados no
Laboratdrio de Histofisiologia do Departamento de Histologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Goias, coordenado pela Prof?. Dr?. Fernanda
Cristina Alcantara dos Santos.

4.17.1. Anadlise morfométrica

Segmentos de aorta toracica foram dissecados e imediatamente fixados em
metacarn (solucdo de metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%). Os
procedimentos seguintes envolveram desidratagdo com concentragbes crescentes
de etanol, clarificagdo em xilol e por ultimo a inclusdo em Paraplast (Histotec,
Merck). Posteriormente, fragmentos teciduais foram seccionados em
aproximadamente 5 um e corados pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE) para os

estudos morfoldgicos de espessura da parede do vaso e area do lumen [127].
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Morfometricamente, a analise da espessura da parede do vaso e area do
limen (um) foram realizadas em todos os grupos experimentais. Para esta analise
foram realizadas 40 medidas da espessura da parede e 30 medidas da area do
lumen para cada grupo experimental. A analise morfométrica foi analisada utilizando
o programa Image Pro-Plus verséo 6.1 para Windows (Media Cybernetics Inc., Silver
Spring, MD, USA). Os valores obtidos foram expressos como média £ erro padrao

da média.

4.17.2. Colageno

Segmentos de aorta toracica foram dissecados e imediatamente fixados em
metacarn (solugdo de metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%). Os
procedimentos seguintes envolveram desidratagdo com concentragbes crescentes
de etanol, clarificacdo em xilol e por ultimo inclusdo em Paraplast (Histotec, Merck).
Posteriormente, fragmentos teciduais foram seccionados em aproximadamente 5 ym
e corados pela técnica picrossirius-hematoxilina. As secg¢bes histologicas foram
analisadas e digitalizadas em fotomicroscépio Zeiss Axioscope, em seguida, foram

realizados estudos estereoldgicos quantificando a porcentagem de colageno.

4.17.3. Elastina

Segmentos de aorta toracica foram dissecados e imediatamente fixados em
metacarn (solucdo de metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%). Os
procedimentos seguintes envolveram desidratagdo com concentragbes crescentes
de etanol, clarificagdo em xilol e por ultimo a inclusdo em Paraplast (Histotec,
Merck). Posteriormente, fragmentos teciduais foram seccionados em
aproximadamente 5 ym e corados pela técnica resorcina-fucsina. As seccdes
histolégicas foram analisadas e digitalizadas em fotomicroscopio Zeiss Axioscope,
em seguida, foram realizados estudos estereoldgicos quantificando a porcentagem
de elastina.

As analises estereoldgicas foram realizadas no sistema de teste multipontos
com 130 pontos, agrupados em 10 linhas e 13 colunas, para comparar a frequéncia
relativa de cada constituinte celular. Para isso, foram capturados 30 campos
aleatorios de cada grupo experimental (6 campos por animal; n=5). Os valores
relativos foram determinados pela contagem dos pontos coincidentes sobre cada

compartimento em estudo, seguido da divisdo destes pelo numero total de pontos do
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sistema teste. Esta analise foi realizada utilizando o programa Image Pro-Plus
verséo 6.1 para Windows (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA).

4.18. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como media * erro padrdo da média (epm) de 5-6
animais por grupo. Para comparagdo entre dois grupos, os resultados foram
submetidos ao teste “t” de Student (bicaudal ndo pareado). Quando comparados
mais de dois grupos, os resultados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey (grupos com apenas uma
variavel) ou ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni (quando
necessario avaliar duas variaveis dentro de um mesmo grupo).

As diferengas entre os dados foram consideradas significativas quando
P<0,05 e todos os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad
Prism® versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

As respostas de relaxamento evocadas pela ACh foram expressas como
porcentagem de relaxamento a pré-contragdo obtida pela Phe. As curvas
concentragao-resposta tiveram calculados e expressos valores de resposta maxima
(Rmax) e de pECsp (-Log EC50), que representa o valor da concentragao que produz
50% do Emax. Para tal, foram usadas analises de regress&o nao linear obtidas a
partir das curvas dose-resposta utilizando o programa GraphPad Prism Software
(San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1.Influéncia do tratamento hormonal sobre a massa dos animais

A massa corpérea das ratas foi avaliada inicialmente na 12? semana de
idade, sendo que nessa semana 0s animais apresentaram similaridade nos valores
de peso (Tabela 1), mostrando que o peso dos animais antes da ovariectomia (OVX)
era homogéneo. Semanalmente foi observado aumento de massa em todos os
grupos experimentais, no entanto, nos grupos de ratas OVX, este aumento foi
significativamente maior quando comparados com o grupo Sham apos a 22 semana
de recuperacéao (Figura 2). Apos o inicio do tratamento (8% semana ap0s a cirurgia),
observou-se que os grupos tratados com estrona (E1) ou 17B-estradiol (E2)
apresentaram decréscimo no ganho de massa, apresentando valores semelhantes
ao grupo Sham a partir da 92 semana e mantendo-se até o final do tratamento
(Tabela 1).
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Figura 2 - Alteragbes na massa corporea de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX
tratadas com E1 e OVX tratadas com E2 durante o periodo experimental. Os valores
foram expressos como meédia + erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo.
Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Bonferroni. P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas
OVX. Sham, ratas falso-operadas tratadas com veiculo. OVX, ratas OVX tratadas
com veiculo. E1, ratas OVX tratadas com E1 na dose de 825ug/Kg. E2, ratas OVX
tratadas com E2 na dose de 15ug/Kag.



