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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdao uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em mulheres na pos-menopausa devido a auséncia do papel
cardioprotetor do estrogénio. A deficiéncia estrogénica esta relacionada com a
disfuncdo endotelial e ao aumento do estresso oxidativo. A0 mesmo tempo,
trabalhos demonstram que o bloqueio de receptores de mineralocorticoides
reduz o estresse oxidativo presente em algumas doencas cardiovasculares, em
modelo animal. Assim 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do bloqueio
de receptores MR sobre a funcdo vascular de artérias de condutancia e
resisténcia isoladas de ratas ovariectomizadas, com foco na biodisponibilidade
de NO e estresse oxidativo. Os animais foram separados em 4 grupos
experimentais: Sham e Ovx, tratadas com veiculo carboximetilcelulose (0,5%
administrado 0,3ml via gavagem); Sham Espiro e Ovx Espiro, tratados com
espironolactona (80 mg/Kg dissolvida em carboximetilcelulose, via gavagem).
Todos os protocolos de tratamento foram mantidos por 8 semanas. Foram
realizadas medidas de pressdo arterial em animais anestesiados ao final do
experimento e a fungdo vascular foi investigada através de estudos de
reatividade vascular in vitro em segmentos de aorta e terceiro ramo da artéria
mesentérica. Ao final do tratamento, verificamos que nao houve alteracdo da
pressdo arterial em entre 0s grupos experimentais. Quanto a reatividade, o
tratamento reduziu a resposta contratii a fenilefrina em anéis de aorta,
melhorou o relaxamento induzido pela acetilcolina e ndo afetou o relaxamento
ao nitroprussiato de sédio. No entanto, ndo observou-se diferenca entre os
parametros analisados em artérias mesentéricas. A remocao do endotélio e a
pré-incubacdo com L-NAME (100 uM), deslocaram a curva concentracao-
resposta a fenilefrina para a esquerda, no entanto, essa resposta foi de maior
magnitude em aorta de ratas sham quando comparada a ovx. O tratamento
com bloqueador de MR igualou a curva concentracéo-resposta a fenilefrina em
aorta isolada de ratas ovx com aquelas obtidas de ratas sham, sugerindo uma
melhora da biodisponibilidade de NO em ratas com deficiéncia estrogénica. Em
artérias mesentérica, ndo foi encontrada diferenca nas curvas concentracao-
resposta a fenilefrina, entre os grupos experimentais. A incubacdo com tiron (1

mM), promoveu reducdo da resposta a fenilefrina que foi maior em aorta de



ratas ovx, sugerindo maior liberacdo de espécies reativas de oxigénio. A
incubacdo com apocinina (30 uM) e catalase (1000 U-mL™), reduziu a resposta
constritora a fenilefrina somente em aorta isolada de ratas ovx. O tratamento
com blogueador de MR ndo modificou as curva concentracao-resposta a
fenilefrina na presenca de tiron, apocinina e catalase, em aorta isolada de ratas
ovx, sugerindo uma reducdo do estresse oxidativo em ratas com deficiéncia
estrogénica. Em anéis de mesentéricas o tiron, apocinina e a catalase ndo
alteraram a reatividade vascular em nenhum dos grupos. A indometacina (10
MM) promoveu redugao da resposta contratil a fenilefrina em aorta de ambos
0s grupos. No entanto, a magnitude deste efeito foi maior em aorta isolada de
ratas ovx, sugerindo maior liberacdo de prostandides constrictores. O
tratamento com bloqueador de MR, no entanto, aboliu esses efeitos. Na
mesentérica a resposta maxima a fenilefrina foi reduzida no grupo sham apos
incubacdo com indometacina, o qual foi restaurada apds tratamento com
espironolactona. Por outro lado, o grupo ovx, ndo houve nenhuma alteracao na
resposta contratil. O tratamento com espironolactona reduziu, em aorta, a
producdo basal de anion superoxido, promoveu reducéo da expressao proteica
vascular da gp91°"*, NOX4 e SOD, além de reducéo dos niveis plasmaticos de
malondialdeido em ratas sham e ovx. Em conclusdo, 0os nossos resultados
sugerem que a reducdo dos niveis de estrogénio com consequentemente
aumento de ROS e reducédo da biodisponibilidade de NO em aorta, atuam em
conjunto para produzir as alteracdes vasculares, 0s quais séo revertidos apés
tratamento com bloqueador de MR.

Palavras-chave: Ovariectomia, Estresse oxidativo, Reatividade vascular,

Aorta, Mesentérica, Espironolactona.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are one of the major causes of morbidity and mortality
in postmenopausal women who lack the cardioprotective role of estrogen.
Estrogen deficiency is related to endothelial dysfunction and increased oxidative
stress. At the same time, studies show that the blockade of MR receptors
reduces the oxidative stress present in some cardiovascular diseases, in an
animal model. Thus the objective of this study was to evaluate the effect of MR
receptor blockade on the vascular function of conductance and resistance
arteries isolated from ovariectomized rats, focusing on NO bioavailability and
oxidative stress. Thus, the animals were separated into 4 experimental groups:
Sham and Ovx, treated with vehicle carboxymethylcellulose (0.5% administered
0.3 ml via gavage); Sham Spiro and Ovx Spiro, treated with spironolactone (80
mg / kg dissolved in carboxymethylcellulose, via gavage). All treatment
protocols were maintained for 8 weeks. Blood pressure measurements were
performed in anesthetized animals and vascular function was investigated
through in vitro vascular reactivity studies in segments of the aorta and third
branch of the mesenteric artery. At the end of the treatment, we verified that
there was no alteration of the blood pressure in ovx rats when compared to the
sham group, and the treatment with spironolactone did not modify this
parameter. As for reactivity, the treatment reduced the contractile response to
phenylephrine in aortic rings, improved acetylcholine-induced relaxation and did
not affect relaxation to sodium nitroprusside. However, in mesenteric arteries
none of these parameters were altered when compared to ovx and sham rats,
both in the absence or presence of spironolactone treatment. Removal of the
endothelium and preincubation with L-NAME (100 pM) shifted the
concentration-response curve to phenylephrine to the left, however, this
response was of greater magnitude in the aorta of sham rats when compared to
ovX. MR blocker treatment equaled the concentration-response curve to aorta
phenylephrine isolated from ovx rats with those obtained from sham rats,
suggesting an improvement in NO bioavailability in estrogen deficient rats. In
mesenteric arteries, no difference was found in the concentration-response
curves to phenylephrine, between ovx and sham rats, in the presence or

absence of MR blocker. Incubation with thiram (1 mM) promoted reduction of



the response to phenylephrine that was higher in the aorta of ovx rats,
suggesting greater release of reactive oxygen species. Incubation with apocynin
(30 uM) and catalase (1000 U - mL-1) reduced the concomitant response to
phenylephrine only in the aorta isolated from ovx rats. Treatment with MR
blocker did not modify the concentration-response curve to phenylephrine in the
presence of thyroxine, apocynin and catalase in aorta isolated from ovine rats,
suggesting a reduction of oxidative stress in estrogen deficient rats. In
mesenteric rings, tiron, apocynin and catalase did not alter vascular reactivity in
either group. Indomethacin (10 uM) significantly reduced the contractile
response to phenylephrine in the aorta of both groups. However, the magnitude
of this effect was higher in the isolated aorta of ovx rats suggesting greater
release of constrictor prostanoids. Treatment with MR blocker, however,
abolished these effects. In mesenteric the maximal response to phenylephrine
was reduced in the sham group after incubation with indomethacin, which was
restored after treatment with spironolactone. As for the ovx group, there was no
change in the contractile response. Treatment with spironolactone reduced the
basal production of superoxide anion in the aorta and promoted reduction of
vascular protein expression of gp91phox, NOX4 and SOD, as well as reduction
of plasma levels of malondialdehyde in sham and ovx rats. In conclusion, our
results suggest that the reduction of estrogen levels with consequent increase
of ROS and reduction of the bioavailability of NO in the aorta act together to
produce the vascular alterations, which are reversed after treatment with MR
blocker.

