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RESUMO 

Os estrogênios endógenos têm sido associados com uma maior proteção do 

sistema vascular em mulheres na pré-menopausa, uma vez que os riscos de 

doenças cardiovasculares em mulheres na pós-menopausa são maiores, alterações 

estas que se devem à diminuição nos níveis plasmáticos de estrogênios. Além disso, 

estudos recentes mostraram que o uso de estrogênios, como a estrona, apresenta 

notável efeito vasorelaxante quando avaliado seu efeito em artérias isoladas, no 

entanto, nenhuma investigação foi realizada para elucidar o mecanismo de acção 

deste composto. Assim, o presente estudo procurou investigar o efeito da estrona 

em aorta de ratos, verificando seu efeito em induzir o relaxamento vascular e 

modular a via de sinalização dependente do óxido nítrico (NO), e ainda o papel dos 

receptores de estrogênios, comparando com os efeitos promovidos pelo 17β-

estradiol. Os animais utilizados neste estudo foram ratos Wistar com 12 semanas de 

idade, os quais foram utilizados para realização da reatividade vascular em banho 

de órgãos isolados. Para os protocolos experimentais, curvas de concentração-

resposta (0,1-100μM) foram feitas para a estrona ou para o 17β-estradiol e as 

tensões isométricas gravadas. Os mecanismos envolvidos no efeito induzido pela 

estrona foram determinados através da incubação de inibidores farmacológicos e 

comparado ao efeito do 17β-estradiol, que tem seu efeito vascular bem 

caracterizado. Observou-se que a estrona promove efeito vasorelaxante em aorta 

torácica de ratos, e que o relaxamento vascular promovido por ela é dependente do 

endotélio e do receptor de estrogênios. Após ativação do receptor de estrogênios, 

este ativa as vias de sinalização PI3K e Ca2+-CaM que posteriormente ativam a via 

NO/GMPc. Estes resultados contribuem para o melhor entendimento do papel da 

estrona em preparações de estrogênios conjugados equinos (CEE), que pode estar 

associado aos efeitos de benefícios dos estrogênios na terapia CEE. 

Palavras-chave: Estrogênios. Estrona. Endotélio Vascular. Óxido Nítrico. Efeito 

Vasorelaxante.  
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ABSTRACT 

Endogenous estrogens have been associated with greater vascular protection 

in premenopausal women, and the increased risk of cardiovascular diseases in 

postmenopausal women can be associated to the decrease in plasma estrogen 

levels. Furthermore recently studies showed that the use of estrogens, like estrone, 

exhibits remarkable vascular effect when used on isolated arteries, however any 

investigation was made to elucidate the mechanism of action of this compound. So, 

the present study was designed to investigate the ability of estrone to induce 

vascular relaxation and modulate NO-dependent signaling pathway and analyzed the 

role of estrogens receptor on estrone-mediated vascular relaxation, compared with 

the effects promoted by 17β-estradiol. 12 week-old male Wistar rats were used to the 

vascular reactivity, which was performed in an organ bath study for an isometric 

tension recording. To the experimental protocols, concentration-response curves (0.1 

- 100μM) to estrone or 17β - estradiol were performed. The mechanism contributing 

to estrone-induced effects were determined comparing with the vascular effects 

induced by 17β - estradiol that have its effect vascular well characterized. It was 

observed that the vascular relaxation promoted by estrone is dependent on the 

endothelium and the estrogen receptor. The vasorelaxant effect promoted by estrone 

was significantly altered in the presence of the inhibitor of PI3K signaling pathway 

(wortmannin) and the Ca2+-CaM complex inhibitor (calmidazolium), showing the 

involvement of PI3K/Ca2+-CaM signaling pathways. This study demonstrate that 

estrone promoted vasorelaxant effect on rat thoracic aortic on endothelium-

dependent manner and its effect depends on the estrogen receptors that activate the 

PI3K pathway and the Ca2+-calmodulin complex which subsequently activates the 

NO/cGMP pathway. These results contribute to the better understanding of the role 

of estrone in the conjugated equine estrogen (CEE) which could be associated to the 

benefits effects of estrogens in the CEE therapy.  

Keywords: Estrogens. Estrone. Vascular endothelium. Nitric Oxide. Vasorelaxant 

effect. 
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1. Introdução 

1.1. Menopausa e terapia de reposição hormonal 

A menopausa é um estado fisiológico que ocorre na vida da mulher, 

caracterizada pelo fim da capacidade reprodutiva (1), sendo então definido como a 

cessação permanente da atividade folicular ovariana e eventualmente, do ciclo 

menstrual (2, 3). Este processo está associado com um declínio progressivo nos 

níveis de estrogênios, o que afeta muitos tecidos do corpo e produz uma variedade 

de sinais e sintomas (4). Em contraste, a remoção cirúrgica dos ovários interrompe 

completamente e de maneira abrupta a produção de estrogênios, o que leva a 

sintomas mais graves a que aqueles gerados pela menopausa natural (5, 6). 

Juntamente com a menopausa, devido às alterações hormonais, diversos sintomas 

são apresentados, como os vasomotores, psíquicos, urogenitais, metabólicos, 

ósseos e cardiovasculares (7). 

A incidência de doenças cardiovasculares (DCV´s) em mulheres na fase 

reprodutiva é menor em relação aos homens de mesma idade, no entanto, essa 

proteção desaparece após a menopausa (8), mostrando consistentemente a 

existência de uma associação entre os hormônios femininos e seus efeitos 

cardioprotetores. Além do mais, os estrogênios produzem um perfil de lipoproteínas 

favorável, promovem vasodilatação, inibem a resposta à lesão vascular e previnem a 

aterosclerose (9). Estes hormônios promovem a produção e/ou liberação de fatores 

com atividade vasoativa, dentre os quais estão os fatores relaxantes derivados do 

endotélio (EDRF – endothelium-derived relaxing factor) como o óxido nítrico (NO), os 

prostanóides vasodilatadores e os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio 

(EDHF – endothelium-derived hyperpolarizing factor), fatores que podem explicar, 

pelo menos em parte, os efeitos benéficos promovidos pelos hormônios femininos 

(10). Diante dessas evidências, a introdução da terapia de reposição hormonal 

(TRH) constitui-se numa abordagem terapêutica para a mulher no período pós-

menopausa visando à manutenção dos níveis fisiológicos de hormônios femininos. 

Embora a TRH não seja totalmente desprovida de riscos, seus objetivos são 

de manter os níveis dos estrogênios de forma que alivie os sintomas da menopausa 

e previna o surgimento de doenças associadas à diminuição desses hormônios (11). 
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Neste sentido, a TRH pode impedir o desenvolvimento de osteoporose, diminuir o 

risco de DCV´s e melhorar a capacidade cognitiva e de humor (12). Estes efeitos 

benéficos promovidos com o uso da TRH foram constatados em diversos estudos 

epidemiológicos, os quais apresentaram evidências de que a reposição hormonal 

em mulheres pós-menopausa reduz significativamente a mortalidade causada por 

essas doenças (13-17). 

Dentre as várias preparações farmacêuticas utilizadas para a TRH, o 

Premarin® (Wyeth®, Newridge, CountyKildare, Irlanda) é o medicamento mais 

comumente prescrito (18). Sua formulação compreende uma mistura de derivados 

estrogênicos oriundos de éguas prenhes, entre os quais: estrona; equilin; 17β-

dihidroequilin; ∆8,9- dehidroestrona; 17α-estradiol; 17α-dihidroequilin; equilenin; 17β-

estradiol; 17α-dihidroequilenin e 17β-dihidroequilenin. Dentre estes, a estrona 

corresponde a aproximadamente 48% do conteúdo estrogênico da formulação (19). 

Apesar da origem natural, tem-se demonstrado que os compostos 

estrogênicos equinos (CEE) não podem ser considerados bioidênticos, ou seja, ter 

ação idêntica aos hormônios presentes na circulação humana e, portanto, podem 

apresentar efeitos não comparáveis aos estrogênios humanos (20). 

Apesar dos benefícios potenciais que a TRH pode trazer para mulheres na 

pós-menopausa, dois grandes estudos clínicos - o Heart and Estrogen/Progestin 

Replacement Study (HERS) (21) e o Women's Health Initiative (WHI) (22), 

questionaram a eficácia dos efeitos protetores dos estrogênios, pois não 

encontraram relação benéfica entre a TRH e a incidência de eventos 

cardiovasculares em mulheres na pós-menopausa.  