Tabela 1. Valores em gramas da massa inicial e final de
OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2
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ratas dos grupos Sham,

Massa Inicial Massa Final
Sham 209,2 + 4,18 247,2 + 4,60
OVX 223,3+ 9,02 301,8 £ 13,35
E1 208,6 + 6,61 260,6 + 8,84"
E2 207,3 + 7,88 266,0 + 8,07"

Os valores foram expressos como media + erro padrédo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.2.Pressao arterial sistolica

No registro de pressédo arterial sistolica (PAS), foi evidenciado que os
tratamentos com E1 (124,5 £ 1,01 mmHg) ou E2 (134,9 + 4,08 mmHg) reverteram o
aumento na PAS do grupo de ratas OVX (145,3 £ 0,55 mmHg), retomando valores

proximos aqueles apresentados pelo grupo Sham (130,9 + 0,76 mmHg) (Figura 4).
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Figura 3 - PAS de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média * erro padrdo da média
de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P
< 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P
< 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas
OVX.
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Tabela 2. Valores de PAS em mmHg de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas
com E1 e OVX tratadas com E2

Pressao arterial N
sistolica (mmHg)

Sham 130,9 + 0,76 6
OVX 145,3+ 0,55 5
E1 124,5 +1,01% 6
E2 134,9 + 4,08" 6

Os valores foram expressos como media * erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.3.Pressao arterial diastoélica

No registro de pressao arterial diastolica (PAD) foi evidenciado que os grupos
de animais tratados com E1 (90,1 £ 1,00 mmHg) ou E2 (95,42 £ 0,72 mmHQ)
reverteram o aumento na PAD apresentado no grupo de ratas OVX (99,75 + 1,00
mmHg), retomando valores préximos aos apresentados pelo grupo Sham (93,7 +
1,67 mmHg) (Figura 5).
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Figura 4 - PAD de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média
de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P
< 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. “p
< 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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Tabela 3. Valores de PAD em mmHg de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas
com E1 e OVX tratadas com E2

Pressao arterial n
diastolica (mmHg)

Sham 93,7 £ 1,67 6
OVX 99,7 + 1,00 5
E1 90,1 £ 2,31* 6
E2 95,42 + 0,72* 6

Os valores foram expressos como média £ erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.4.Pressao arterial média

A pressao arterial média (PAM) foi menor mediante tratamento com E1 (101,1
+ 2,12 mmHg) ou E2 (E2: 107,2 + 1,61 mmHg) quando comparados ao grupo de
ratas OVX (115,7 £ 1,70 mmHg), retomando valores préximos ao grupo Sham (104,1
+ 2,07 mmHg) (Figura 5).
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Figura 5 - PAM de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média + erro padrdao da média
de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P
< 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *p
< 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas
OVX.
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Tabela 4. Valores de PAM em mmHg de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas
com E1 e OVX tratadas com E2

PAM (mmHg) N
Sham 104,1 + 2,07 6
ovX 115,7 +1,70° 5
E1 101,1 + 2,12* 6
E2 107,2 + 1,61" 6

Os valores foram expressos como media * erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.5.Frequéncia Cardiaca

Na mensuracdo da frequéncia cardiaca (FC) (bpm), ndo foi evidenciada
diferenga entre os grupos Sham (290,6 + 16,04), OVX (313,5 £ 10,51), E1 (311,9
8,15) e E2 (335,5 * 8,50) (Figura 6).
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Figura 6 — FC (bpm) de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média + erro padrdao da média
de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise.
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Tabela 5. FC (bpm) de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2

BPM n
Sham 290,6 + 16,04 6
ovX 313,56+ 10,51 5
E1 311,9+ 8,15 6
E2 335,5 + 8,50 6

Os valores foram expressos como média £ erro padrédo da média de 5 a 6 animais
por grupo.
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5.6.Massa uterina

A remocgéo dos ovarios promoveu redugao significativa da massa relativa do
utero das ratas OVX (0,17 £ 0,01 g) quando comparado com as ratas que nao
tiveram os ovarios removidos (0,57 + 0,05 g). Nos grupos tratados observou-se
aumento na massa uterina, sendo estes valores significativos tanto para o grupo
tratado com E1 (0,62 + 0,06 g) quanto com E2 (0,58 £ 0,06 g) (Figura 7).
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Figura 7 - Massa uterina de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e
OVX tratadas com E2. Os valores foram expressos como média £ erro padréo da
média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para
analise. P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo
Sham. #P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo
de ratas OVX.
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Tabela 6. Massa uterina de ratas em gramas (g) dos grupos Sham, OVX, OVX
tratadas com E1 e OVX tratadas com E2

Utero (g) n
Sham 0,57 + 0,05 6
OVX 0,17 £ 0,01 5
E1 0,62 + 0,06" 6
E2 0,58 + 0,06" 6

Os valores foram expressos como media * erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.7.Massa do coracao
Ao final do tratamento, analisando a massa do coragado, nao foi evidenciada

diferenca em seus valores entre os grupos de ratas Sham (0,95 + 0,01 g), OVX (0,99
+ 0,04 g), E1 (0,86 £ 0,04 g) e E2 (0,93 + 0,04 g) (Figura 8).
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Figura 8 — Massa do coragdo de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com
E1 e OVX tratadas com E2. Os valores foram expressos como média * erro padrao
da média de 5 a 6 animais por grupo.
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Tabela 7. Massa do coragdo em gramas (g) de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX
tratadas com E1 e OVX tratadas com E2

Coracao (g) n
Sham 0,95 + 0,01 6
ovX 0,99 £ 0,04 5
E1 0,86 + 0,04 6
E2 0,93 £+ 0,04 6

Os valores foram expressos como média £ erro padrédo da média de 5 a 6 animais
por grupo.
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5.8.Gordura retroperitoneal

O tratamento com E1 (3,09 + 0,35 g) reduziu a massa da gordura
retroperitoneal de modo semelhante ao tratamento com E2 (3,76 = 0,39 g), quando
comparado ao grupo de ratas OVX, onde a auséncia de tratamento fez com que

houvesse aumento significativo na massa da gordura retroperitoneal (8,54 + 0,48 g)