Key words: Ovariectomy, Oxidative stress, Vascular reactivity, Aorta,

Mesenteric, Spironolactone.
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1. INTRODUCAO

1.1ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio vascular possui uma Unica camada celular que reveste a superficie
luminal de todos os vasos sanguineos, constitui uma interface ativa, situada
entre a circulagdo e o restante da parede vascular. O endotélio controla a
permeabilidade vascular, regulando o trdfego de moléculas nas células.
(RUBANYI, 1993)

Desde 1980, o endotélio deixou de ser apenas uma barreira entre 0 sangue e a
parede vascular (FURCHGOTT AND ZAWADZKI, 1980) passando a ser
considerado um orgdo endocrino, com capacidade de modular a motricidade
vascular, a coagulacdo sanguinea, o crescimento e a proliferacdo vascular.
(RUBANYI, 1993)

O endotélio serve tanto como uma barreira semi-permeavel, quanto funcédo de
ser um regulador do ténus vascular, por liberar e sintetizar varias substancias
vasoativas:  vasodilatadores  (6xido  nitrico, prostaciclina,  fatores
hiperpolarizantes derivado do endotélio), vasoconstritores (endotelina,
angiotensina Il, tromboxano A2, prostaglandinas, peréxido de hidrogénio (H.O5)
e radicais livres) (MONCADA et al.,1994; FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980;
PALMER et al., 1987; FELETOU & VONHOUTTE, 1988; RUBANYI &
VANHOUTTE, 1986; KIFOR & DZAU 1987; YANAGISWA et al.,, 1988;
FROLICH & FORSTERMANN, 1989; VANHOUTTE, 1993). (Figura 1)

Dentre as substancias vasodilatadoras, o 6xido Nitrico (NO), maior regulador
do ténus vascular, € sintetizado principalmente pela Oxido nitico sintase
endotelial (eNOS) no sistema vascular (MALINSKI et al., 1993; HAKIM et al.,
1996; FELS et al., 2010). Apds sua sintese no endotélio, o NO difunde-se para
o0 musculo liso vascular,ativa a enzima guanilato ciclase (GC) que medeia a
formacédo do 3,5 — monofosfato ciclico de guanosina (cGMP). O GMPc ativa a
proteina cinase G (PKG) que fosforila diversas proteinas, reduzindo a

sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio, que por fim, induz o
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relaxamento vascular. (FORSTERMANN AND MUNZEL, 2006; FELS et al.,
2010).

A PKG ativa canais para K* dependentes de Ca*?, inibindo assim a entrada de
Ca'? do contetido extracelular pelos canais de célcio dependentes de voltagem,
hiperpolarizando a membrana. Esses mecanismos contribuem para a
diminuicido da Ca*? intracelular, e consequentemente o relaxamento do
musculo liso vascular (MONCADA et al., 1991., CANNON lll., 1998; LINCOLN
et al., 2001;TRIGGLE et al., 2003 ).
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Figura 1: Fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio e sua acéo
no musculo liso vascular. Fatores vasodilatadores: 6xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Fatores vasoconstntores: endotelina | (ET-
), angiotensina Il (Angio Il), tromboxano A2 e prostaglandina H2 (TXA2 e PGH2). Espécies
reativas do oxigénio: anion superéxido (02 -), peréxido nitrito (OONO-) e radical hidroxila (OH-).
L-ARG: L-arginina; COX: ciclooxigenase; ECA: enzima conversara de angiotensina; ROC:
canais para célcio operados por receptor; RS: reticulo sarcoplasmaético; PIP2: fosfatidilinositol

bifosfato; PLC: fosfolipase C; IP): inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol. (Adaptado Margarida,
2005).



24

A producao e a funcdo diminuidas do 6xido nitrico derivado do endotélio e de
outros fatores vasoprotetores e/ ou a producao exagerada de proinflamatorios e
vasoconstritores levam eventualmente a disfuncéo endotelial (WONG, 2010).

1.2 DISFUNCAO ENDOTELIAL

A disfuncdo endotelial & considerada um marcador de doenca vascular e
desempenha um papel importante no inicio e progressado de eventos clinicos.
(BONETTI et al, 2003; WIDLANSKY et al, 2003; JABLONSKI et al, 2013;
DICKINSON et al, 2009; SEALS et al, 2011).

A disfuncdo endotelial envolve varios mecanismos, dentre os quais destacam-
se: 1) diminuicdo da liberacdo de fatores de relaxamento derivados do
endotélio: NO, EDHF e/ou prostaciclina; 2) diminuicdo da biodisponibilidade
desses fatores, principalmente NO, por inativagcdo oxidativa; 3) disfungdo nas
vias de transducdo dos sinais dos fatores de relaxamento endoteliais; 4)
diminuicdo da sensibilidade da musculatura lisa vascular aos fatores de
relaxamento; 5) aumento da producao de fatores de contracdo produzidos pelo
endotélio: endotelina-1, PGH2, tromboxano A2, e/ ou &anions superédxido
(BATLOUNI, 2001).

1.2.1 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO’s)

O estresse oxidativo € a condicdo que envolve um aumento na producdo das
espécies reativas de oxigénio, na qual ha uma incapacidade das enzimas
antioxidantes de controlarem essa producéo, levando também desequilibrio na
biodisponibilidade do sistema enzimatico (PARAVICINI, 2008).

As ERO's sdo geradas durante o metabolismo de oxigénio e sao altamente
reativas podendo tanto retirar elétrons, doar elétrons ou reagir com outras
moléculas (SZASZ et al., 2007). Compreende dois grupos moleculares: 1)
radicais livres tais como anion superoxido (O,"), hidroxila (OH), e éxido nitrico
(NO) e 2) sem radicais de oxigénio atdbmico (O,), peréxido de hidrogénio

(H,0,), acido hipocloroso (HOCI), peroxido nitrito (ONOQO™) e hidroperdxidos
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lipidicos (LOOH); que sdo mais estaveis e tém maior meia-vida do que radicais

livres.

No estresse oxidativo, quantidades significativas de &anion superoxido O
podem reagir com o NO formando peroxinitrito (ONOO~”) (RUBANY,1986), que
atua como radical livre. Em consequéncia, diminui a biodisponibilidade de NO
endotelial e seu efeito vasodilatador, além de manifestar um efeito
vasoconstritor e deletérios do O™, e ONOO (AUCH-SCHWELK et al.,1989).

Uma das maiores fontes de geracdo de EROs, especialmente O™, nos vasos
sanguineos é a enzima NADPHoxidase que esta presente em vasos
sanguineos. As células endoteliais expressam as subunidades NOX-2, NOX-4
e NOX-5, as células musculares lisas expressam NOX-1, NOX-4 e NOX-5 e
macrofagos e mondcitos fundamentalmente NOX-2. Atualmente considera-se
gue NOX-1 e NOX-2 podem ser as principais subunidades que contribuem para
0 estresse oxidativo vascular nas enfermidades cardiovasculares
(DRUMMOND et al., 2011) (Figura 2)
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Figura 2 — Representacdo esquemética das isoformas da NADPH oxidase na parede do
vaso sanguineo. A) A localizacao celular (células endoteliais, célula do musculo liso vascular,
fibroblastos, macréfagos e células T) Isoformas da NADPH oxidase (NOX-1, NOX-2, NOX-4 e

NOX-5) através da sec¢éo transversal de uma artéria; B) Diagrama esquemaético de uma célula
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hipotética na qual todas as isoformas da NADPH oxidase (comecando com NOX-1 na coluna a
esquerda e finalizando com NOX-5 na coluna a direita e suas possiveis localizacdes
intracelulares) (DRUMMOND et al., 2011).