Diante da controvérsia da TRH na prevenção das DCV´s em mulheres pós-

menopausa, da frequente utilização do Premarin® como medicamento para este fim, 

e do desconhecimento da real contribuição que cada componente estrogênico 

presente nos CEE´s exerce sobre o sistema cardiovascular, faz-se necessário 

avaliar individualmente as ações hormonais sobre este sistema, visando auxiliar na 

compreensão da ação farmacológica de cada estrogênio presente na formulação.  
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1.2. Estrogênios e seus efeitos vasculares 

Estrogênio é o termo genérico utilizado para substâncias quimicamente 

semelhantes e que funcionem como hormônios endógenos, afetando a função 

reprodutiva feminina (23). Os estrogênios humanos naturais são a estrona, o 

estradiol e o estriol. Estes hormônios alternam seus níveis conforme a fase da vida 

da mulher, sugerindo assim que eles podem apresentar funções específicas tanto 

nos processos celulares normais como nos patológicos (24).  

O estradiol é o hormônio associado com a fase reprodutiva feminina, ao 

passo que a estrona está presente tanto na fase reprodutiva (∼0.5–1 nM) como na 

pós-menopausa (150–200 pM)  e o estriol apresenta níveis aumentados durante a 

gravidez. Além das ações sobre a função reprodutiva, os efeitos sobre outros 

tecidos, como ossos e sistemas nervoso e cardiovascular, podem ser diferentemente 

influenciados por estes hormônios conforme o transcorrer da idade (24). Entre os 

três estrogênios, o estradiol apresenta atividade estrogênica com potência 

farmacológica dez vezes maior do que a estrona e oitenta vezes maior que o estriol 

(25). 

Os estrogênios medeiam por meio de seus receptores mecanismos celulares 

genômicos e não genômicos. No tecido vascular, pode ocorrer a síntese de 

prostanóides vasodilatadores (26), a ativação da sintase do óxido nítrico endotelial 

(eNOS) e o aumento da transcrição do RNAm da eNOS (27). Neste sentido, as 

ações não genômicas dos estrogênios se caracterizam pelo surgimento dos efeitos 

vasculares rápidos, que ocorrem em frações de segundos ou minutos, e que diferem 

temporalmente de sua via clássica de ação (genômica), onde os efeitos surgem 

horas ou dias depois (28).  

Este efeito rápido está relacionado com a ligação dos estrogênios aos 

receptores de superfície celular, como os receptores de estrogênios (ER’s) ou ainda, 

pelo receptor de estrogênios acoplado à proteína G (GPER ou GPR30) (29). As 

respostas biológicas deflagradas por estes receptores são mediadas por uma 

grande variedade de transdutores de sinais, tais como: proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), complexo cálcio-calmodulina 

(Ca2+-CaM), inibição de NADPH oxidase, eNOS, adenilato ciclase (AC) e EDHF (30). 
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Exemplificando as ações destes mediadores, descreve-se, a seguir, as vias de 

sinalização relacionadas à eNOS, à AC e ao EDHF.  

A modulação do tônus vascular feita através do óxido nítrico (NO) inicia no 

endotélio pela ação da NOS endotelial (eNOS), a isoforma enzimática predominante 

e responsável pela produção da maior parte de NO (31). Após sua formação, o NO 

se difunde das células endoteliais para as células musculares lisas vasculares 

causando a estimulação da guanilato ciclase solúvel (GCs), com consequente 

aumento da produção de 3’,5’ guanosina monofosfato cíclico (GMPc). Nas células 

musculares lisas, o GMPc ativa a proteína quinase dependente de GMPc (PKG) 

(32), a qual promove a fosforilação de diversas proteínas responsáveis pela redução 

na concentração de Ca2+ livre intracelular e a sensibilidade da maquinaria contrátil 

ao Ca2+, ocasionando o efeito vasorelaxante (33). Nesse sentido, a PKG ativa canais 

de K+ dependentes de Ca2+, promovendo hiperpolarização da membrana celular e 

inibição do influxo de Ca2+ através dos canais de Ca2+ voltagem-dependentes. Estes 

canais podem ainda ser fosforilados diretamente pela PKG, impedindo o influxo de 

Ca2+ por eles. A PKG atua também nas proteínas Ca2+-ATPases da membrana 

plasmática e do retículo sarcoplasmático (SERCA), sua atuação nas proteínas da 

membrana plasmática celular promove a saída de Ca2+, enquanto que sua ação na 

membrana do retículo desencadeia a receptação do Ca2+ para o interior do mesmo. 

Adicionalmente, a PKG pode fosforilar o receptor IP3 na membrana do retículo 

sarcoplasmático, desencadeando a saída do Ca2+ para o citoplasma e 

consequentemente reduzindo a atividade deste receptor. Nas proteínas contráteis, a 

PKG é responsável pela desfosforilação e inativação da quinase das cadeias leves 

de miosina (MLCK), favorecendo a perda do tônus muscular através da redução na 

fosforilação das cadeias leves de miosina (MLC) e consequentemente levando à 

vasodilatação (31, 33-35). 

A ação vascular da AC inicia quando os fosfolipídios de membrana liberam o 

ácido araquidônico que os compõe. Através da ação da enzima ciclooxigenase 

(COX), o ácido araquidônico é convertido em prostaglandina H2 (PGH2) que através 

de sintases específicas é convertida em PGI2, PGE2, PGF2α, PGD2 ou tromboxano 

A2 (TXA2) (36-38). A PGI2 é também conhecida como prostaciclina, sendo esta o 

produto mais abundante produzido a partir do ácido araquidônico e responsável pelo 

efeito vasodilatador, além de ser um inibidor endógeno da agregação plaquetária 
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(39, 40). A PGI2 após ser produzida e liberada, estimula a AC, levando ao aumento 

do monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), um segundo mensageiro que ativa a 

proteína quinase dependente de AMPc (PKA). A PKA faz com que ocorra a 

diminuição da sensibilidade do aparelho contrátil da musculatura lisa vascular 

através da redução dos níveis de cálcio citoplasmático, podendo este mecanismo 

ser através da ativação de canais de potássio sensíveis ao ATP, ocasionando 

hiperpolarização e estimulando a saída de Ca2+ do citosol, impedindo assim a 

interação actina-miosina e, consequentemente, promovendo o relaxamento do 

músculo liso vascular (41-43). 

O EDHF é liberado através da estimulação de diferentes agentes, em geral, 

seu mecanismo de ação se dá através da abertura de canais de potássio (44), 

levando à hiperpolarização de células do músculo liso vascular (45). Foi visto ainda 

que EDRF como NO e PGI2, induzem vasodilatação por ativação de canais de 

potássio na membrana celular, permitindo um efluxo de K+ da célula, redução do 

potencial de membrana, e hiperpolarização (46). É também demonstrado que a 

abertura de canais de potássio pode estar envolvida na vasodilatação independente 

de NO ou de PGI2 mediada por compostos estrogênicos (45, 47). Como 

consequência da hiperpolarização promovida pela abertura dos canais de potássio, 

ocorre o fechamento de canais de Ca2+ dependentes de voltagem na membrana 

celular e o relaxamento do músculo liso vascular, produzindo a vasodilatação (46, 

48). 

Pela via genômica, os estrogênios exercem sua função biológica através de 

transcrição gênica. Este mecanismo ocorre através da ativação dos ER´s citosólicos 

e nucleares (subtipos  e ) os quais podem formar homo ou heterodímeros de ERα 

e ERβ. Nesta via, os receptores ligados aos estrogênios dimerizam e passam a 

funcionar como fatores de transcrição que se ligam a sequências específicas no 

DNA, conhecidas como elementos responsivos ao estrogênio, e presentes na região 

promotora ou potencializadora do gene alvo, desencadeando a ativação da cascata 

de sinalização que culmina nos efeitos biológicos deflagrados pelos estrogênios (49, 

50). 