(Figura 9).
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Figura 9 — Massa da gordura retroperitoneal de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX
tratadas com estrona (E1) e OVX tratadas com 17B-estradiol (E2). Os valores foram
expressos como média = erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi
utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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Tabela 8. Massa da gordura retroperitoneal em gramas (g) de ratas dos grupos
Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2

Gordura retroperitoneal (g) n
Sham 4,39 + 0,44 6
OVX 8,54 + 0,48 5
E1 3,09 + 0,35 6
E2 3,76 + 0,39" 6

Os valores foram expressos como media * erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.9.Niveis séricos de colesterol total e LDL

Nos grupos tratados, observou-se redugdo nos niveis séricos de colesterol
total e LDL, sendo estes valores significativamente diferentes tanto do grupo tratado
com E1 (46,58 + 4,90; 26,35 £+ 2,81 mg/dL) quanto com E2 (69,41 £ 5,08; 34,88 +
2,98 mg/dL), quando comparados ao grupo OVX em que a ovariectomia promoveu
aumento significativo nos niveis séricos destes parametros bioquimicos nas ratas
OVX (77,40 £ 7,86; 38,69 £ 3,51 mg/dL, respectivamente). Os valores apresentados
com o tratamento sdo semelhantes ao grupo Sham (47,67 + 3,75; 21,77 + 243
mg/dL) (Figura 10).
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Figura 10 - Colesterol total e LDL de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX tratadas
com E1 e OVX tratadas com E2. Os valores foram expressos como média * erro
padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma
via para analise. P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados
ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados
ao grupo de ratas OVX.
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Tabela 9. Niveis séricos de colesterol total e LDL (mg/dL) de ratas dos grupos Sham,
OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2

Colesterol total LDL (mg/dL) n

(mg/dL)
Sham 47,67 + 3,75 21,77 £ 2,43 6
OVX 77,40 +7,86 38,69 + 3,51 5
E1 46,58 + 4,90 26,35 + 2,81" 6
E2 69,41 + 5,08" 34,88 + 2,98" 6

Os valores foram expressos como media + erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.10. Niveis séricos de 17B-estradiol

Nos grupos tratados observou-se aumento nos niveis de 17f3-estradiol, sendo
estes valores significativamente diferentes tanto no grupo tratado com E1 (26,43 +
3,52 pg/mL) quanto E2 (23,73 £ 3,69 pg/mL), valores aumentados tanto pela
comparagao com o grupo Sham em estro fisiolégico (5,71 + 0,63 pg/mL) e ao grupo
OVX em que a ovariectomia reduziu os niveis séricos de 17B-estradiol das ratas
OVX (14,55 £ 0,59 pg/mL) (Figura 11).
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Figura 11 - Niveis séricos de 17B-estradiol de ratas dos grupos Sham, OVX, OVX
tratadas com E1 e OVX tratadas com E2. Os valores foram expressos como média +
erro padrdo da meédia de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de
uma via para andlise. P < 0.05 valores significativamente diferentes quando
comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente diferentes quando
comparados ao grupo de ratas OVX.
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Tabela 10. Niveis séricos de 17B-estradiol (pg/mL) de ratas dos grupos Sham, OVX,
OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2

17B-estradiol (pg/mL) n
Sham 14,55 + 0,59 6
OVX 5,71 £ 0,63 5
E1 26,43 + 3,52*% 6
E2 23,73 £ 3,69** 6

Os valores foram expressos como média £ erro padrédo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.11. Reatividade a fenilefrina em preparagoes de aorta toracica com endotélio
vascular

A resposta maxima (Rmax) vasoconstritora a fenilefrina, agonista a1
adrenérgico, foi aumentada nos segmentos arteriais do grupo de ratas OVX (2,27 +
0,10 g) quando comparada ao grupo Sham (1,45 £ 0,16 g). Os tratamentos com E1
(1,76 £ 0,09 g) ou E2 (1,54 + 0,09 g) foram capazes de normalizar essa alteracéo.
Avaliando a sensibilidade (pEC50), nao foi apresentado diferenga entre os grupos
Sham (6,74 £ 0,21) e OVX (6,38 = 0,12). Entretanto, os grupos tratados com E1
(7,21 £ 0,10) e E2 (7,04 + 0,10) apresentaram valores menores quando comparados
ao grupo OVX (Tabela 11).
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Figura 12 - Curvas concentragéo resposta para fenilefrina em aorta toracica de ratas
Wistar com endotélio nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas
com E2. Os valores foram expressos como media * erro padrao da média de 5 a 6
animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para andlise. ‘P < 0.05
valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P <0.05
valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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Tabela 11. Valores de Rmax das curvas concentracao efeito para fenilefrina em
aorta toracica nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com
E2

Rmax (g)
Sham (n=6) 1,45+ 0,16
OVX (n=5) 2,27 +0,10°
E1 (n=6) 1,76 + 0,09*
E2 (n=6) 1,54 + 0,09"

Os valores foram expressos como media * erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.12. Reatividade a fenilefrina em preparagoes de aorta toracica sem endotélio
vascular

A resposta a fenilefrina em preparagdes desprovidas de endotélio nao
apresentou diferenga entre os grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2 (Figura 10), bem como na sensibilidade entre os grupos (Tabela
12).
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Figura 13 - Curvas concentragao resposta para fenilefrina em aorta toracica de ratas
Wistar sem endotélio nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas
com E2. Os valores foram expressos como média * erro padrao da média de 5 a 6
animais por grupo.
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Tabela 12. Valores de Rmax das curvas concentracao efeito para fenilefrina em
aorta toracica sem endotélio nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2

Rmax (g)
Sham (n=6) 3,80+0,16
OVX (n=5) 3,42 0,36
E1 (n=6) 3,59 +0,32
E2 (n=6) 3,563+0,13