O adequado equilibrio entre a geracéo e a inativacdo das EROs é necessario
porque esses radicais modulam a funcdo vascular. Na presenca de
desequilibrio, com prevaléncia de formacdo de EROs, pode ocorrer ativacdo de
vias de sinalizacdo intracelulares que provocam a proliferacdo celular
descontrolada, remodelamento vascular, processo inflamatério e alteracdo no
tbnus vascular (SZASZ et al., 2007).

1.2.2 PROSTANOIDES

Os principais prostandides sao: Prostaglandina E2 (PGEZ2), Prostaciclina
(PGI2), Prostaglandina D2 (PGD2), Prostaglandina F2a (PGF2a), e
Tromboxano A2. Eles sdo produzidos por praticamente todos os tecidos,
podem atuar de maneira paracrina ou autocrina para manter a homeostase
corporal. Durante uma inflamacéao, tanto o nivel, como o perfil de prostandides
secretados alteram significativamente (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011).

A producédo dos prostandides depende da atividade de enzimas denominadas
prostaglandinas G/H sintases, ou simplesmente, ciclooxigenases (COX) que
exibem atividade bifuncional de ciclooxigenase, e de peroxidase (DAVIDGE ST,
2001).

Existem duas principais isoformas da COX, a COX-1, e a COX-2. A COX-1, é
considerada a isoforma constitutiva, € expressa em muitos tecidos, sintetiza
pequenas quantidades de PGs, e tem como principal fungdo a manutencéo das
funcbes fisiologicas; jA& COX-2 é conhecida por ser induzida em algumas
células por estimulos inflamatérios, horménios e fatores de crescimento, é uma
fonte de prostandides durante inflamacgéo, e em doencas proliferativas, como o
cancer (SMITH et al., 1996).



27

Ambas as enzimas podem contribuir em processos homeostaticos, e em
processos inflamatérios (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). Quando
secretados pelas células que os sintetizam, os prostandides exercem seus
efeitos via receptores especificos: TP para o TXA;; IP para a PGl,; FP para o
PGF,; DP1 ou DP2 para a PGD; e para a PGE; sdo descritos 4 subtipos de
receptores denominados EP1 — EP4 (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011,
FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001)

Os receptores EP apresentam mecanismos distintos, relacionando-se de
acordo com a subunidade na qual o mesmo se encontra ligado a proteina G.
Sendo que, o grupo de receptores acoplados a proteina Gs (IP, DP, EP4, EP2)
promove ativacdo da adenilato cliclase, aumento do AMPc e consequente
relaxamento do mdasculo liso vascular. Ja os receptores EP1, FP e TP
encontram-se acoplados a proteina Gq, e quando sao estimulados controlam o
aumento da [Ca®']i e assim promovem vasoconstricdo (RICCIOTTI &
FITZGERALD, 2011;FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001).

Além dos efeitos descritos acima, um estudo recente demonstrou que produtos
derivados da COX-2 podem modular a producdo de ERQ’s, contribuindo para o
aumento do estresse oxidativo (MARTINEZ-REVELLES et al, 2013). Esses
fatores, associados, podem contribuir para a génese e/ou manutencdo de
diversas doencas cardiovasculares. Como ja é sabido, em mulheres, a
incidéncia de doencas cardiovasculares aumenta na pos-menopausa devido a
reducdo de estrogénio, o qual atua como protetor cardiovascular (FAUSTINO,
2013).

1.3 ESTROGENIO

Os estrogénios 17-B-estradiol, estriol, estrona, atuam sobre as células alvo
através de receptores (ERs) que pertencem a familia de fatores de transcricdo
nucleares. Nos mamiferos, ha dois tipos de receptores de estrogénio: ERa e
ERB (GUSTAFSSON, 2003; KATSU et al.,, 2013; HAWKINS E THOMAS,
2004).
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No sistema cardiovasculares, o estrogénio (E2) tem como efeito induzir o
relaxamento vascular através do aumento da expressao e atividade da (eNOS)
(MACRITCHIE et al., 1997; KLEINERT et al., 1998). O estrogénio, através de
seus receptores associados a membrana das células endoteliais estimula
agudamente a atividade da eNOS, através do mecanismo classico dependente
de célcio / calmodulina que envolve fosfatidilinositol 3-quinase / fosforilagéo
mediada por AKT na Serll77 (HAYNES et al, 2000; FLORIAN et al, 2004).
(Figura 3).

Figure 3- Mecanismo de ativacdo do Oxido Nitrico sintase pelo estrogénio em células
endoteliais e células musculares lisas. O estrogénio provoca a ativacdo rapida de 6xido nitrico
sintase (NOS) de uma forma que ndo requer transcricdo de novos genes. Nas células
endoteliais (por¢cdo superior da figura), isto provavelmente ocorre por uma ag¢do nova do
receptor de estrogénio a (ERa), o resultado é a rapida ativacdo da NOS endotelial
(MENDELSOHN, KARAS , 2016)

Esta acdo local aguda sobre a atividade da eNOS tem um efeito imediato sobre
o tébnus vascular (CHAMBLISS E SAUL, 2002; HAYNES et al,. 2003).Além
disso, o E2 estimula o aumento da biodisponibilidade do NO, pela diminui¢do
na producédo de derivados do endotélio como anion superoxido (GUETTA et al.,
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1997, WASSMANN et al., 2002), por reduzir a NAD(P)H-oxidase nas células
endoteliais (WAGNER et al.,2001).

O estrogénio possui outra funcdo importante no sistema cardiovascular,
conhecida por regular do sistema renina angiotensina, incluindo componentes
deste sistema, como a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e receptor
AT1 (SUMINO et al., 2003; GALLAGHER et al, 1999; SHENQY et al., 2009;
FRESHOUR et al., 2001).

Esse hormdnio parece nao agir diretamente na ECA, mas € sugerido que ele
reduz sua atividade por regular a sintese de mRNA desta enzima em nivel
tecidual (GALLAGHER et al., 1999).

A deficiéncia de estrogénio leva a regulacao positiva de AT1 e sua afinidade
aumentada para angio Il (NICKENIG et al, 1998).A angio Il tem um papel
importante na regulacdo cardiovascular, pois a mesma aumenta a atividade
NADPH oxidase e sua expressdo que esta associada com uma proteina menor
chamada p22°"* (AKKI et. al., 2009)

O receptor AT1, acoplado a proteina G, além disso, a outra proteina no qual ele
esta acoplado é a proteina Gq, no qual, quando estimulada, o efeito imediato &
ativar a fosfolipase C e assim ocorre a abertura de canais de céalcio (MEHTA,
GRIENDLING et al., 2007). Essa modulacao via proteinas G diminui os niveis
celulares de AMP ciclico, estimula as fosfolipases C,A; e D, aumenta a geracéo
de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e diaglicerol, aumentando a concentracédo de
calcio intracelular e estimulando a atividade da proteina quinase C (LEVENS et
al.,1992).

Atualmente, estudos mostram que o estrogénio também pode promover um up
regulation em receptores AT2 sistematicamente e na vasculatura renal
(ARMANDO et al., 2002). Esta acdo é bastante relevante para protecdo contra
as doencgas cardiovascular em mulheres pré-menopausa (PEPINE et al.,2006;
GRODSTEIN et al.,2000)
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A ativacdo do receptor AT2 medeiam efeitos benéficos no sistema
cardiovascular incluindo vasodilatagéo, antiproliferacdo e apoptose (DUSING,
2016).

Diante das funcBes que o estrogénio exerce sobre o sistema cardiovascular,
varias pesquisas apontam que a deficiéncia hormonal estd associada a
reducdo da vasodilatacdo, devido a uma disfungdo endotelial que resulta em
um aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares em mulheres na pos-
menopausa (HAMMES & LEVIN, 2007).

1.4 DEFICIENCIA DE ESTROGENIO

A menopausa é um periodo caracterizado pela perda gradual da funcéo
ovariana e da capacidade reprodutiva, chamado de hipoestrogenismo
(BECHLIOULIS et al., 2012). Entretanto, algumas mulheres podem apresentar
esta etapa de transicao de forma precoce, promovendo disfuncdo ovariana em
um periodo em que deveria estar em sua fase reprodutiva (BECHLIOULIS et
al., 2012).