Um resumo dos mecanismos celulares envolvidos no efeito relaxante 

promovido pelos estrogênios no sistema vascular e das vias envolvidas neste efeito 

é apresentado na Figura 1. 
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Figura 1: Mecanismos de vasorelaxamento dependentes do endotélio induzidos 
pelos estrogênios. No mecanismo genômico, o estrogênio liga em receptores  
citosólicos/nucleares levando à ativação da MAPK, à transcrição de genes e ao 
aumento da produção da eNOs. Na via não genômica, os estrogênios se ligam aos 
ERs presentes na membrana de superfície endotelial, que estão acoplados à 
liberação de cálcio do retículo endoplasmático e à estimulação da via MAPK ou 
PI3K, levando a ativação da eNOS e à produção de NO. O NO, por sua vez, difunde 
para as células do músculo liso vascular e estimula a guanilato ciclase, ocasionando 
o aumento do GMPc. O GMPc causa o relaxamento do músculo liso vascular 
através da diminuição da [Ca2+]i e da sensibilidade dos miofilamentos a este íon. ER 
também podem inibir a produção de NADPH, impedindo assim a inativação de NO e 
a formação de peroxinitritos (ONOO-). O ER endotelial pode também ativar COX e 
aumentar a produção de PGI2, as quais ligam em receptores presentes no músculo 
liso vascular e promovem a ativação da adenilato ciclase (AC) e o aumento da 
formação de AMPc. O AMPc promove vasorelaxamento por mecanismos 
semelhantes aos do GMPc. ER também pode aumentar a produção de EDHF, que 
ativa canais de potássio e promove a hiperpolarização e o fechamento canais de 
Ca2+ ocasionando o relaxamento vascular (Adaptado de Orshal e Khalil, 2004).  
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Os receptores de estrogênios (ERα e ERβ) estão distribuídos em diferentes 

tipos de tecidos. ERα é expresso no útero, fígado, mamas e rins. ERβ é 

predominantemente encontrado em tecidos reprodutivos, mas também é visto em 

muitos tecidos não reprodutivos, incluindo cérebro, ossos, trato urinário e sistema 

vascular. Ovário, útero, mama, ossos, cérebro e sistema cardiovascular contêm 

ambos ERα e ERβ (51). 

No sistema vascular ocorre a expressão desses dois receptores tanto no 

músculo liso (52) como no endotélio (53). No entanto, é o ERα que medeia a maioria 

das ações vasculares dos estrogênios (54) influenciando principalmente na 

biodisponibilidade de NO (27). Os níveis proteicos de ERα estão relacionados com a 

intensidade da dilatação promovida pelo endotélio e são menores em mulheres pós-

menopausa quando comparado com aquelas em idade fértil (55).  

1.3. Estrona  

A estrona é o hormônio circulante predominante durante a menopausa devido 

a queda nos níveis hormonais de outros estrogênios, mantendo suas concentrações 

séricas no período pós-menopausa na proporção 2:1 em relação ao estradiol (Kuhl, 

2005). Este hormônio compreende uma molécula de 18 átomos de carbono e no 

organismo é sintetizada a partir do colesterol, sendo produzida nos ovários, 

testículos e glândulas adrenais (56).  

Conforme ilustrado na Figura 2, a síntese da estrona é realizada a partir do 

colesterol por ação de células esteroidogênicas nos sítios de síntese de esteroides. 

Posteriormente, nas mitocôndrias de tecidos formadores de hormônios esteroides, 

acontece a clivagem da cadeia lateral que se projeta do anel D do colesterol – 

reduzindo o número de átomos de carbono de 27 para 18. Todas as reações de 

hidroxilação e oxigenação que ocorrem durante a biossíntese de esteróides, são 

catalisadas por oxidases de função mista (citocromo P450 mitocondrial), que utilizam 

NADPH e O2 como cofatores (57). A última etapa do processo de síntese da estrona 

é a aromatização, catalisada pelas aromatases do complexo enzimático citocromo 

P450 (CYP450), que funcionam como desmetilases e estão presentes no retículo 

endoplasmático liso. Essa etapa converte testosterona em estradiol e 

androstenediona em estrona (58). A estrona pode ainda ser um metabólito do 
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estradiol, destacando-se entre os principais estrogênios produzidos no organismo 

juntamente com o estradiol e o estriol.  

 

Figura 2: Estrutura e produção de estrona e estradiol. O colesterol, através da ação 
de enzimas do citocromo P450, é convertido em androstenediona que, por ação da 
aromatase é convertida em estrona. A androstenediona através da 17-
Hidroxiesteroide dehidrogenase (17-OH-SDH) pode ainda ser convertida em 
testosterona que, por ação da aromatase dá origem estradiol. O estradiol por sua 
vez, pode ser convertido em estrona pela 17-OH-SDH (Adaptado de Meinhardt e 
Mullis, 2002). 

O estradiol é o hormônio estrogênico mais abundante além de ser o mais 

potente (51, 56), sendo assim o hormônio mais bem caracterizado quanto as ações 

cardiovasculares. A estrona, no entanto, tem aumentado o interesse de pesquisas 

que visem à elucidação de seu efeito vascular, uma vez que há poucos dados na 

literatura e também pelo fato de ser o hormônio majoritário em preparações 

utilizadas na TRH. 

 

  



9 
 

 
 

2. Justificativa  

Segundo a Organização Mundial da Saúde, a menopausa é definida como “o 

fim definitivo da menstruação resultante da perda da atividade folicular ovariana” 

(59). Entre as consequências da diminuição dos níveis estrogênicos que ocorrem 

após a menopausa, está o aumento na incidência das DCV´s, que é a principal 

causa de morte em mulheres nesta condição (25). 

A TRH tem sido uma prática clínica durante as últimas décadas e é indicada 

para a prevenção e o tratamento dos sintomas crônicos relacionados à menopausa. 

No entanto, quando os primeiros resultados de grandes estudos clínicos conduzidos 

com o objetivo de avaliar os riscos e benefícios da TRH a longo prazo foram 

publicados, eles contradisseram estudos anteriores, mostrando risco aumentado de 

ocorrência de eventos cardiovasculares e de câncer de mama em mulheres sob 

reposição hormonal (22). 

Entre as preparações farmacêuticas utilizadas como repositores estrogênicos 

na TRH tem-se o Premarin® como um dos mais prescritos. Esta preparação é um 

CEE contendo, entre eles, o 17-estradiol e a estrona, que são dois dos principais 

estrogênios fisiológicos humanos. Apesar de não serem considerados bioidênticos, a 

potência do CEE é considerada maior que a do 17-estradiol, que é o estrogênio 

humano mais potente e que diminui consideravelmente seus níveis após a 

menopausa (60). 

Em virtude do questionamento sobre os benefícios da TRH, faz-se necessário 

aumentar o conhecimento dos efeitos dos estrogênios sobre os tecidos biológicos. 

Em especial, estudos sobre as ações destes hormônios no sistema cardiovascular 

são imprescindíveis, haja vista que a incidência de eventos patológicos neste 

sistema torna-se mais frequente em mulheres pós-menopausa, sendo a principal 

causa de morte nestes indivíduos. 

Como o 17-estradiol é considerado o principal estrogênio relacionado aos 

efeitos biológicos, os estudos tem-se concentrado na elucidação dos efeitos 

vasculares deste hormônio. Entretanto, a estrona é o hormônio circulante 

predominante após a menopausa e também o componente majoritário da 

preparação Premarin®, representando 48% do total de estrogênios presentes na 

fórmula, enquanto o 17-estradiol perfaz 0,68% da composição. 
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Diante destas evidências, torna-se necessário a realização de estudos que 

visem determinar os efeitos vasculares exercidos pela estrona com o objetivo de 

contribuir para o entendimento da ação vascular e da real contribuição que este 

hormônio emprega em preparações utilizadas na TRH.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



11 
 

 
 

3. Objetivos 

Geral: 

Avaliar o efeito não genômico da estrona sobre a musculatura lisa vascular de 

aorta torácica de ratos Wistar e determinar os mecanismos de ação envolvidos neste 

efeito. 

Específicos: 

1) Avaliar a participação do endotélio no efeito vascular promovido pela estrona. 

 

2) Avaliar a participação do músculo liso no efeito vascular promovido pela estrona. 

 

3) Determinar o(s) mecanismo(s) de ação celulares envolvido(s) no efeito vascular 

promovido pela estrona utilizando antagonistas farmacológicos como ferramentas de 

investigação. 

 

4) Comparar a eficácia do efeito vascular  e os mecanismos de ação da estrona com 

aqueles promovidos pelo 17-estradiol.  
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4. Materiais e Métodos 

4.1.  Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (modelo experimental que 

descarta qualquer possibilidade de alteração que poderia ser vista em fêmeas), com 

12 semanas, pesando entre 200 e 300 gramas. Os animais foram fornecidos pelo 

Biotério Central da Universidade Federal de Goiás (UFG) e mantidos no Biotério do 

Departamento de Ciências Fisiológicas do Instituto de Ciências Biológicas (ICB II). 

Os animais foram acondicionados em temperatura controlada de 22 ± 2 °C em ciclo 

claro (07h00min – 19h00min) e escuro (19h00min – 07h00min), com livre acesso à 

água e ração.  

Os protocolos experimentais foram realizados seguindo as diretrizes do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e de acordo com as normas 

institucionais do Comitê de Ética em Pesquisa da UFG através de projeto aprovado 

por este mesmo comitê (CEP/UFG 20/2013). 