Os valores foram expressos como média £ erro padrédo da média de 5 a 6 animais
por grupo.
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5.13. Relaxamento induzido por nitroprussiato de sédio (NPS)
O relaxamento independente do endotélio foi avaliado por meio da curva
concentragdo resposta para o NPS. Todos os grupos estudados apresentaram

semelhante efeito maximo na curva de NPS (Figura 18), e semelhante pECs

(Tabela 17).
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Figura 14 - Curvas concentragao resposta para NPS para avaliagdo do relaxamento
dependente do endotélio em aorta toracica de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX,
OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2. Os valores foram expressos como
meédia + erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo.
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Tabela 13. Valores de Rmax e pECso das curvas concentracao efeito para NPS em
aorta toracica nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com
E2

Rmax (%)
Sham (n=6) 98,51 £ 0,97
OVX (n=5) 100,00 £ 0,01
E1 (n=6) 99,95 + 0,05
E2 (n=6) 99,66 + 0,34

Os valores foram expressos como média £ erro padrédo da média de 5 a 6 animais
por grupo.
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5.14. Relaxamento induzido por acetilcolina em preparagoes de aorta toracica
com endotélio vascular

O relaxamento mediado pelo endotélio foi avaliado por meio da curva
concentracao resposta para ACh, apresentando melhora no relaxamento mediante o
tratamento com E1 (96,24 + 3,22 %) ou E2 (97,21 £ 1,29 %), diferente do grupo OVX
em que a Rmax foi diminuida (62,10 £ 7,53 %) quando comparado ao grupo Sham

6011, () abela }
(98,85 + 1,15 %) (Tabela 13)
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Figura 15 - Curvas concentragao resposta para ACh para avaliagao do relaxamento
dependente do endotélio em aorta toracica de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX,
OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2. Os valores foram expressos como
meédia + erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste
ANOVA de uma via para andlise. P < 0.05 valores significativamente diferentes
quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente diferentes
quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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Tabela 14. Valores de Rmax e pECsy das curvas concentracdo efeito a ACh em
aorta toracica nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com

E2
Rmax (%) PECs

Sham (n=6) 98,85 + 1,15 7,35+ 0,07

OVX (n=5) 62,10 + 7,53 7,63 + 0,08

E1 (n=6) 96,24 + 3,22" 6,77 + 0,07

E2 (n=6) 97,21 + 1,29* 7,12 £ 0,07

Os valores foram expressos como media * erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo OVX.
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5.15. Avaliagao da resposta vasodilatadora a ACh na presenga da enzima
catalase (CAT)

A enzima CAT nao exerceu efeito na curva de concentragédo-resposta e na
Rmax da ACh nos anéis de aorta com endotélio dos grupos grupo Sham (96,21 *
1,56 %), E1 (99,13 £ 0,87 %) ou E2 (98,41 + 0,92 %) quando comparado ao efeito
promovido pela ACh na auséncia de CAT (98,85 + 1,15; 96,24 £ 3,22; 97,21 £ 1,29
%, respectivamente). Ja no grupo OVX, a incubagcdo aguda com CAT aumentou a
Rmax induzida pela ACh (99,07 £+ 0,64 %) quando comparado ao efeito promovido
pela ACh na auséncia da enzima (62,10 £ 7,52 %) (Figura 15).
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Figura 16 - Curvas concentragao resposta para ACh para avaliagdo do relaxamento
dependente do endotélio em aorta toracica de ratas Wistar na auséncia ou
incubados agudamente com CAT nos grupos Sham (A), OVX (B), OVX tratadas com
E1 (C) e OVX tratadas E2 (D). Os valores foram expressos como média £ erro
padrao da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste “t” de student para
analise. P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao
grupo de ratas OVX sem inibidor.
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Tabela 15. Valores de Rmax das curvas concentracdo efeito a ACh em aorta
toracica nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2, na
auséncia ou presenca de CAT

Rmax Rmax
sem CAT (%) com CAT (%)
Sham (n=6) 98,85 + 1,15 96,21 + 1,56
OVX (n=5) 62,10 + 7,53 99,07 + 0,648
E1 (n=6) 96,24 + 3,22" 99,13 + 0,87
E2 (n=6) 97,21 + 1,29* 98,41 + 0,92

Os valores foram expressos como média £ erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via ou “t” de student para
comparagdo entre o efeito sem e com CAT. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo OVX. $p < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo OVX sem catalase.
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5.16. Avaliagcao da resposta vasodilatadora a ACh na presenga da enzima
superoéxido dismutase (SOD)

A enzima SOD nao exerceu efeito na curva concentragao-resposta e na Rmax
a ACh nos anéis de aorta com endotélio dos grupos grupo Sham (93,83 £ 1,78 %),
E1 (97,86 £ 0,99 %) ou E2 (96,14 + 1,91 %) quando comparado ao efeito promovido
pela ACh na auséncia de SOD (98,85 + 1,15; 96,24 + 3,22; 97,21 + 1,29 %,
respectivamente). Ja no grupo OVX a incubagdo aguda com SOD aumentou a Rmax
induzida pela ACh (96,14 + 1,90 %) quando comparado ao efeito promovido pela
ACh na auséncia da enzima (62,10 + 7,52 %) (Figura 16) (Tabela 15).
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Figura 17 - Curvas concentragao resposta para ACh para avaliagdo do relaxamento
dependente do endotélio em aorta toracica de ratas Wistar na auséncia ou
incubados agudamente com SOD nos grupos Sham (A), OVX (B), OVX tratadas com
E1 (C) e OVX tratadas com E2 (D). Os valores foram expressos como média + erro
padrao da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste “t” de student para
analise. P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao
grupo de ratas OVX sem inibidor.
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Tabela 16. Valores de Rmax das curvas concentracdo efeito a ACh em aorta
toracica nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2, na
auséncia ou presenga de SOD