A menopausa precoce pode ser espontanea, caracterizada pela reducédo do
namero de foliculos ovulatérios (CRAMER et al., 1995; HARLOW &
SIGNORELLO, 2000), ou pode ser de forma induzida devido a intervencdes
médicas, tais como, quimioterapia ou intervencBes cirargicas como
ooforectomia bilateral (SHUSTER et al., 2010).

A perda da funcdo ovariana pode ser um fator de risco especifico para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (STEVENSON, 2000). Essas
doencas incluem insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral
e hipertensao (THOM, 1989).

A hipertensao arterial sistémica (HAS) se caracteriza por ser uma condi¢cao
clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao
arterial (PA). A HAS esta associada a alteragbes funcionais e/ou estruturais

dos oOrgdos-alvo como o coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos, com
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consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo-fatais
(MANCIA et al., 2007; THIRD REPORT OF THE NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM, 2002).

A hipertensdo tem alta prevaléncia e baixas taxas de controle, € considerada
um dos principais fatores de risco (FR) modificAveis e um dos mais importantes
problemas de saude publica.(VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL,2010). No Brasil, HA atinge 32,5% (36 milhées) de
adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo para 50% das mortes por
doenca cardiovascular (DCV) (THOMOPOULOS, PARATI et al., 2014).

Quando comparado homens e mulheres em idade fértil a prevaléncia de
hipertensdo ndo é semelhante, niveis mais elevados sdo encontrados em
homens até 50 anos de idade quando comparado as mulheres, porém esse
quadro € revertido a partir da 5% década de vida (RECKELHOFF &
FORTEPIANI, 2004).

Assim, fica evidenciado que as doencas cardiovasculares em mulheres na pés
menopausa estdo associada a falta do estrogénio, mostrando que esse

horménio € um regulador do sistema renina angiotensina (SRA).

O SRA merece destaque por possuir componentes vasoativos, amplo espectro
de atuacéo, além de seu papel critico na regulacédo da PA e na homeostase de
sédio controlado pela aldosterona (UNGER, 2002)

1.5 ALDOSTERONA

A aldosterona, integra o sistema renina-angiotensina-aldosterona, € um
horménio esteroidal da familia mineralocorticéide, envolvido no equilibrio de
eletrolitos e controle da pressao arterial. A¢bes da aldosterona sdo mediadas
principalmente através de receptores mineralocorticéides (MR), que ativam
mecanismos gendmicos bem caracterizados. (HOLLENBERG et al., 2004;.
TOUYZ, et al., 2004; CALLERA et al., 2011;. BRIONES et al., 2012;. BRUDER-
NASCIMENTO et al., 2014).
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Esses efeitos gendmicos sdo caracterizados pela ligagdo do hormoénio ao
receptor mineralcorticéide. A aldosterona circulante no sangue liga-se a
proteinas plasmaticas e vai para o citoplasma, local onde a aldosterona liga-se
ao receptor MR. Esse complexo penetra no nucleo celular e se liga a
elementos especificos para a resposta hormonal atuando como um fator de
transcricdo e modulando a expressao de vérias proteinas envolvidas no
transporte de sodio. (LEITE et al., 2008).

Além de retencdo de sodio, a aldosterona também reduz a sensibilidade dos
barorreceptores, promove a fibrose do miocérdio, proliferagcéo de fibroblastos, e
alteracdes na expressao do canal de sédio (ROCCOE FANG, 2006). Sua acao
cronica leva a hipertrofia miocéardica, necrose de midcitos, fibrose e,

consequentemente remodelamento cardiaco (WEBER, 2001).

In vitro, a exposicdo prolongada a aldosterona diminui a concentracdo de
nitrito, e as concentracbes de GMPc celulares, e atenua a capacidade de
artérias mesentéricas de ratas a contrair (VIRDIS et al., 2002;. NAGATA et al.,
2006;. OBERLEITHNER et al., 2009). Portanto, a aldosterona tem acdes
importantes no sistema cardiovascular, que influenciam a reatividade vascular
e a remodelacdo, a funcdo endotelial e inflamatéria (HOLLENBERG et al.,
2004;. TOUYZ et al., 2004; CALLERA et al., 2011;. BRIONES et al., 2012;.
BRUDER-NASCIMENTO et al., 2014).

O mecanismo pelo qual os MR sdo envolvidos na funcdo vascular tem sido
estudada, e com isso seus mecanismos estdo comecando a ser elucidados
nesses ultimos anos. (MCCURLEY A, JAFFE 1Z, 2012).A aldosterona circula no
plasma podendo exercer seu efeito sobre vasos sanguineos por ativagédo de
seus receptores no endotélio e nas células do musculo liso (VSMCs)
(KORNEL, 1994) ou por efeitos independentes de seus receptores (CHRIST et
al.,1995).

Assim os efeitos vasculares da aldosterona se tornam complexos podendo

levar tanto respostas vasodilatadoras através do NO pelo endotélio e
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vasoconstricdo através do aumento calcio no musculo liso (NGUYEN,
JAISSER, 2012; UHRENHOLT et al, 2003; TODA et al., 2013) (Figura 4)

Os mecanismos pelos quais a aldosterona leva a diminuicdo do relaxamento
vascular depende do aumento da formacdo das ERO’s, fatores constritores
endoteliais, ativagdo do canal de calcio, e / ou ativacdo da liberacdo de
histamina de mastocitos.( SCHIJERNING et al. 2013; MARON et al., 2012).
Ela aumenta a producdo de ERO’s através da ativacdo das isoformas da
NADPH oxidase (NOX) (CALLERA et al.,2005; ZHANG et al., 2014).
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Figura 4: Efeito vascular da aldosterona. Aldosterona ativa MRs no endotélio e célula muscular
lisa. A sua resposta depende da exposicdo aguda ou crdnica da aldosterona. Adaptado
LYNGSO0,2016

Considerando que o aumento de aldosterona eleva o estresse oxidativo
vascular, através de mecanismos ja mencionados, a terapia com antagonistas
de MR reduz ou anula tal efeito (CALLERA et al.,2005; ZHANG et al., 2014),

sugerindo que a formacédo de ERO’s pode ser induzida pela aldosterona.
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Os antagonistas dos receptores MR tém sido utilizados como drogas anti-
hipertensivas na hipertenséo essencial (LEVY, 2004). Porém antagonista de
receptores mineralcorticoide como a espironolactona tem um efeito modesto
sobre a pressado arterial como monoterapia, sendo utilizada em adicdo com

outra droga em hipertenséao resistente (CHAPMAN, 2007)

Em contrapartida estudo de Martin-Fernandez e colaboradores em 2012
mostraram que o tratamento apenas com a espironolactona é capaz de reduzir
inflamacédo e oxidacdo produzidos pelo isoproterenol, apoiando o papel
principal dos mineralocorticoides em alteragbes cardiacas produzidas por

estimulacdo dos receptores B-adrenérgicos.

Outro grupo de pesquisadores mostraram que a espironolactona é capaz de
reduzir a deposicao de colageno apds ocluséo coronariana (MILL et al., 2003) e
de diminuir a rigidez do ventriculo esquerdo em grupo experimental de ratos

hipertensos adultos submetidos a dieta hiperssodica (BALDO et al., 2011).

Portanto, o bloqueio MR reduz a inflamacdo cardiaca, estresse oxidativo,
fibrose, remodelacdo, hipertrofia e melhora a funcdo cardiaca e vascular
(VIRDIS et al., 2002; CALLERA et. al., 2005, CALLERA et. al 2011; BROWN,
2013; VELMURUGAN et al., 2013;. ZHANG et al., 2014).Por conseguinte, 0
tratamento com espironolactona tem mostrado importante papel na melhora da
disfuncéo endotelial e aumento na biodisponibilidade de NO em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (FARQUHARSON E STRUTHERS, 2000).