4.2. Drogas e Reagentes 

Para execução dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes 

drogas e reagentes: cloreto de sódio (Synth - Brasil), cloreto de potássio (Synth - 

Brasil), cloreto de cálcio dihidratado (Vetec - Brasil), sulfato de magnésio (Synth - 

Brasil), fosfato de potássio monobásico (Impex - Brasil), bicarbonato de sódio (Vetec 

- Brasil), glicose (Synth - Brasil), EDTA sal dissódico (Synth - Brasil), Etanol (Vetec - 

Brasil), dimetilsulfóxido (DMSO) (Synth - Brasil), estrona (Sigma - USA), 17β-

estradiol (Sigma - USA), fenilefrina (Phe) (Sigma - USA), acetilcolina (ACh) (Sigma - 

USA), Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (Sigma - USA), indometacina 

(Sigma - USA), tetraetilamônio (TEA) (Sigma - USA), 1H-[1,2,4]-oxadiazole-[4,3-α]-

quinoxalin-1-one (ODQ) (Sigma - USA), nitroprussiato de sódio (NPS) (Sigma - 

USA), ICI 182,780 (Sigma - USA), Calmidazolium (Sigma - USA), Wortmannin 

(Sigma - USA), SB 203580 (Sigma - USA), G-1 (Caymann - USA) e G-15 (Caymann 

- USA). Indometacina, estrona e 17β-estradiol foram dissolvidos em etanol; ODQ, ICI 

182,780, Wortmannin, SB 203580, G-1 e G-15 foram dissolvidos em DMSO e as 
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outras soluções, incluindo a solução Krebs-Henseleit modificada, foram preparadas 

em água destilada. 

4.3. Reatividade Vascular 

Os ratos foram eutanasiados por decapitação, as aortas torácicas foram 

cuidadosamente removidas e imersas imediatamente em solução nutriente Krebs-

Henseleit modificada à 4ºC (pH 7,4; composição em mM: NaCl – 130; NaHCO3 – 

14,9; KCl – 4,7; KH2PO4 – 1,18; MgSO4 7H2O – 1,17; CaCl2 2H2o – 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 aço inoxidável, em cubas de vidro (10 mL) contendo solução 

nutritiva de Krebs-Henseleit modificada sob temperatura constante de 37ºC e aerada 

com carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2). Uma das extremidades do gancho foi 

conectada a um transdutor de força que acoplado a um sistema computadorizado 

permitindo o registro das contrações (Transdutor de força TIM-200, MOB IOB, 

Amplificador AECAD 04, AVS Projetos, Brasil). 

 As preparações permaneceram sob tensão de 1,5 g durante 60 minutos, 

período para estabilização, com trocas de solução nutritiva e ajuste de tensão a 

cada 15 minutos. Após estabilização, foi adicionada fenilefrina (Phe - 1µM) para 

verificação da responsividade vascular ao estímulo contrátil e, na sequência, 

acetilcolina (ACh - 10µM) para a confirmação da presença ou ausência de endotélio 

funcional nas preparações estudadas. Para execução dos protocolos experimentais 

em aortas desprovidas de endotélio vascular, a camada íntima foi removida 

mecanicamente por meio da fricção de uma cânula metálica coberta de algodão no 

lúmen do vaso. Foram considerados anéis com endotélio funcional aqueles cujo 

relaxamento mínimo produzido pela ACh correspondeu a 90% e, para anéis sem 

endotélio, aqueles cujo relaxamento máximo produzido correspondeu a 10% (61). 

Após a realização do teste da integridade do endotélio, as preparações foram 

lavadas com solução nutritiva de Krebs-Henseleit modificada e posteriormente 

reestabilizadas por mais 30 minutos. 
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4.4.  Protocolos experimentais  

4.4.1. Avaliação do efeito da estrona frente à contração induzida por Phe em 

preparações de anéis de aorta de rato com e sem endotélio  

Após o período de estabilização, uma segunda resposta a Phe (1µM) foi 

obtida e, durante a fase tônica da contração resultante, foram construídas curvas 

concentração efeito (CCE) cumulativas para a estrona ou para o 17β-estradiol 

(controle do estudo) nas concentrações de 0,1µM; 0,3µM; 1µM; 3µM; 10µM e 

100µM. Cerca de 60 minutos após o término deste procedimento, induziu-se uma 

nova contração com Phe, seguida pela adição de ACh (10µM), com o objetivo de 

avaliar se a estrona ou o 17β-estradiol comprometia a viabilidade tecidual. O veículo 

(etanol) também foi testado e a concentração final nas cubas não excedeu 1%.  

Com o objetivo de avaliar o papel do endotélio no efeito da estrona ou do 17β-

estradiol, investigamos a capacidade destas substâncias causarem relaxamento 

vascular em anéis com e sem endotélio vascular. Ambas preparações foram 

previamente contraídas com Phe (1µM) e em seguida CCE para a estrona ou 

estradiol foram constituídas. Ao final deste procedimento, nas preparações sem 

endotélio foi adicionado nitroprussiato de sódio (NPS - 1µM), um doador de óxido 

nítrico, para que fosse produzido relaxamento independente do endotélio, a fim de 

avaliar a viabilidade da preparação. 

4.4.2. Avaliação da participação dos receptores de estrogênios (ER´s) no efeito 

vasorelaxante da estrona  

Após avaliação da presença de endotélio vascular funcional, os tecidos 

aórticos foram previamente incubados durante 30 minutos com ICI 182,780 (100µM 

– um inibidor não seletivo dos ER´s). Após o período de incubação, induziu-se uma 

contração com Phe (1µM) e na fase tônica desta contração adicionou-se a estrona 

ou 17β-estradiol (0,1µM – 100µM) cumulativamente. 
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4.4.3. Avaliação da participação dos receptores de estrogênios acoplados a 

proteína G (GPER) no efeito vasorelaxante da estrona  

Após avaliação da presença de endotélio vascular funcional, os tecidos 

aórticos foram previamente incubados durante 30 minutos com G-15 (30µM – um 

inibidor do GPER). Após o período de incubação, induziu-se uma contração com 

Phe (1µM) e na fase tônica desta contração adicionou-se a estrona ou 17β-estradiol 

(0,1µM – 100µM) cumulativamente. 

4.4.4. Avaliação da participação da via PI3K no efeito vasorelaxante da estrona 

e do 17β-estradiol 

Anéis de aorta com endotélio funcional foram previamente incubados com 

wortmannin (10µM – inibidor da PI3K) durante 30 minutos avaliando assim o 

envolvimento da PI3K. Após o período de incubação do antagonista, as preparações 

foram pré-contraídos com Phe (1µM) e, quando a resposta contrátil atingiu o platô, 

CCE para a estrona ou para o 17β-estradiol (0,1µM – 100µM) foram construídas. 

4.4.5. Avaliação da participação do complexo Ca2+-CaM no efeito 

vasorelaxante da estrona e do 17β-estradiol 

Anéis de aorta com endotélio funcional foram previamente incubados com 

calmidazolium (10µM – inibidor do complexo Ca2+-CaM) durante 30 minutos 

avaliando assim o envolvimento do complexo Ca2+-CaM. Após o período de 

incubação do antagonista, as preparações foram pré-contraídos com Phe (1µM) e, 

quando a resposta contrátil atingiu o platô, CCE para a estrona ou para o 17β-

estradiol (0,1µM – 100µM) foram construídas. 
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4.4.6. Avaliação da participação da p38MAPK no efeito vasorelaxante da 

estrona e do 17β-estradiol 

Anéis de aorta com endotélio funcional foram previamente incubados com SB 

203580 (10µM – inibidor da p38MAPK) durante 30 minutos avaliando assim o 

envolvimento da via p38MAPK. Após o período de incubação do antagonista, as 

preparações foram pré-contraídos com Phe (1µM) e, quando a resposta contrátil 

atingiu o platô, CCE para a estrona ou para o 17β-estradiol (0,1µM – 100µM) foram 

construídas. 

4.4.7. Avaliação da participação da via NO/GMPc no efeito vasorelaxante da 

estrona  

Anéis de aorta com endotélio funcional foram previamente incubados com 

Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME - 100µM; inibidor não seletivo da eNOS) 

durante 30 minutos para avaliação da participação do NO. Para avaliar a 

participação do GMPc, anéis aórticos com endotélio funcional foram previamente 

incubados durante 30 minutos com 1H-[1,2,4]-oxadiazole-[4,3-α]-quinoxalin-1-one 

(ODQ - 10µM; inibidor da GCs). Após o período de incubação dos antagonistas, as 

preparações foram pré-contraídos com Phe (1µM) e, quando a resposta contrátil 

atingiu o platô, CCE para a estrona ou para o 17β-estradiol (0,1µM – 100µM) foram 

construídas. 