Rmax Rmax
sem SOD (%) com SOD (%)
Sham (n=6) 98,85 + 1,15 93,83 + 1,78
OVX (n=5) 62,10 + 7,53 96,14 + 1,908
E1 (n=6) 96,24 + 3,227 97,86 + 0,99
E2 (n=6) 97,21 + 1,29% 96,14 + 1,91

Os valores foram expressos como média £ erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via ou “t” de student para
comparagdo entre o efeito sem e com SOD. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo OVX. $p < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo OVX sem SOD.
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5.17. Avaliagao da resposta vasodilatadora a ACh na presenc¢a do inibidor da
NADPH oxidase

O inibidor da NADPH oxidase, apocinina, ndo exerceu efeito na curva
concentracido-resposta e na Rmax a ACh nos anéis de aorta com endotélio dos
grupos grupo Sham (99,19 = 0,59 %), E1 (96,34 + 2,35 %) ou E2 (98,97 + 1,03 %)
quando comparado ao efeito promovido pela ACh na auséncia de apocinina (98,85 +
1,15; 96,24 + 3,22; 97,21 + 1,29 %, respectivamente). Ja no grupo OVX a incubacéo
aguda com apocinina aumentou a Rmax da resposta vasodilatadora induzida pela
ACh (99,60 + 0,24 %) quando comparado ao efeito promovido pela ACh na auséncia
deste inibidor (62,10 £ 7,52 %) (Figura 16) (Tabela 16).
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Figura 18 - Curvas concentragao resposta para ACh para avaliagao do relaxamento
dependente do endotélio em aorta toracica de ratas Wistar na auséncia ou
incubados agudamente com o inibidor da NADPH oxidase, apocinina (APO), nos
grupos Sham (A), OVX (B), OVX tratadas com E1 (C) e OVX tratadas com E2 (D).
Os valores foram expressos como média + erro padrao da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste “t” de student para analise. *P < 0.05 valores
significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX sem
inibidor.
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Tabela 17. Valores de Rmax das curvas concentracdo efeito a ACh em aorta
toracica nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com E2, na
auséncia ou presenga de apocinina

Rmax Rmax
sem apocinina (%) com apocinina (%)
Sham (n=6) 98,85+ 1,15 99,19 £ 0,59
OVX (n=5) 62,10 + 7,53 99,60 + 0,248
E1 (n=6) 96,24 + 3,22" 96,34 + 2,35
E2 (n=6) 97,21 + 1,29* 98,97 + 1,03

Os valores foram expressos como média £ erro padrdo da média de 5 a 6 animais
por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via ou “t” de student para
comparagao entre o efeito sem e com apocinina. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo OVX. $p < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo OVX sem apocinina.
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5.18. Analise da expressao proteica da enzima CAT

O tratamento com E1 atenuou e com E2 restabeleceu o aumento da
expressdo proteica de CAT em comparagdo as aortas das ratas OVX que
apresentaram expressao da enzima antioxidante CAT comparada com as ratas do

grupo Sham (Figura 19).
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Figura 19 - Expresséo da proteina CAT pela técnica de western blotting em aorta
toracica com endotélio, de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com
E1 e OVX tratadas com E2. Painel superior: imagens representativas do
immunobloting para CAT (64 kDa) e B-actina (42 kDa). Os valores foram expressos
como media £ erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste
ANOVA de uma via para andlise. P < 0.05 valores significativamente diferentes
quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente diferentes
quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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5.19. Analise da expressao proteica das enzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD

As aortas das ratas OVX dos diferentes grupos experimentais estudados
apresentaram expressdo das enzimas antioxidantes Cu/Zn- e Mn-SOD. O
tratamento com E1 ou E2 restabeleceu a expressao proteica de Cu/Zn-SOD em
comparagao ao grupo OVX, onde a expressao da enzima Cu/Zn-SOD foi aumentada
em comparagdo ao grupo Sham (Figura 20A). A expressdo de Mn-SOD néo

apresentou diferencga entre os grupos experimentais (Figura 20B).
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Figura 20 - Expressédo das proteinas Cu/Zn e Mn-SOD pela técnica de western
blotting em aorta toracica com endotélio, de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX,
OVX tratadas com E1 e OVX tratadas com EZ2. Painel superior: imagens
representativas do immunobloting para Cu/Zn-SOD (18 kDa) (A), Mn-SOD (18 kDa)
(B) e B-actina (42 kDa). Os valores foram expressos como média + erro padrao da
média de 5 a 6 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para
analise. P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo
Sham. #*P < 0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo

de ratas OVX.



60

5.20. Analise da expressao proteica da enzima NOX-1
As aortas das ratas OVX dos diferentes grupos experimentais estudados
apresentaram expressao da enzima NOX-1 (Figura 21), no entanto nenhuma

diferencga foi verificada entre os grupos experimentais estudados.
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Figura 21 - Expressao da proteina NOX-1 pela técnica de western blotting em aorta
toracica com endotélio, de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com
E1 e OVX tratadas com E2. Painel superior: imagens representativas do
immunobloting para NOX2 (65 kDa) e B-actina (42 kDa). Os valores foram expressos
como média + erro padrao da meédia de 5 a 6 animais por grupo.
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5.21. Analise da expressao proteica da enzima gp91phox (NOX-2)
As aortas das ratas OVX dos diferentes grupos experimentais estudados
apresentaram expressdo da enzima gp91phox (Figura 22), no entanto nenhuma

diferencga foi verificada entre os grupos experimentais estudados.
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Figura 22 - Expressdo da proteina gp91phox pela técnica de western blotting em
aorta toracica com endotélio, de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas
com E1 e OVX tratadas com E2. Painel superior: imagens representativas do
immunobloting para gp91phox (65 kDa) e B-actina (42 kDa). Os valores foram
expressos como média * erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo.
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5.22. Analise da expressao proteica da enzima NOX-4