Além disso, estudos mostram que inibidor de receptor mineralcorticéide
aumenta a producdo de NO, bem como a atividade de enzimas antioxidantes,
como a MnSOD e CuzZnSOD, nos macrofagos de pacientes com insuficiéncia
cardiaca (LABUZEK et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares sdo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em mulheres na pds-menopausa que possuem auséncia do papel

cardioprotetor do estrogénio.

Na populacdo em envelhecimento e em mulheres pds menopausadas que se
encontram em estado de deficiéncia de estrogénio natural, a prevaléncia da
hipertensdo é aumentada. (DUBEY et al.2005).

Embora o estrogénio traga beneficios vasculares, ensaios clinicos trouxeram
evidéncias de que a terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) na pds-menopausa
pode aumentar o risco de tromboembolismo e doencas cardiovasculares.
(HULLEY et al., 1998; HULLEY et al., 2002). Portanto considerando que a
deficiéncia estrogénica estd relacionada com a disfuncdo endotelial e ao
aumento do estresso oxidativo (YUNG, 2011), o bloqueio de receptores de MR

nesta condicao, poderia trazer beneficios cardiovasculares.

De fato, ha trabalhos que demonstram que o blogueio de receptores de MR
reduzem o estresse oxidativo e melhoram a funcdo vascular em doencas
cardiovasculares, sabidamente conhecidas por apresentarem aumento do
estresse oxidativo (CALLERA et al.,2005; ZHANG et al., 2014).A hip6tese do
nosso estudo é que o bloqueio de receptores mineralcorticéides em vaso de
condutancia e resisténcia, pode melhorar a disfuncdo endotelial em ratas

ovariectomizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito do bloqueio de receptores MR sobre a funcédo vascular de
artérias de condutancia e resisténcia de ratas ovariectomizadas, com foco na

biodisponibilidade de NO e estresse oxidativo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Investigar em artérias de condutancia (aorta) e de resisténcia (segmentos do
terceiro ramo da artéria mesentérica) de ratas ovarectomizadas, se o
tratamento com espironolactona modifica:

a. A reatividade vascular a agentes vasoconstritores e vasodilatadores.

b. A liberagdo de fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do
endotélio. Especificamente, avaliaremos o Oxido nitrico, os prostandides e as
espécies reativas de oxigénio.

d. A expressdo de proteinas envolvidas com a fungdo endotelial, como as
isoformas da NADPH (gp91phox, NOX 4 e SOD).

2. Avaliar se a ovariectomia modifica a pressao arterial e possiveis efeitos do
tratamento da espironolactona.

3. Investigar se o tratamento com espironolactona diminui a producéo de anion
superoxido em anéis de aorta e mesentérica.

4. Avaliar os niveis de malondialdeido plasméatico, um marcador de estresse

oxidativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), com peso inicial
entre 220-250g e idade de aproximadamente trés meses. Os animais foram
cedidos do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (43 cm x 30 cm x 15
cm), sob condi¢des controlada de temperatura (22°C), e ciclo claro-escuro de
12 horas, tendo livre acesso a 4gua e a ragcdo. O uso e o cuidado desses
animais experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal, descritos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (CONCEA, 2015). Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pela Comissio de Etica em Experimentacéo e Uso de Animais da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES — CEUA #028/2014).

4.2. MODELO EXPERIMENTAL

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais, de acordo com o
protocolo de tratamento ao qual foram submetidos: Sham e Ovx, tratadas com
veiculo carboximetilcelulose (0,5% administrado 0,3ml via gavagem); Sham
Espiro e Ovx Espiro, tratados com espironolactona (80 mg/Kg dissolvida em
carboximetilcelulose, 0,3ml de volume, via gavagem). Esse volume era
corrigido de 15/15 dias pela média do peso das ratas. O tratamento teve inicio
no primeiro dia de castracdo e foram mantidos por 8 semanas. Posteriormente
as ratas foram eutandsiadas para coleta de sangue (através da artéria
abdominal), vinte e quatro horas apds a Ultima dose de tratamento.
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1°DIA = 50°DIA [ 60° DIA
Verificagdo do peso das ratas -Ciclo das ratas -Peso das ratas
-Ovarectomia -Reatividade com aorta e 3°
-Inicio do tratamento ramo da artériamesentérica
Peso do utero
-Coleta de sangue
-Coleta para DHE eWestern

4.2.1 PROCEDIMENTO CIRURGICO (OVARIECTOMIA E SHAM)

Os animais foram anestesiados com Quetamina e Xilasina (100 e 10 mg/kg,
intraperitoneal; i.p), o animal foi mantido em decubito lateral imobilizado com
fita adesiva sobre a prancha cirdrgica, antes da incisao foi realizada tricotomia

na regido dos flanco e assepsia com alcool 70%.

Apébs esse procedimento, foi feito um pequeno corte subcutaneo (cerca de 1
cm) na regido abdominal cujo ponto central era aproximadamente a 1,5 cm
abaixo da Ultima costela, no eixo craniocaudal e com distancia da coluna
vertebral de aproximadamente 1,5 cm., expondo a musculatura abdominal do

animal.

A seguir, um pequeno corte foi feito na musculatura abdominal expondo a
cavidade abdominal com o intuito de exteriorizar os ovarios. O ovério foi
localizado e amarrado com fio absorvivel (catigut simples) proximo a juncao da
trompa uterina com o ovario, seguindo com sua remocao. A musculatura foi
entdo suturada com o fio reabsorvivel e a pele foi suturada com fio catigut

cromado 5-0.

Foi realizado assepsia da regiao e o procedimento foi repetido no lado oposto.
O grupo Sham foi submetido aos mesmos procedimentos cirlrgicos exceto a
remocao dos ovarios. Ao final do procedimento, os animais receberam uma

injecdo de antibidtico por 5 dias (Enrofloxacina - 2,5 % - 0,1 mL — i.m)
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4.2.2 AVALIACAO DO CICLO ESTRAL PELO ESFREGACO VAGINAL

Os animais foram submetidos & avaliacdo do ciclo estral (10 dias antes da
castracdo e 10 dias antes do sacrificio) com a intencdo de avaliar em qual fase

do ciclo estavam para a realizacdo dos experimentos.

A secrecgdo vaginal foi coletada com uma pipeta contendo 10 yL de solugéo
salina (NaCl a 0,9%). A ponta da pipeta foi introduzida gentilmente, na
cavidade vaginal das ratas, movimentos circulares suaves foram realizados e o
contetdo vaginal foi aplicado a uma lamina de vidro junto a uma gota de
solucdo de lugol, sendo posteriormente analisado em microscopio de luz (Bel
Photonics FLUO-2) sem o uso da lente condensadora, com 10x e 40x lentes

objetivas.

De acordo com a determinacgdo do ciclo, apdés a analise da predominancia das
células observadas, os animais foram classificados em estro, diestro I, diestro Il
e proestro (MARCONDES et al., 2002).

A fase do proestro foi confirmada quando havia predominio de células
nucleadas epiteliais; uma predominancia de células cornificadas caracterizou a
fase do estro; a presenca de células epiteliais nucleadas, cornificadas e

leucécitos em propor¢cdes semelhantes, foi um indicativo da fase do metaestro.

E por fim, quando houve predominio de leucécitos a fase foi caracterizada
como diestro. Uma semana antes da data do procedimento experimental, as
ratas tiveram o ciclo estral acompanhado, e o experimento sé foi realizado

qguando as ratas se encontravam no proestro.
4.3 MEDIDA DIRETA DE PARAMETROS HEMODINAMICOS
As ratas tiveram seu peso corporal registrado antes (dia 0), durante (15 dias,

30 dias, 45 dias) e no dia do sacrificio. Ao final do tratamento (60 dias apos a

cirurgia), os animais de ambos os grupos foram anestesiados com uretana 30%
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(1,2 g/ Kg, i.p.). O plano anestésico foi avaliado pela responsividade ao

estimulo doloroso, e quando necessario, houve suplementagédo na dose.