4.4.8. Avaliação da participação de prostanóides vasodilatadores no efeito 

vasorelaxante da estrona e do 17β-estradiol 

Após avaliação da presença de endotélio vascular funcional, os tecidos 

aórticos foram previamente incubados durante 30 minutos com indometacina (10µM 

– um inibidor não seletivo da COX). Após o período de incubação, induziu-se 

contração com Phe (1µM) e a seguir adicionou-se a estrona ou 17β-estradiol (0,1µM 

– 100µM) cumulativamente. 
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4.4.9. Avaliação da participação canais de potássio no efeito vasorelaxante da 

estrona e do 17β-estradiol 

Após avaliação da presença de endotélio funcional, os tecidos aórticos foram 

previamente incubados durante 30 minutos com tetraetilamônio (TEA, 1mM;  inibidor 

não seletivo dos canais de potássio). Após o período de incubação e da contração 

com Phe (1µM), adicionou-se a estrona ou 17β-estradiol (0,1µM – 100µM) 

cumulativamente. 
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4.5. Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (epm) do 

percentual de relaxamento vascular relativo à redução da contração máxima obtida 

com a Phe (Emax) de 5 a 7 preparações por grupo. 

Para a comparação entre mais de dois grupos, os resultados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida pelo pós-teste de Tukey-

Kramer. Quando a comparação foi realizada entre dois grupos, os resultados foram 

submetidos ao teste “t” de Student (bicaudal não pareado). 

As diferenças entre os dados foram consideradas significativas quando 

P<0,05 e todos os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad 

Prism® versão 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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5. Resultados 

5.1. Efeito da estrona frente à contração induzida por Phe em preparações de 

anéis de aorta de rato com e sem endotélio 

Em anéis de aorta torácica de ratos com endotélio, a estrona produziu efeito 

vasodilatador dependente de concentração (0,1–100 µM), apresentando 

relaxamento máximo (Emax) de 42,38 ± 2,46%. Este efeito foi significativamente 

diferente quando comparado ao relaxamento promovido pelo veículo (Emax = 8,70 ± 

3,05%) ou pelo 17β-estradiol (Emax =  94,23 ± 3,67%) (Fig. 3 A). Os valores de CE50 

determinados para a estrona e para o estradiol foram 16,25 ± 4,65 e 22,97 ± 6,57 

µM, respectivamente. Nas condições experimentais deste estudo, o 17β-estradiol 

apresentou eficácia 2,2 vezes maior em relação à estrona (Tabela 1). 

Em preparações desprovidas de endotélio, a estrona não apresentou ação 

vasodilatadora significativa quando comparada ao controle (veículo) (Emax = 10,84 ± 

0,97 e 5,83 ± 1,59 %, respectivamente). Entretanto, o 17β-estradiol apresentou 

efeito vasodilatador (Emax = 44,68 ± 3,97) significativamente diferente quando 

comparado ao do veículo (Fig. 3B). A CE50 determinada para o estradiol foi 24,38 ± 

15,27 µM. 
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Figura 3: Curvas concentração efeito (CCE) da estrona e do 17β-estradiol (0,1 – 100 

µM) em aortas torácicas de ratos Wistar com endotélio (E+) (A) e sem endotélio (E-) 

(B) pré-contraídas com Phe (1µM). Os símbolos e linhas verticais representam a 

média ± epm de 5-7 preparações por grupo. * P < 0,05 quando comparado ao 

veículo. # P < 0,05 quando comparado à estrona 

 

 

 

 

Tabela 1 – Valores do efeito máximo (Emax) (%) e Emax subtraído do veículo (Emax - V) 
para a estrona e para o 17β-estradiol em preparações de aorta torácica de ratos 
Wistar com (E+) ou sem endotélio (E-) pré-contraídas com fenilefrina (Phe). Os 
dados são apresentados em percentual de redução da contração máxima obtida 
com a Phe (Emax). 

  Estrona 17β-estradiol 

  Emax (%) Emax – V (%) Emax (%) Emax – V (%) 

E+  42,38±2,46* 33,68±2,46 94,23±3,67 85,53±3,67 

E-  10,84±0,97# 5,01±0,97 44,68±3,97* 38,85±3,97 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
* P < 0,05 quando comparado ao Emax do estradiol em preparações E+.                                                                                     
# P < 0,05 quando comparado ao Emax do estradiol em preparações E-. 
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5.2. Avaliação da participação de receptores estrogênicos no efeito 

vasorelaxante da estrona 

A incubação por 30 minutos com o antagonista de receptores de estrogênios 

não-específico ICI 182,780 (100µM) diminuiu o relaxamento induzido pela estrona 

(Emax = 13,39 ± 3,64%)  quando comparado com o efeito promovido em preparações 

de anéis de aorta torácicas de ratos Wistar na ausência do inibidor  (Emax = 42,58 ± 

2,99%) (Figura 4A). Nas mesmas condições experimentais, o relaxamento 

promovido pelo 17β-estradiol (94,53 ± 2,86%) foi reduzido para 23,94 ± 3,99% 

(Figura 4B).  

Comparando-se os resultados obtidos com a estrona e com o 17β-estradiol 

na presença do antagonista ICI 182,780 (100µM), observa-se que a inibição do 

relaxamento vascular não diferiu entre os mesmos (68,56 ± 7,20 e 74,68 ± 4,22%, 

respectivamente). 

 

 

Figura 4: Efeito da incubação com ICI 182,780 (100µM – 30 min) sobre o efeito 

relaxante da estrona (A) e do 17β-estradiol (B) (0,1 – 100 µM) em aorta torácica de 

ratos pré-contraídas  com  fenilefrina (Phe - 1µM). Os valores estão representados 

como média ± epm de 5-7 preparações por grupo. * P < 0,05 quando comparado ao 

Emax na ausência do inibidor. 
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Tabela 2 – Valores do Emax e de inibição de Emax obtidos em preparações de anéis 
de aorta de ratos Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na 
presença do antagonista de receptores de estrogênios ICI 182,780 (100µM). Os 
dados são apresentados em percentual de redução da contração máxima obtida 
com a Phe (Emax) e em percentual de inibição do relaxamento promovido pelo 
antagonista. 

 

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Phe 42,58 ± 2,99 ---- 94,53 ± 2,86 ---- 

+ ICI 182,70 13,39 ± 3,06* 68,56 ± 7,20 23,94 ± 3,99# 74,68 ± 4,22 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
* P < 0,05 quando comparado à estrona na ausência do inibidor. 
# P < 0,05 quando comparado ao 17β-estradiol na ausência do inibidor. 
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5.3. Avaliação da participação dos receptores GPER no efeito vasorelaxante da 

estrona 

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1µM), a 

pré-incubação por 30 minutos com o antagonista dos receptores GPER G-15 

(30µM), não inibiu o vasorelaxamento induzido pela estrona (Emax = 46,57 ± 4,36%) 

(Figura 5A) ou pelo 17β-estradiol (Emax = 81,68 ± 4,21%) (Figura 5B). A incubação 

com G-15, no entanto, inibiu o relaxamento promovido pelo agonista seletivo destes 

receptores G1 de 45,73±10,74% para 8,91 ± 0,79% (Figura 5C) (Tabela 3).   

 

 
                                                      

                                                       

 

Figura 5: Efeito da incubação do antagonista de GPER (G-15) (30µM - 30 min) 

sobre o efeito relaxante da estrona (0,1 – 100 µM) (A), do 17β-estradiol (B) (0,1 – 

100 µM) e do agonista de GPER (G-1) (C) (0,1 – 30 µM) em aorta torácica de ratos 

pré-contraídas  com  fenilefrina (Phe - 1µM). Os valores estão representados como 

média ± epm de 4-7 preparações por grupo. 

B A 

C 
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Tabela 3 – Valores do Emax e de inibição de Emax obtidos em preparações de anéis 
de aorta de ratos Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na 
presença do inibidor de receptores GPER com G-15 (30µM). Os dados são 
apresentados em percentual de redução da contração máxima obtida com a Phe 
(Emax) e em percentual de inibição do relaxamento promovido pelo antagonista. 

 

 G-1 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 45,73±10,74 ---- 48,95±4,51 ---- 81,94±3,05 ---- 

+ G-15 8,91±0,79* 80,51±1,73 46,57±4,36 ---- 81,68±4,21 ---- 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 4-7 preparações por grupo. 
* P < 0,05 quando comparado ao efeito de G-1 na ausência do inibidor. 
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5.4. Avaliação da participação da via PI3K no efeito vasorelaxante promovido 

pela estrona 

A incubação por 30 minutos com o inibidor da PI3K (wortmannin; 1µM)  

diminuiu o relaxamento induzido pela estrona de 41,73 ± 4,15% para 12,37 ± 1,25%, 

valor semelhante ao efeito promovido pelo veículo na ausência de estrona (8,70 ± 

3,05%). Este mesmo inibidor diminuiu o relaxamento promovido pelo 17β-estradiol 

de 94,87 ± 2,26% para 49,55 ± 2,09% (Figura 6). 