As aortas das ratas OVX dos diferentes grupos experimentais estudados
apresentaram expressao da enzima NOX-4. O tratamento com E1, bem como com
E2, reduziram a expressao proteica da NOX4 em comparagdo com o grupo OVX em
que a expressao da NOX-4 foi aumentada, valores diferentes do grupo Sham (Figura
23).
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Figura 23 - Expressao da proteina NOX-4 pela técnica de western blotting em aorta
toracica com endotélio, de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com
E1 e OVX tratadas com E2. Painel superior: imagens representativas do
immunobloting para NOX-4 (63 kDa) e [B-actina (42 kDa). Os valores foram
expressos como média = erro padrdo da média de 5 a 6 animais por grupo. Foi
utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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5.23. Atividade da CAT
A atividade da enzima CAT foi restabelecida com o tratamento com E1 nas

doses de 15, 150 e 825 ug/kg, demonstrando um efeito dependente de dose. O
controle E2 na dose de 15 ug/kg restabeleceu a atividade da CAT, efeito semelhante
ao observado com a menor dose de E1. Os valores apresentados pelo grupo Sham

foram semelhantes ao grupo E1 na dose de 825 ug/kg (Figura 24).
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Figura 24 — Atividade da enzima CAT em aorta toracica de ratas Wistar nos grupos
Sham, OVX, OVX tratadas com E1 15 ug/kg, OVX tratadas com E1 150 pg/kg, OVX
tratadas com E1 825 pg/kg e OVX tratadas com E2 15 pg/kg. Os valores foram
expressos como meédia + erro padrdao da média de 5 animais por grupo. Foi utilizado
o teste ANOVA de uma via para andlise. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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5.24. Atividade da SOD

A atividade da enzima SOD em preparagdes de aorta toracica dos grupos
experimentais estudados foi restabelecida com o tratamento com E1, nas doses de
15, 150 e 825 ug/kg apresentaram reducgao na atividade desta enzima, do mesmo
modo que o controle E2 na dose de 15 ug/kg, quando comparado ao grupo OVX em
que sua atividade encontra-se aumentada. Os valores apresentados pelo grupo

Sham foram semelhantes ao grupo E1 na dose de 825 ug/kg (Figura 25).
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Figura 25 — Atividade da enzima SOD em aorta toracica de ratas Wistar nos grupos
Sham, OVX, OVX tratadas com E1 15ug/kg, OVX tratadas com E1 150 ug/kg, OVX
tratadas com E1 825 pg/kg e OVX tratadas com E2 15 pg/kg. Os valores foram
expressos como meédia + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. Foi utilizado
o teste ANOVA de uma via para analise. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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5.25. Estudo da geragcao de EROs na aorta - Lucigenina
A geracdo aumentada de EROs na aorta toracica de ratas tratadas com E1 foi
revertida quando comparado ao grupo OVX, apresentado parametros semelhante ao

grupo Sham e animais tratados com E2 (Figura 26).
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Figura 26 — Estudo da geragdo de EROs aorta toracica de ratas Wistar nos grupos
Sham, OVX, OVX tratadas com E1 15 ug/kg, OVX tratadas com E1 150 pg/kg, OVX
tratadas com E1 825 pg/kg e OVX tratadas com E2 15 pg/kg. Os valores foram
expressos como meédia * erro padrdo da média de 5 animais por grupo. Foi utilizado
o teste ANOVA de uma via para andlise. P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P < 0.05 valores significativamente
diferentes quando comparados ao grupo de ratas OVX.
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5.26. Analise morfométrica
A morfometria demonstrou que o tratamento com E1 reverteu a espessura da
parede (Figura 25A) e area do lumen (Figura 25B) em comparagao ao grupo OVX,

medidas semelhantes ao grupo Sham e efeito equivalente ao E2.
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Figura 27 — Representacao grafica da espessura (A) e area do lumen (B) (uM) de
aorta toracica de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média + erro padrao da média
de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para andlise. P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. *P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas
OVX.
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5.27. Colageno

A anadlise estereologica para quantificacdo do colageno demonstrou que o
tratamento com E1 reverteu o aumento deste constituinte celular quando comparado
ao grupo OVX, de semelhante modo ao que é visto em ratas em estro fisiolégico. O

tratamento com E2 demonstrou semelhante efeito, revertendo o aumento de

colageno.
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Figura 28 — Representacéo grafica da frequéncia relativa (%) do colageno em aorta
toracica de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média * erro padrdo da média
de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. *P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. #P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas
OVX.
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5.28. Elastina

A quantificagdo de elastina mediante analise estereoldgica demonstrou que o
tratamento com E1 reverteu a diminuicdo deste constituinte celular frente ao
procedimento de OVX, de semelhante modo ao que é visto em ratas em estro
fisiologico. O tratamento com E2 demonstrou semelhante efeito, retomando niveis
semelhantes aos fisioldgicos.
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Figura 29 — Representacao grafica da frequéncia relativa (%) de elastina em aorta
toracica de ratas Wistar nos grupos Sham, OVX, OVX tratadas com E1 e OVX
tratadas com E2. Os valores foram expressos como média * erro padrdo da média
de 5 animais por grupo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via para analise. *P <
0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo Sham. #P <

0.05 valores significativamente diferentes quando comparados ao grupo de ratas
OVX.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi demonstrado o efeito do tratamento crénico com
estrona (E1) em modelo experimental de menopausa, a ovariectomia (OVX),
condigdo experimental que promove aumento da pressédo arterial (PA), e,
adicionalmente disfungdo endotelial em ratas Wistar. Foi observado que nestas
condicdes experimentais o tratamento com E1 promoveu reducao da PA através da
melhora na fungdo endotelial, sendo seu efeito comparavel ao do tratamento com
17B-estradiol (E2), demonstrando que os efeitos vasculoprotetores promovidos por
este horménio contribuem para a reversdo das alteragdes vasculares endotélio-
dependentes. Além disso, no tratamento com E1 ou E2 foi verificada diminuigdo na
expressdo das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e NADPH
oxidase (NOX-4), associado com a diminui¢do nas atividades enzimaticas de SOD e
CAT e com a menor geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs), efeitos que
também foram observados com o horménio utilizado como padrao neste estudo, o
E2.