A rata entdo era colocada em uma mesa cirargica adequada para ratos, feita
com uma superficie plana de madeira. A pele sobre o lado ventral do pescoco,
onde foi feita a incisdo cirurgica, foi cuidadosamente limpa e desinfectada com
alcool 70 %

A cateterizacdo foi realizada na artéria carotida direita para mensuracdo dos
parametros cardiovasculares (pressdo arterial sistolica, pressao arterial
diastélica, pressdo arterial média e frequéncia cardiaca). Para esta
cateterizacdo foram utilizadas canulas de polietieno PE-50 (Intramedic
Polyethylene Tubing, Clay Adams, Becton, Dickinson and Company, Nova

Jérsei, EUA) preenchidas com salina heparinizada (50 U/ml).

A artéria carétida direita foi identificada juntamente com o nervo vago, ao lado
direito da traqueia, sendo separada delicadamente do tecido conjuntivo
adjacente e do nervo vago, com o cuidado de nao estimula-lo, em seguida a

canula era inserida e amarrada com um fio sem obstruir o fluxo de sangue.

Os cateteres, ja introduzidos na carétida direita do animal, eram acoplados a
um transdutor de pressao (TSD 104A- Biopac conectado a um pré-
amplificador) interligado ao sistema Biopac, o qual permitia que as pressdes
arteriais e a frequéncia cardiaca (FC) fossem registradas (MP 30 Byopac
Systems, Inc; CA) e processadas por um computador. Para o processamento

dos dados foi utilizado taxa de amostragem de 2000 amostras / segundo.
Por fim, ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos foram registrados os
parametros cardiovasculares, por um intervalo de 15 minutos. Posteriormente

as ratas foram eutanasiadas para avaliacéo da funcéo vascular.

4.4 RETIRADA E PESAGEM DOS ORGAOS
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Apbs coleta do sangue, o Utero foi removido. Posteriormente, foi acondicionado
na estufa, por 24 horas a 60 °C para andlise do peso seco em balanca de alta

preciséo.

4.5 REATIVIDADE VASCULAR

4.5.1 AVALIACAO DA FUNGCAO VASCULAR — AORTA

Apos 8 semanas de tratamento com carboximetilcelulose e espironolactona, a
funcdo vascular foi investigada através de estudos de reatividade vascular in
vitro em segmentos de aorta em preparacdo de banho de érgdos com a
finalidade de avaliar os efeitos do tratamento com espironolactona sobre a

reatividade vascular.

A aorta tordcica descendente foi cuidadosamente removida e imersa
rapidamente em uma placa de Petri contendo solucdo de Krebs-modificado,
composta por (em mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaCl2.2H20 2,5; MgS04.7H20
1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura
carbogénica contendo 5% de CO2 e 95% de O2. Esta solugéo foi mantida com
pH 7,4. ApGs a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta toracica foi
dividida em segmentos cilindricos de aproximadamente 3 a 4 mm de

comprimento (Figura 5).
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Figura 5: Aorta toracica, de rato Wistar, imersa em solucao fria de Krebs-Henseleit, apds a
remocéao do tecido conectivo e adiposo, sendo dividida em segmentos de 4 mm (modificado de
Fiorim, 2011).

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solucéo de Krebs-
Henseleit aquecida a 36 £ 0,5 °C, continuamente gaseificada com mistura
carbogénica, mantendo o pH estavel em 7,4. Dois fios de ago inoxidavel, em
forma de tridngulos, foram passados através do limen dos segmentos de
forma que figuem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado a parede do banho
e 0 outro conectado verticalmente a um transdutor de tenséo isométrica. Assim,
qualquer alteracdo do diametro do vaso era captada pelo transdutor de forca
(TSD 125) conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac
Systems, Inc; Santa Barbara, CA- USA) e este a um computador (Figura 6).
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transdutor de forga
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Figura 6: Esquema sobre a preparacao experimental dos anéis de aorta em banho de 6rgéos

para a realizac@o de estudos de reatividade vascular in vitro (adaptado de Faria, 2014).

Apdés a montagem, os aneis aorticos foram submetidos a uma tensdo de
repouso de 0.9 a 1.2 g, reajustada, quando necessario, durante 45 minutos de

estabilizacao.
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ApoOs o periodo de 45 minutos de estabilizacdo, foi administrado ao banho KCI
75 mM para verificar a atividade contréatil do musculo liso vascular induzida por
despolarizacdo. Apoés atingirem uma variacdo de um grama de forca a partir do
valor basal, estes anéis eram lavados com solucdo de Krebs-Henseleit até
retornar a tensédo de repouso. Assim, 0s anéis que nao obtiveram tal contracdo

foram descartados.

Apos 30 minutos de estabilizagcdo, uma nova dose de KCl| (75 mM) era
adicionada ao banho para a aquisicdo de uma contracdo maxima do muasculo
liso vascular, aferida apds 30 minutos da adicao, tempo necessario para atingir
um platd no registro da contragdo. ApGs este platd, os anéis foram novamente
lavados trés vezes para atingir o valor basal e, ap6s 30 minutos, esses aneéis

foram submetidos a avaliacdo da integridade funcional do endotélio.

A funcéo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraidos com
fenilefrina (10° M). Uma vez atingido o platd, uma dose Unica de acetilcolina
(ACh) 10° M foi aplicada Apés um periodo de lavagem, os anéis foram

incubados com determinados farmacos.

45.1.1 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta

vasoconstritora a fenilefrina

Apoés a avaliacdo da integridade funcional do endotélio, a solucao nutridora do
banho foi trocada trés vezes para que a tensao basal fosse estabelecida. ApGs
30 minutos de estabilizacdo, era realizada a curva concentragdo-resposta a

fenilefrina (10 a 3x10™* M) de maneira cumulativa nos dois grupos estudados.

4.5.1.2 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de
relaxamento dependente do endotélio

A funcéo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista

muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
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contraidos com fenilefrina 10° M. Uma vez obtido o platd, foram realizadas as

curvas concentragéo-resposta, cumulativas & acetilcolina (10™* a 3x10™° M).

4.5.1.3 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a modulacédo do

endotélio na resposta vasoconstritora a fenilefrina

Para avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta constritora a
fenilefrina, foram realizados protocolos experimentais com anéis de aorta com
endotélio integro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram
removidas mecanicamente através do uso de fios metdlicos. Estes foram
inseridos na luz do vaso e friccionados a sua intima, ocasionando lesdo do
endotélio. A auséncia do endotélio foi confirmada pela incapacidade da
acetilcolina 10° M de induzir o relaxamento, ap6s a pré-contracdo com
fenilefrina (10° M). A preparacdo foi lavada e, apés 30 minutos de retorno a
tensdo basal, foram realizadas curvas concentraco-resposta a fenilefrina (10™°
a 3x10™ M).

4.5.1.4 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de
relaxamento independente do endotélio

A avaliacdo da vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada através
do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de s6dio (NPS). Assim como para
acetilcolina, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M e, a seguir,
foram realizadas curvas concentracdo-resposta ao doador de NO, em

concentracdes de 10 a 3x10™ M.

4.5.1.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos a resposta a fenilefrina

na aorta

A curva concentracdo-resposta a fenilefrina foi realizada na auséncia (controle)
e presenca de: a) um inibidor ndo-seletivo da enzima oxido nitrico sintase (NG-
nitro-L-arginina metil éster, L-NAME, 100 puM); b) um “varredor” ndo-enziméatico
de anion superoéxido (O27), tiron (1 mM); ¢) um inibidor seletivo da enzima

NADPH oxidase apocinina (30 pM), d) um “varredor” de peroxido de
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hidrogénio, a catalase (1000 U-mL-1); e além disso para avaliar a presenca de
prostandides foi utilizado um inibidor ndo seletivo da COX, Indometacina (10
pMM). Estes farmacos foram adicionados ao banho 30 minutos antes das curvas

de fenilefrina.