Comparando-se os resultados obtidos com a estrona e com o 17β-estradiol 

na presença do antagonista wortmannin (1µM), observa-se que a inibição do 

relaxamento vascular diferiu entre os mesmos (70,36 ± 3,00 e 47,77 ± 2,21%, 

respectivamente) (Tabela 4).  

           

 

Figura 6: Vasorelaxamento produzido pela estrona (A) ou pelo 17β-estradiol (B) em 

anéis aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1 µM) na 

ausência ou na presença de wortmannin (inibidor da PI3K – 1µM). Os valores estão 

representados como média ± epm de 5-7 preparações por grupo. * P < 0,05 quando 

comparado ao relaxamento na ausência do inibidor.     
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Tabela 4 – Valores do Emax e de inibição de Emax obtidos em preparações de anéis 
de aorta de ratos Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na 
presença de Wortmannin (1µM; inibidor de PI3K). Os dados são apresentados em 
percentual de redução da contração máxima obtida com a Phe (Emax) e em 
percentual de inibição do relaxamento promovido pelo antagonista. 

  

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%)  Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 41,73 ± 4,15 ---- 94,87 ± 2,26 ---- 

+ wortmannin 12,37 ± 1,25* 70,36 ± 3,00 49,55 ± 2,09# 47,77 ± 2,21 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
* P < 0,05 quando comparado à estrona na ausência do inibidor. 
# P < 0,05 quando comparado ao 17β-estradiol na ausência do inibidor. 
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5.5. Avaliação da participação do complexo Ca2+-CaM no efeito vasorelaxante 

promovido pela estrona 

A incubação por 30 minutos com o inibidor do complexo Ca2+- CaM 

(calmidazolium; 10µM) diminuiu o relaxamento induzido pela estrona de 40,94 ± 

2,96% para 30,34 ± 1,72%. Este mesmo inibidor diminuiu o relaxamento promovido 

pelo 17β-estradiol de 94,98 ± 2,22% para 60,36 ± 6,00% (Figura 7). 

Comparando-se os resultados obtidos com a estrona e com o 17β-estradiol 

na presença do antagonista calmidazolium (10µM), observa-se que a inibição do 

relaxamento vascular diferiu entre os mesmos (25,89 ± 4,20 e 36,45 ± 6,32%, 

respectivamente) (Tabela 5).  

 

 

Figura 7: Vasorelaxamento produzido pela estrona ou pelo 17β-estradiol em anéis 

aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1 µM) na ausência 

ou na presença de calmidazolium (inibidor da CaM – 10µM). Os valores estão 

representados como média ± epm de 5-7 preparações por grupo. * P < 0,05 quando 

comparado ao relaxamento na ausência do inibidor.     
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Tabela 5 – Valores do Emax e de inibição de Emax obtidos em preparações de anéis 
de aorta de ratos Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na 
presença de Calmidazolium (10µM; inibidor da CaM). Os dados são apresentados 
em percentual de redução da contração máxima obtida com a Phe (Emax) e em 
percentual de inibição do relaxamento promovido pelo antagonista. 

  

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 40,94 ± 2,96 ---- 94,98 ± 2,22 ---- 

+ Calmidazolium 30,34 ± 1,72* 25,89 ± 4,20 60,36 ± 6,00# 36,45 ± 6,32 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
* P < 0,05 quando comparado à estrona na ausência do inibidor. 
# P < 0,05 quando comparado ao 17β-estradiol na ausência do inibidor. 
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5.6. Avaliação da participação da p38MAPK no efeito vasorelaxante promovido 

pela estrona 

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1µM), a 

pré-incubação com SB 203580 (10µM), não inibiu o vasorelaxamento induzido pela 

estrona (Emax = 37,68 ± 3,22%) (Figura 8A) ou pelo 17β-estradiol (Emax = 70,15 ± 

4,31%) (Figura 8B). 

 Figura 8: Vasorelaxamento produzido pela estrona ou pelo 17β-estradiol em anéis 

aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1 µM) na ausência 

ou na presença de SB203580 (inibidor da p38-MAPK – 10µM). Os valores estão 

representados como média ± epm de 5-7 preparações por grupo.  

 

  

B A 



30 
 

 
 

Tabela 6 – Valores do Emax obtidos em preparações de anéis de aorta de ratos 
Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na presença do inibidor 
da p38-MAPK SB203580 (10µM). Os dados são apresentados em percentual de 
redução da contração máxima obtida com a Phe (Emax). 

 

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 37,47 ± 4,25 ---- 73,41 ± 6,13 ---- 

+ SB 203580 37,68 ± 3,22 ---- 70,15 ± 4,31 ---- 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
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5.7. Avaliação da participação da via NO/GMPc no efeito vasorelaxante da 

estrona 

A incubação por 30 minutos com L-NAME (100µM) ou com ODQ (10µM) inibiu 

o vasorelaxamento induzido pela estrona (Emax = 5,73 ± 1,55% e 7,11 ± 1,37%, 

respectivamente) (Figura 9A) e pelo 17β-estradiol (Emax = 44,42 ± 4,01% e 46,51 ± 

4,51%, respectivamente) (Figura 9B), valores estatisticamente diferentes daqueles 

promovidos pela estrona (Emax = 41,90 ± 1,99%) ou pelo 17β-estradiol (Emax = 91,86 

± 1,31%) na ausência destes inibidores. 

Comparando-se os resultados obtidos com a estrona e com o 17β-estradiol 

na presença do antagonista L-NAME (100µM), observa-se que a inibição do 

relaxamento vascular diferiu entre os mesmos (86,31±3,71 e 50,88 ± 5,27%, 

respectivamente). Esses valores foram semelhantes aos obtidos na presença do 

antagonista ODQ (10µM) (81,21±3,31 para a estrona e 49,84 ± 5,99% para o 

estradiol). 

 

 

Figura 9: Vasorelaxamento produzido pela estrona ou pelo 17β-estradiol em anéis 

aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1 µM) na ausência 

ou na presença de L-NAME (inibidor da óxido nítrico sintase – 100 µM) ou ODQ 

(inibidor da guanilato ciclase – 10 µM). Os valores estão representados como média 

± epm de 5-7 animais por grupo. * P < 0,05 quando comparado ao relaxamento na 

ausência do inibidor.     
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Tabela 7 – Valores do Emax e de inibição de Emax obtidos em preparações de anéis 
de aorta de ratos Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol mediante o bloqueio 
da enzima óxido nítrico sintase com L-NAME (100µM) ou bloqueio da enzima 
guanilato ciclase com ODQ (10µM). Os dados são apresentados em percentual de 
redução da contração máxima obtida com a Phe (Emax) e em percentual de inibição 
do relaxamento promovido pelo antagonista. 

 

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 41,90 ± 1,99 ---- 91,86 ± 1,31 ---- 

+ L-Name 5,73 ± 1,55* 86,31 ± 3,71 44,42 ± 4,01# 50,88 ± 5,27 

+ ODQ 7,11 ± 1,37* 81,21 ± 3,31 46,51 ± 4,51# 49,84 ± 5,99 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
* P < 0,05 quando comparado à estrona na ausência do inibidor. 
# P < 0,05 quando comparado ao 17β-estradiol na ausência do inibidor. 
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5.8. Avaliação da participação de prostanóides vasodilatadores no efeito 

vasorelaxante promovido pela estrona  

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1µM), a 

pré-incubação com indometacina (10µM), não inibiu o vasorelaxamento induzido 

pela estrona (Emax = 40,92 ± 4,35%) (Figura 10A) ou pelo 17β-estradiol (Emax = 78,76 

± 11,55%) (Figura 10B). 

 

Figura 10: Vasorelaxamento produzido pela estrona (A) ou pelo 17β-estradiol (B) 

(0,1 - 100 µM) na ausência ou na presença de indometacina (inibidor da COX – 10 

µM) em preparações aórticas com endotélio intacto previamente contraídas com Phe 

(1µM). Os valores estão representados como média ± epm de 5-7 preparações por 

grupo. 
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Tabela 8 – Valores do Emax obtidos em preparações de anéis de aorta de ratos 
Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na presença do inibidor 
de prostanóides vasodilatadores Indometacina (10µM). Os dados são apresentados 
em percentual de redução da contração máxima obtida com a Phe (Emax). 