Essas informag¢des contribuem para elucidagdo dos efeitos vasculares
promovidos pela E1 durante a reposicdo hormonal, complementando o estudo prévio
realizado pelo grupo em que se demonstrou 0 mecanismo de agao vasorrelaxante
da E1 [120]. A avaliacdo funcional com a investigacdo do efeito crénico da E1
permitiu a melhor elucidagao dos efeitos gendmicos e nao-gendmicos da EA1,
corroborando para consolidar os poucos estudos até agora realizados para avaliar
as acoOes vasculares da E1 [120, 129-133]. Este estudo constitui, pela primeira vez,
a caracterizagao do efeito cronico da E1 e, por isso, apresenta relevancia por
contribuir na melhor compreensao do efeito de medicamentos utilizados na terapia
de reposi¢cao hormonal (TRH), como o Premarin® - um dos medicamentos mais
prescritos para o tratamento e prevencao dos sintomas advindos com a menopausa,
e em que a E1 é o seu componente majoritario (~48% de sua composicéo) [114,
115, 134, 135].

Em relagao ao sistema cardiovascular, mulheres pds-menopausa apresentam
diminuicdo abrupta dos niveis plasmaticos de estrogénios, sendo esta, uma das
causas da alta prevaléncia de hipertensdo arterial [107]. Reproduzindo
experimentalmente condigdes miméticas que pudessem se assemelhar a cessagao

da atividade ovariana e alteracdes fisioldgicas advindas nesta condigao, foi utilizada
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estratégia de remocgéo cirurgica dos ovarios [136-138]. Neste sentido, ratas Wistar
submetidas a OVX apresentaram alteragbes caracteristicas e comprovado déficit
nos niveis séricos de estrogénios com regressao do peso uterino, aumento do peso
corpéreo e gordura retroperitoneal e consequente alteragao no perfil lipidico.

Os resultados obtidos associam-se com beneficios que a TRH com E1 pode
promover. A eficacia refletiu-se justamente no reestabelecimento das alteragdes
provenientes pela queda nos niveis hormonais [139-142], com isso os efeitos
observados com E1 na reversdo do peso uterino, diminuicdo do peso corporeo,
gordura retroperitoneal e perfil lipidico semelhante ao grupo Sham (estro fisiologico),
validam a efetividade deste tratamento e, de modo comparativo ao E2 mostrou
semelhante efeito, com exceg¢ao ao perfil lipidico, onde E1 restabeleceu a niveis
semelhantes ao observado nas ratas Sham, o que néo é observado com E2 [143].

A queda dos niveis hormonais possui correlagao direta com o aumento da
pressao arterial [97], o que foi comprovado neste estudo através da alteragcdo da
pressao arterial sistdlica e diastdlica no grupo OVX. De modo semelhante ao E2,
onde ja foi demonstrada a reversao deste parametro hemodinamico [144], a E1
também é capaz de reestabelecer os niveis pressoricos basais, 0 que possibilita
indicar que este efeito se agrupa aos beneficios da TRH no sistema cardiovascular,
corrigindo o aumento destes niveis pressoricos e melhorando a fungao endotelial
prejudicada [95, 145].

Como a elevagdao da pressao arterial € frequentemente associada a
alteragdes funcionais e estruturais de diversos érgéos e tecidos, o efeito funcional
observado com o tratamento com a E1 na reatividade vascular, demonstra que
fisiopatologias envolvidas na génese e/ou manutengdo desta alteragéo
hemodinamica [146] podem ser prevenidas ou até mesmo revertidas mediante o
tratamento com este horménio. Em relacdo as alteracbes estruturais, foi possivel
realizar uma integracdo entre a morfologia, fisiologia e a farmacologia, com
associacao benéfica ao uso terapéutico da reposi¢cao hormonal.

A caréncia de estrogénios associada ao aumento da PA provocada pela OVX
promoveu alteragdes na morfologia da aorta, mecanismo para proteger da tensao
exagerada na parede deste vaso sanguineo [147, 148]. Todavia, a reposi¢céao
hormonal com E1 foi capaz de retomar a morfometria fisiologica semelhante ao
grupo Sham e ao grupo tratado com E2. Os experimentos funcionais, em

consonancia com os dados morfométricos, demonstraram que a reposicado com E1
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ou E2 reverteram a hiper-reatividade promovida pela OVX, corroborando com os
estudos de Yanes et al. (2005) [149] e Jiang (1991) [150], que relacionam a
caréncia de estrogénios com a reducédo do efeito vasodilatador pelo endotélio,
evidenciado por reducdo no efeito do NO e consequente aumento da
vasoconstricdo. Esses dados também estdo de acordo com Jonason, et al. (1998)
[147] e Kallizakaros et al. (2002) [151] que justificam o enrijecimento da parede
arterial devido a deficiéncia de estrogénios.

Quando se avalia o efeito da E1 em promover uma densidade menor de
colageno e maior de elastina, é possivel associar que a reposi¢gao hormonal com E1
desencadeia um processo protetor, uma vez também que as alteragées promovidas
no grupo OVX para proteger a parede da aorta contra as tensdes exageradas frente
ao aumento da PA, ndo foram vistas nos grupos tratados com E1 ou E2.