4.5.2 AVALIACAO DA FUNCAO VASCULAR - ARTERIA MESENTERICA

A anadlise da reatividade das artérias mesentéricas de ratos foi realizada de
acordo com meétodo descrito por Mulvany & Halpern (1977). O intestino dos
animais era removido para retirar o mesentério.(Figura 7) Este era mantido em
solucdo de Krebs Henseleit (em mM: NaCl 115, NaHCO3 25, KCI 4,7,
MgS04.7H20 1,2, CaCl2.2H20 2,5, KH2PO4 1,2, glicose 11,1 e EDTA 0,01)
aerada com mistura carbogénica contendo 5% de CO2 e 95% de O2 a 4°C e
pH 7.4 durante o procedimento de dissec¢do. O terceiro ramo da artéria
mesentérica foi isolado com o auxilio de um microscépio de disseccao e
segmentos de aproximadamente 2 mm de longitude foram cortados e mantidos
a4°C.

Figura 7: Fotografia do leito mesentérico mostrando as artérias com suas ramificagdes.

Apés preencher as camaras do midgrafo para vasos de resisténcia (Danish
Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca) com
Krebs Henseleit, dois fios de tungsténio (40 um de didmetro) foram inseridos no
limen das artérias para medida de forca isométrica. Um dos fios estava
acoplado a um transdutor de forca isométrica e o outro fio conectado a um
micromanipulador que permitia o estiramento das artérias. Esse miografo
estava conectado a um sistema para aquisicdo de dados (Powerlab/800

ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) e a um computador (PC Pentium).
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ApoOs periodo de 30 minutos de estabilizacdo em solugdo de Krebs Henseleit
gaseificada com mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37 °
C), as artérias foram estiradas a uma tensdo de repouso considerada 6tima em
relacdo ao seu diametro interno. Para isso, em cada segmento arterial a
relacdo tensdo: diametro interno foi calculada e entdo foi determinada a
circunferéncia interna correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg
para um vaso relaxado in situ (L100). Para a realizacdo dos experimentos, as
artérias foram mantidas com uma circunferéncia interna L1, calculada como
L1= 0,90 x L100, circunferéncia na qual o desenvolvimento de forca € maximo
(MULVANY & HALPERN, 1977).

ApoOs estabilizacdo em sua tensdo de estiramento ideal, os segmentos de
artérias mesentéricas foram expostos a uma solu¢cdo com concentracao alta de
potassio (120 mM, a composicdo é similar ao Krebs Henseleit, no entanto o
NaCl foi substituido por KCI em concentracdo equimolar) para avaliar a
capacidade contratil dos segmentos. A solucdo foi novamente trocada para

solucdo de Krebs-Henseleit normal e apds retorno a sua tensdo basal,
determinou-se a integridade endotelial.

Para comprovar a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraidas com
uma concentracdo de fenilefrina (10°M) suficiente para produzir 50% da
contracdo produzida pela solugdo de Krebs-Henseleit com KCI 120 mM, e

ent&o o relaxamento vascular foi obtido por exposicdo a de ACh (10° M).

4.5.2.1 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de

relaxamento dependente do endotélio

O relaxamento dependente do endotélio foi avaliada através do relaxamento
induzido pelo agonista muscarinico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta
foram pré-contraidos com fenilefrina 10° M. Uma vez obtido o platd, foram
realizadas as curvas concentracéo-resposta cumulativas & acetilcolina (10! a
3x10° M).
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4.5.2.2 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de

relaxamento independente do endotélio

A avaliacdo da vasodilatacdo ndo mediada pelo endotélio foi analisada através
do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sodio, através do relaxamento
induzido pelo NPS. Assim como para acetilcolina, os anéis foram pré-
contraidos com fenilefrina 10® M e, a seguir, foram realizadas curvas
concentracdo-resposta ao doador de NO, em concentracdes de 10" a 3x10°
M.

4.5.2.3 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos na resposta a fenilefrina

na aorta

A curva concentragao-resposta a fenilefrina foi realizada na auséncia (controle)
e presenca de: a) um inibidor ndo-seletivo da enzima 6xido nitrico sintase (NG-
nitro-L-arginina metil éster, L-NAME, 100 uM); b) um “varredor” nao-enzimatico
de anion superoéxido (O27), tiron (1 mM); ¢) um inibidor seletivo da enzima
NADPH oxidase apocinina (30 uM), um “varredor” de peréxido de hidrogénio, d)
a catalase (1000 U-mL-1); e além disso para avaliar a presenga de
prostandides foi utilizado um inibidor ndo seletivo da COX Indometacina (10
MM). Estes farmacos foram adicionados ao banho 30 minutos antes das curvas

de fenilefrina.

4.6 FLUORESCENCIA PRODUZIDA PELA OXIDACAO DO DIHIDROETIDEO
(DHE)

Para verificar a influéncia do tratamento com espironolactona por 8 semanas,
sobre a producdo de O," nas artérias mesentérica e aorta, foi utilizada a
técnica de fluorescéncia produzida pela oxidagdo do DHE. O DHE €& um
derivado do etidio que entra em contato com O,", oxida-se e posteriormente se
liga ao DNA das células emitindo fluorescéncia vermelha. Este método permite

analisar a produgdo in situ nos segmentos arteriais.
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Os segmentos de aorta e mesentérica foram retirados dos animais, em
seguida, limpos e mantidos por 1 hora em solugdo Krebs-Henseleit com
sacarose 30%. Posteriormente, estes segmentos foram congelados em meio
adequado (meio de congelamento). Assim, as amostras foram mantidas a -80°

C até o dia do experimento.

Ambos os segmentos foram cortados no criostato em anéis com 10 um de
espessura. Posteriormente estes anéis foram adicionados em laminas
gelatinadas e secos em estufa a 37° C durante 30 minutos. ApoOs este
procedimento, as laminas contendo os cortes foram lavadas e posteriormente
incubadas com Krebs HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de CaCl,, 759
mg de NaCl, 41,7 mg de KCI, 4,9 mg de MgCl,, 197,8 mg de HEPES e 198,2
de glicose) por 30 minutos em uma camara umida a 37° C. Decorridos os 30
minutos, o Krebs foi escorrido e 0 excesso seco. Em seguida, foi realizada
incubacédo com DHE 2 uM por duas horas na estufa com camara fechada a 37°
C. A luminescéncia emitida foi visualizada com microscopio fluorescéncia
invertido (Leica DM 2500) e camara fotografica (Leica DFC 310 FX) com filtro
568 nm. As imagens foram quantificadas pelo software ImageJ.

4.7 EXPRESSAO DE PROTEINAS PELO METODO DE WESTERN BLOT

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia do
tratamento com espironolactona sobre a expressdo proteica da isoforma da
NADPH oxidase a gp9lphox, NOX4 e a SOD. Para isto, foram usadas

amostras de artéria aorta toracica e artérias mesentéricas.

As amostras foram armazenadas no freezer -80 ° C até a homogeneizacdo,
que foi em 150 pL tampéao de extragéo [Tris-HCL pH 7,4 (10 mM), PMSF (1
mM), NavO3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM) e coquetel de
inibidor de protease Diluicdo 1: 100)]. Depois de homogeneizadas as amostras
foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha)
durante 10 minutos, 6.000 rpm a 4° C e, em seguida, o sobrenadante foi
retirado e feita entdo a quantificacéo protéica (Fotdmetro Bioquimica, Bio 2000,
Brasil) pelo método de Bradford (Bradford, 1976). O ensaio de Bradford foi
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realizado em placa de ELISA, consistindo num volume final de 200 pL para
cada poco da placa. A solucdo padréo foi obtida a partir de diluicbes de
albumina bovina (BSA) em agua destilada com concentracao estoque final de
1mg/mL. Essa solucado foi diluida para a obtencdo da curva padrdao com as
seguintes concentracdes de BSA: 0,10 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,75

mg/mL; 1,0 mg/mL; além do branco (somente agua destilada).