 

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 41,06 ± 1,73 ---- 88,21 ± 7,89 ---- 

+ Indometacina 40,92 ± 9,36 ---- 78,76 ± 11,55 ---- 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
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5.9. Avaliação da participação de canais de potássio no efeito vasorelaxante 

promovido pela estrona  

Em anéis de aorta com endotélio intacto pré-contraídos com Phe (1µM), a 

incubação com TEA (1mM) não alterou significativamente o vasorelaxamento 

induzido pela estrona  (Emax =  45,53 ± 4,34% - Figura 11A) ou pelo 17β-estradiol 

(Emax = 84,86 ± 4,08% - Figura 11B). 

 

Figura 11: Vasorelaxamento produzido pela estrona ou pelo 17β-estradiol (0,1 - 100 

µM) na ausência ou na presença de TEA (bloqueador não seletivo de canal de 

potássio – 1 mM) em preparações aórticas com endotélio intacto previamente 

contraídas com Phe (1µM). Os valores estão representados como média ± epm de 

5-7 preparações por grupo. 
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Tabela 9 – Valores do Emax obtidos em preparações de anéis de aorta de ratos 
Wistar com a estrona ou com o 17β-estradiol na ausência e na presença do inibidor 
de canais de potássio TEA (1mM). Os dados são apresentados em percentual de 
redução da contração máxima obtida com a Phe (Emax). 

 

 Estrona 17β-estradiol 

 Emax (%) Inibição (%) Emax (%) Inibição (%) 

Sem Inibidor 41,84 ± 3,13 ---- 95,37 ± 3,53 ---- 

+ TEA 45,53 ± 4,34 ---- 84,86 ± 4,08 ---- 

Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 preparações por grupo. 
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6. Discussão 

Este estudo buscou contribuir na elucidação dos efeitos vasculares da 

estrona, colaborando na compreensão de sua ação não-genômica visto que este 

hormônio é o componente majoritário do Premarin®, uma alternativa medicamentosa 

natural utilizada rotineiramente na clínica, sendo um dos medicamentos mais 

prescrito para tratamento dos sintomas advindos com a menopausa (11, 19, 51, 62).  

Como hormônio comparativo do presente estudo, foi utilizado o 17-estradiol, 

estrogênio também presente no Premarin® que é utilizado em outros estudos como 

padrão, pois seus efeitos vasculares são mais estudados e melhor compreendidos 

(19, 63-66).  

Na avaliação dos efeitos vasculares da estrona foi verificado que o efeito 

vasorelaxante promovido por este hormônio em aorta torácica de ratos é do tipo 

agudo, sendo este efeito dependente do endotélio envolvendo a ativação do ER que 

posteriormente ativa a PI3K e o complexo Ca2+-CaM. Foi visto ainda que estas vias 

estão relacionados com ativação da eNOS, culminando então na formação do óxido 

nítrico (NO) que ativa a guanilato ciclase (GC) e por sua vez converte GTP em 

GMPc, responsável pelo relaxamento vascular. 

A ação da estrona ou do 17-estradiol foram avaliados pela eficácia do efeito, 

sendo os resultados apresentados pelo percentual de relaxamento máximo (Emax). 

Nas condições experimentais deste estudo, a estrona mostrou possuir efeito 

vasorelaxante, no entanto este efeito foi menos intenso que aquele promovido pelo 

17-estradiol (Figura 3A). Foi visto ainda que a remoção mecânica do endotélio e 

posterior curva de concentração efeito (CCE) para o 17β-estradiol fez com que fosse 

visto um efeito independente do endotélio para este hormônio, efeito este que foi 

menor em relação ao promovido na presença do endotélio, e que se difere do 

mecanismo apresentado pela estrona, a qual não mostrou relaxamento significativo 

na ausência do endotélio (Figura 3B). 

Filgueira (2012) avaliou o efeito vasorelaxante da estrona em artérias 

mesentéricas de ratas, comparando seus efeitos aos promovidos pelo 17β-estradiol. 

Ainda investigando o efeito relaxante promovidos pela estrona, Teoh et al. (2009) 

avaliaram a resposta relaxante em artérias coronárias de porcos. Estes autores, 

embora não tenham avaliado os mecanismos envolvidos na ação vascular direta da 
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estrona, demonstraram que ela apresentou um efeito vasodilatador, mas que o efeito 

de aumentar a resposta vasodilatadora e diminuir a resposta contrátil a diferentes 

agentes farmacológicos era maior com o 17β-estradiol. No estudo de Filgueira 

(2012), o efeito vasorelaxante promovido pela estrona foi de 41% e do 17β-estradiol 

de 93%, estes achados mostram semelhança com os presentes resultados onde a 

estrona apresentou relaxamento de 42% e o 17β-estradiol de 94% (Tabela 1). Em 

acréscimo, os dados obtidos por Teoh et al. (2009) mostraram relaxamento de 34% 

para estrona e de 100% para o 17β-estradiol, corroborando também como os dados 

do presente estudo. Deste modo, sugere-se que a ação vascular apresentada por 

este hormônio ocorre independente da preparação vascular, espécie animal e/ou 

gênero, porém a estrona apresenta eficácia inferior à do 17β-estradiol.  

Os compostos presentes no Premarin® são biologicamente ativos e podem 

interagir com os ER´s, receptores estes que estão presentes nos vasos sanguíneos 

(54, 56, 67, 68). Diante disso, é de grande importância ressaltar estudos prévios 

demonstrando que o 17β-estradiol é capaz de promover diferentes respostas por 

mecanismos dependentes dos ER´s, incluindo o fato de que este hormônio é capaz 

de modular o sistema vascular (69, 70). Com base nestas evidências, o presente 

trabalho investigou a capacidade da estrona em promover vasodilatação por vias 

dependentes do ER, visto que está bem caracterizado a ação do 17β-estradiol neste 

receptor. Os resultados demonstraram que a incubação prévia com o antagonista 

dos ER´s (ICI 182,780) e posterior administração aguda da estrona em aorta 

torácica de ratos, foi capaz de antagonizar o efeito vasorelaxante promovido por este 

hormônio (Figura 4). Adicionalmente, percebe-se semelhança na porcentagem de 

inibição quando se compara o antagonismo promovido pela estrona e pelo 17β-

estradiol, mostrando consistentemente a participação dos ER´s nos efeitos 

promovidos pelos estrogênios testados. Diante destes resultados, os experimentos 

posteriores foram realizados mediante a investigação de vias de sinalização 

dependentes dos ER´s. 

Conforme comentado anteriormente, os receptores clássicos são capazes de 

modular a maior parte dos efeitos biológicos promovidos pelos estrogênios, no 

entanto existem outros receptores capazes de modular os efeitos dos hormônios 

estrogênicos. Neste sentido, foi visto na literatura relatos que mostram a ação do 

17β-estradiol em diversos órgãos mediante a ação do GPER/GPR30 (54), no 



39 
 

 
 

entanto já era evidenciado que em aorta torácica de ratos, este hormônio não 

promove seu efeito vasorelaxante mediante a ação neste receptor (71). Este 

receptor é uma descoberta relativamente recente, que inclusive abriu uma nova linha 

para avaliação do mecanismo de ação vascular dos hormônios sexuais femininos. 

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que o antagonista do GPER G-

15, não interferiu no vasorelaxamento promovido pela estrona (Figura 5), 

demonstrando que este receptor não participa dos efeitos promovidos pela estrona, 

resultados semelhantes aos encontrados com o 17β-estradiol. Com isso, foi 

demonstrado pela primeira vez que o efeito vasorelaxante promovido pela estrona é 

independente deste receptor, e ainda, confirmado os achados de Seok et al. (2012) 

quanto ao efeito promovido pelo 17β-estradiol.  

Dentre as vias de sinalização que promovem relaxamento vascular mediado 

pelo ER, por mecanismos dependentes do endotélio, está a via da PI3K, que após 

receber o sinal iniciado na membrana com a ligação do 17β-estradiol é ativada e 

desencadeia uma cascata de sinais (72). A participação desta via de sinalização no 

efeito vasorelaxante induzido pela estrona foi avaliada utilizando o Wortmannin, um 

antagonista da PI3K. Os resultados mostraram que esta via de sinalização está 

envolvida na vasodilatação promovida pela estrona (Figura 6A), semelhante ao 

observado com o 17β-estradiol (Figura 6B). A importância desta via se deve ao fato 

dela ser capaz de ativar a eNOS, enzima responsável pela transformação de L-

arginina em NO, e que de acordo com os trabalho de White et al. (2002), o 

estrogênio é capaz de aumentar a intensidade de fluorescência induzida pelo NO em 

cultura de células musculares lisas, portanto aumentar a produção de NO. Sendo 

assim, a elucidação desta via pode proporcionar um mecanismo para explicar o 

efeito relaxante da estrona por meio de um mecanismo dependente do endotélio 

envolvendo a formação do NO. 