Ja é descrito que preparagdes de estrogénios conjugados, a exemplo do
Premarim®, atuam na prevencao desta alteragcdo em ratas OVX [152]. Entretanto,
trata-se de uma preparagdo contendo varios estrogénios e sem ainda ser
estabelecido o efeito individual de cada um dos componentes nos efeitos bioldgicos,
a excecao da E2. Neste estudo, foi demonstrado que seu componente majoritario
(E1), isoladamente, promoveu reversao da disfungcdo endotelial e das alteragdes
morfoldgicas e fisioldgicas da aorta toracica. Estes efeitos foram semelhantes aos
observados com E2, o horménio mais potente presente nesta preparagéao.

A disfuncdo endotelial acompanhada pelo aumento na pressao arterial e,
posteriormente, a reversdo destas disfuncbes pelo tratamento com E1, levou a
investigacdo dos mecanismos envolvidos nesta protecdo. Ja é estabelecido na
literatura que o comprometimento endotelial possui relagdo estreita com o aumento
na producdo de EROs [153], contribuindo para agravos no sistema cardiovascular,
de modo dependente ou independente ao aumento na pressao arterial [154] e que,
estas alteragbes, podem ser desencadeadas pela diminuigdo dos niveis plasmaticos
de estrogénios [146, 155].

De fato, estudos in vitro sugerem um potente efeito antioxidante para os
estrogénios [156] e, os resultados aqui obtidos pela incubagdo aguda com E1 e a
posterior avaliagdo funcional de segmentos adrticos de ratas OVX incubados com
SOD, CAT ou apocinina, foram associados ao restabelecimento do equilibrio
oxidativo promovido pelo estrogénio. No intuito de realizar tal investigacédo, a

expressado e atividade das enzimas SOD e CAT, bem como a quantificagcdo da
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geracdo de EROs, foram analisadas, e os resultados demonstraram que animais
tratados com E1 apresentam caracteristicas semelhantes ao grupo em estro
fisiolégico e inversas ao que € observado no grupo de ratas com fungao endotelial
comprometida. Assim sendo, € sugerido que a E1 promove o equilibrio entre a
producdo de EROs e as defesas antioxidantes do organismo, favorecendo o
restabelecimento da estrutura e da fungao vascular.

O aumento observado para SOD e CAT sao esperados frente a situagdes de
aumento no estresse oxidativo, com o intuito de regularem as concentragdes
demasiadas de EROs para niveis homeostaticos ndo tdéxicos [157]. Os resultados
apresentados pela E1 reforcam esta linha de raciocinio, uma vez que restabeleceu o
aumento na atividade e na expressao destas enzimas promovidos pela ovariectomia
(condicao que promove o aumento do estresse oxidativo), para niveis semelhantes
aos do grupo SHAM.

Por outro lado, enzimas que promovem efeitos pro-oxidantes, como a NADPH
oxidase, podem também estar associadas a condigbes patoldgicas na parede
vascular, com aumento na presséao arterial [97, 158]. Sendo assim, foi realizada a
investigacao do comportamento desta enzima frente ao tratamento com E1.

A NADPH oxidase encontra-se associada a membranas, realizando
transferéncia de elétrons através da utilizacdo de NADPH como doador, possuindo
seis isoformas descritas (NOX-1, NOX-2 (gp91phox), NOX-4, NOX-5, DUOX-1 e
DUOX-2) - familia de NADPH oxidases que compartiham a capacidade de
transportarem elétrons e promoverem a geragao de EROs [159].

A isoforma catalitica da NADPH oxidase conhecida como NOX-2 e também
chamada de gp91phox, ndo alterou sua expressao nos grupos experimentais deste
estudo. De modo semelhante, a expressao da isoforma NOX1, um grupo homologo
independente, ndo apresentou diferenga entre os grupos. Embora as isoformas
NOX-1 e NOX-2 ja estejam descritas em artérias e em células endoteliais, a
expressao da isoforma NOX-4 é mais abundante [160]. Analisando a isoforma NOX-
4 da NADPH oxidase, foi observado que, inversamente ao aumento da expressao da
NOX-4 presente nos tecidos de ratas OVX, o tratamento com E1 ou E2 reverteu o
aumento na sua expressao. Este dado confirma que o tratamento com E1 influencia
também no sistema pro-oxidante NADPH oxidase de modo seletivo.

Por fim, o conjunto dos resultados desse estudo e a relagdo encontrada entre

0s mesmos, possibilitam indicar o potencial efeito benéfico da E1 sobre o sistema
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cardiovascular. Estes efeitos foram semelhantes aos do estradiol que, juntamente a
E1 constituem-se, respectivamente, nos componentes mais potente e maijoritario,
presentes em preparagées farmacéuticas amplamente utilizadas na terapia de
reposicao hormonal feminina.
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6. CONCLUSAO

Os principais achados desse estudo foram de que a estrona:

- Restabeleceu as massas corporal e uterina, reduziu a gordura retroperitoneal e os

niveis séricos de colesterol total e LDL;

- Reduziu o0 aumento da presséo arterial e restabeleceu a fungéo endotelial,

- Diminuiu a espessura da parede e a area do lumen e restabeleceu os niveis de

colageno e de elastina em aortas toracicas;

- Restabeleceu o equilibrio do sistema entre a geracdo de compostos oxidantes e a
atuacao dos sistemas de defesa antioxidante, determinados pela diminuicdo da
expressao e da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase, assim como
da expressao da isoforma NOX-4 do sistema pro-oxidante NADPH oxidase, nas

preparacdes de aorta toracica;

- O conjunto dos efeitos da estrona foi semelhante aos observados para o estradiol,

horm&nio utilizado como padréo para o estudo.

Portanto, conclui-se que a estrona tem efeito protetor sobre as alteragdes

prejudiciais observadas no sistema vascular de mulheres pés-menopausa.
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