Outro mecanismo responsável pela ativação da eNOS através do ER é o 

complexo Ca2+-CaM, uma vez que a ação do agonista no ER faz com que seja 

formado o inositol trifosfato, o qual estimula a liberação do Ca2+ no retículo 

endoplasmático, aumentando assim a concentração de cálcio intracelular que ao 

ligar à CaM formam o complexo Ca2+-CaM (30). A participação deste complexo no 

efeito vasorelaxante induzido pela estrona foi avaliada com o uso do Calmidazolium, 

um antagonista da CaM. Assim, foi mostrado que este complexo tem participação no 
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vasorelaxamento promovido pela estrona (Figura 7), semelhante ao que observamos 

com o 17β-estradiol. Desta forma mostramos que o cálcio está envolvido no 

vasorelaxamento promovido pela estrona ou pelo 17β-estradiol, através de sua 

ligação com a CaM, formando o complexo Ca2+-CaM, que juntamente com a PI3K 

contribui na elucidação do mecanismos celulares envolvidos no vasorelaxamento 

promovido por estes hormônios. 

A ativação da via p38MAPK é sugerida como uma via crucial em mecanismos 

de proteção contra eventos cardiovasculares (73-75), como é o caso do 17β-

estradiol endógeno que tem o potencial de ativar p38MAPK, via envolvida na 

diferenciação, proliferação, migração e fibrinólise. Para avaliar o envolvimento desta 

via de sinalização no efeito vasorelaxante promovido pela estrona foi utilizado o 

inibidor SB 203580, entretanto nenhum efeito inibitório foi observado (Figura 8A). 

Semelhantemente, o 17β-estradiol também não teve seu efeito vasorelaxante 

afetado (Figura 8B). Os resultados encontrados com este inibidor mostram que em 

aorta torácica de ratos machos o vasorelaxamento promovido pela estrona ou pelo 

17β-estradiol não envolve a via p38MAPK. 

Sellés et al. (2005) mostrou que o tratamento “in vitro” com estrona  em ratas, 

aumentou significativamente a produção de NO através da estimulação da NOS, 

efeito similar ao que o mesmo grupo havia demonstrado fazendo o tratamento com 

17β-estradiol (76, 77). Estes achados amparam os resultados encontrados no 

presente estudo, onde através da reatividade vascular foi visto que a incubação 

prévia da preparação com L-NAME inibiu o relaxamento vascular promovido pela 

estrona (Figura 9A). Desta forma, foi evidenciado que a resposta vascular direta da 

estrona envolve a produção de NO. Posteriormente com o inibidor ODQ (antagonista 

da GC), foi verificado a capacidade da estrona em mediar a produção GMPc, sendo  

que o relaxamento anteriormente visto na ausência do inibidor foi antagonizado, 

percebendo então que após a formação do NO, este se difunde no músculo liso 

vascular e promove a ativação da GC, a responsável pela conversão de GTP em 

GMPc. 

Quando se compara o efeito promovido pelo 17β-estradiol percebe-se que os 

resultados deste estudo corroboram com os achados de Selles et al. (2001), uma 

vez que a incubação com L-NAME/ODQ influencia no efeito relaxante promovido 

pelo 17β-estradiol (Figura 9B), mas que diferentemente da estrona, o antagonismo é 
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apenas parcial, mostrando que a via inibida é aquela dependente do endotélio 

(Tabela 1). Com isso percebe-se que apesar de ser utilizado ratos machos e os 

protocolos do presente estudo avaliarem o efeito vascular direto, ao passo que nos 

estudos citados anteriormente terem utilizado fêmeas e avaliarem somente a 

produção de NO, a estrona é capaz de estimular a produção de NO em ambos.  

Além do NO, outro responsável por promover ação através da ligação dos 

estrogênios aos ER´s são os prostanóides vasodilatadores, sendo evidenciada a 

liberação PGI2, portanto outra via responsável pelos mecanismos de ação dos 

estrogênios através deste receptor (77). Para avaliar a participação de PGI2 no 

relaxamento vascular induzido pela estrona, preparações de aorta torácica foram 

previamente incubadas com indometacina, uma vez que este inibidor fará com que 

seja antagonizada a COX e consequentemente seja inibida a formação de PGI2. Nas 

condições experimentais deste estudo, a indometacina não modificou o efeito 

vasodilatador promovido pela estrona ou pelo 17β-estradiol (Figura 10), sugerindo 

ausência de participação desta via no efeito induzido por estes hormônios. As 

diferenças encontradas entre os resultados de Selles et al. (2005) e aqueles obtidos 

neste trabalho, podem ser explicados pela diferença sexual, bem como pela técnica 

experimental utilizada, uma vez que há evidencias de uma garantia da manutenção 

do tônus vascular através de inter-relação complexa e bem integrada dos 

prostanóides vasodilatadores e o NO, podendo também ocorrer como mecanismo 

compensatório que é ativado quando a expressão ou atividade de um dos 

mediadores está diminuída. 

Outro mediador em que pode promover vasodilatação são os canais de 

potássio, sendo demonstrado que os estrogênios atuam promovendo a abertura 

destes canais e hiperpolarizando o músculo liso através do aumento da condutância 

ao cálcio (78). A partir destas evidências, foi descoberto que a resposta 

vasorelaxante do 17β-estradiol em artérias de porcos, artérias uterinas de ovelhas e 

artéria mesentérica de ratos envolve canais de K+ (45, 79, 80). Entretanto, no 

presente estudo, foi demonstrado que o efeito da estrona não está relacionado com 

aumento do efluxo de K+ através de canais voltagem dependente, uma vez que o 

bloqueio destes canais de K+ com TEA (bloqueador inespecífico destes canais) não 

alterou o efeito vasorelaxante promovido pela estrona (Figura 11). Os mesmos 

resultados foram observados com o 17β-estradiol, novamente indicando mecanismo 
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de ação semelhante para ambos os hormônios. Apesar dos resultados 

demonstrados com o 17β-estradiol serem divergentes daqueles relatados 

anteriormente, são amparados pelos resultados de Filgueira (2012), que em artéria 

mesentérica de ratas que também demonstrou ausência de efeito com TEA, deste 

modo, o presente achado mostra o efeito deste hormônio em outro modelo animal 

e/ou diferente tipo de preparação, evidenciando que em aorta torácica de ratos os 

canais de potássio dependentes de voltagem não estão envolvidos no efeito 

vasorelaxante da estrona e do 17β-estradiol.  

Os dados aqui apresentados demonstram pela primeira vez, o mecanismo de 

ação vascular da estrona através da reatividade vascular, um método funcional e 

clássico da farmacologia. Além disso, foi elucidado o efeito vascular e o mecanismo 

de ação do componente majoritário do Premarin®, a estrona. Assim, tem-se a 

oportunidade de acrescentar a estrona como estrogênio conjugado equino (CEE) 

capaz de promover efeito vasorelaxante em aorta torácica de ratos. Diante da 

relevância e controvérsias a respeito dos efeitos benéficos promovidos pelos CEE´s, 

os presentes resultados contribuem para elucidação do mecanismo de ação 

vascular de mais um componente desta preparação, oferecendo novas descobertas 

e perspectivas sobre o efeito vascular dos estrogênios. 

É importante mencionar que o efeito promovido pelo 17β-estradiol foi 

semelhante ao induzido pela estrona. Confirmando diversos estudos no qual 

demonstraram que o efeito vasorelaxante promovido pelo 17β-estradiol envolve a 

ativação dos ER´s, sendo ainda evidenciado a participação deste hormônio nas vias 

PI3K, Ca2+-CaM e NO/GPMc (69, 70, 72, 76). 
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7. Conclusões 

 

 A estrona possui efeito vasorelaxante sobre a musculatura lisa vascular de 

aorta torácica de ratos Wistar. 

 

 O efeito vasorelaxante da estrona é dependente do endotélio. 

 
 O efeito vasorelaxante da estrona está relacionado aos receptores de 

estrogênios e envolve a participação da via NO/GMPc. 

 
 A participação da via NO/GMPc envolve os mediadores PI3K e Ca2+-CaM. 

 
Em relação ao 17β-estradiol: 

 
 A eficácia do efeito vasorelaxante da estrona em aorta torácica de ratos é 

inferior. 

 

 A estrona não possui efeito independente de endotélio. 

 
 Os mecanismos envolvidos no efeito vasorelaxante dependente de endotélio 

são semelhantes. 
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