Em seguida foram aliquotados os volumes para uma carga de 50 pg de
proteina, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com
tampdo de homogeneizacdo. Aliqguotas do homogeneizado foram diluidas em
solucdo de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 uM; Tris-HCI 0,01 M
pH=8 e Azul de bromofenol 0,5 %) e apds centrifugacdo foram mantidas a

temperatura de 95 °C durante 4 minutos.

4.7.1 Eletroforese e transferéncia das amostras

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para SOD,
e NADPH oxidase gp91lphox, NOX 4 e SOD previamente imersos em um
tampéo para eletroforese (25 mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e 0,1% de
SDS).

4.7.2 Transferéncia das proteinas

Depois de separadas, as proteinas das amostras foram transferidas para uma
membrana de PVDF utilizando uma cuba molhada (Biorad), por 2:00 hs, 60
volts a 4°C, com tampao de transferéncia constituido de 25 mM de tris-HCI pH
8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol.

4.7.3 Incubacao dos anticorpos

Apos a transferéncia, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30 h em
uma solucéo constituida de leite em p6 desnatado (5%) em tampéo TBS-tween
0,1% (20 mM de tris-HCI pH 7,4 e 150 mM de NaCl), a temperatura ambiente

sob agitacdo leve, para evitar ligagbes inespecificas com reativos nao
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imunologicos. Em seguida, as membranas foram incubadas por 4 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo, em TBS-T adicionado mais os seguintes
anticorpos primarios: SOD(1: 2000, Santa Cruz Biotechnology, California, EUA)
e para B-actina (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), gp91phox (1:2000
Santa Cruz Biotechnology) e NOX4 (1:2000 Santa Cruz Biotechnology)

Apés este periodo, as membranas foram lavadas em tampao TBS-tween 0,1%,
sob agitacdo leve em temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo
secundario (IgG, anti-mouse conjugado para fosfatase alcalina - 1:3000, Abcam
Inc. e 1gG, anti-Rabbit conjugado para fosfatase alcalina — 1:7000, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) por 1:30 h, a temperatura ambiente, sob agitacdo suave,
seguida de lavagem com tampao TBS-tween 0,1%, e posteriormente com

tampéo TBS.

A deteccdo da ligacdo proteina-anticorpo foi realizada utilizando-se o Kit
comercial NBT/BCIP  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl  phosphate  nitroblue
tetrazolium (NBT)/5- bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) — Invitrogen),
de acordo com as instrucbes do fabricante. As membranas tiveram suas
imagens digitalizadas e tratadas utilizando o programa ImageJ (dominio
publico). Em cada ensaio experimental fez-se a normalizacdo em relacdo ao
controle (B-actina), com vista a diminuir os possiveis erros associados as
variacdes nas concentracdes das proteinas. Os resultados foram expressos em

unidades arbitrarias.

4.8 MEDIDA DE PRODUCAO DE MALONDIALDEIDO (MDA) NO PLASMA

As amostras de plasma dos animais foram coletadas com tubo heparinizado
(jateada na parede interna do tubo), centrifugadas a 5000 rpm a 4 °C por 15

minutos e armazenadas a -80 °C até o dia da anélise.

As concentracbes plasmaticas de MDA foram mensuradas por ensaio
modificado de acido tiobarbiturico (TBA) (WIGGERS et al, 2008). Os radicais
livres reagem com os PUFA da membrana celular e lipoproteinas,

transformando-os em &cidos graxos peroxidados os quais sofrem reducéo de
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sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua concentracdo sérica é
proporcional a quantidade de A&cidos graxos poliinsaturados oxidados e,
portanto um indicador de peroxidagéo lipidica.

Apos centrifugacdo do sangue, o plasma foi coletado e misturado ao &cido
tricloroacético a 20 % em 0,6 MHCI (1:1 vol/vol) e mantidos em gelo por 20
minutos para precipitar seus componentes e evitar possiveis interferéncias. As
amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 1500 x g antes de
adicionar o TBA (120 mM em Tris 260 mM, pH 7) ao sobrenadante numa
proporcao de 1:5 (v/v). Apés, a mistura foi aquecida a 97° C por 30 minutos. A
medida foi realizada através da absorbancia usando Absorbance Microplate
Reader (ELx808TM).

4.9 EXPRESSAO E ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os
valores de n significam o numero de animais utilizados em cada grupo
experimental. Para andlise dos dados e aplicacdo dos testes estatisticos foi
utilizado o programa GraphPad Prism Software 5.0 (San Diego, Califérnia,
EUA).

Foram calculados os valores de resposta maxima (Rmax) e de pD2 (-log EC50)
das curvas concentracao-resposta a fenilefrina, a acetilcolina e ao
nitroprussiato de sédio e nas situacées experimentais (remocdo do endotélio
ou na presenca de farmacos) através da andlise de regressao nao-linear de

cada curva individualmente.

Para comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a resposta contratil a
fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram expressados através
da diferenca da area abaixo da curva (dAUC) de concentracdo-resposta a
fenilefrina. A diferenca esta expressa como porcentagem (%dAUC) da curva

controle correspondente.
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Para comparar trés meéedias ou mais, foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) uma ou duas vias para medidas repetidas ou completamente
randomizadas. Quando o teste ANOVA detectava significancia estatistica, foi
realizado o pos-teste (pos-hoc) de Bonferroni ou de Tukey.

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores
de p <0,05.

4.10 FARMACOS E REAGENTES UTILIZADOS

- Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck)

- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfénico (HEPES) (Sigma)

- Acido tiobarbittrico (Sigma)

- Acido tricloroacético (Merck)

- Acrilamida (N, N -Metilenbisacrilamida 40 % Solucéo 37, 5:1): BioRad
- Albumina bovina (Sigma)

- Anticorpo produzido em camundongo para B-actina (Sigma)

- - Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-Mn (Millipore)
- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para gp91phox (Sigma)
- Apocinina (Acetovanilona) (Sigma)

- Bicarbonato de sodio (Vetec)

- Carbogénio (95 % de O2 e 5 % de CO2) (White Martins)
-Carboximetilcelulose 0,5%

- Catalase (Sigma)

- Cloreto de calcio dihidratado (Merck)

- Cloreto de potassio (Merck)

- Cloreto de sédio (Merck)

- Dihidroetideo (Sigma)

- Dodecil-sulfato de sédio (SDS) (Sigma)

-Espironolactona 80mg

- Fosfato de potassio monobasico (Merck)

- Glicerol (Sigma)
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- Glicina (Sigma)

- Glicose (Merck)

- Hidroxido de sodio (Sigma)

- Inibidor de protease (Cocktail for General Use) (Sigma)
- Indometacina (Sigma)

- Leite desnatado (Nestlé)

- L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Metanol (Sigma)

- ML171 (Sigma)

- N,N, N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)
- N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)

- Nitroprussiato de sédio, dihidratado (Fluka)

- OCT tissue-tek (Sakura)

- Persulfato de amonio (APS) (Sigma)

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma)
- Reagente para deteccao de Western Blot (ECL Plus) (Amersham)
- Sacarose (Merck)

- SDS (dodecil sulfato sédico) (Sigma-Aldrich)

- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)

- Tiron (Sigma)

- Tris HCI (Sigma)

- Uretana (Sigma)

Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada e mantidas no
congelador a -20° C. Exceto Indometacina (preparada em solucdo
TRIS/bicarbonato de sd6dio) e  Espironolactona  (dissolvida em
Carboximetilcelulose 0,5%)
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5. RESULTADOS

5.1 PESO CORPORAL

Os animais foram acompanhados durante o tratamento. Na tabela 1,
encontram-se os resultados obtidos no inicio do tratamento dos grupos Sham,
Ovx, Sham Espiro e Ovx Espiro e o peso final dos respectivos animais. Como
esperado, 0s animais ovariectomizados tiveram um aumento significativo no
peso corporal em comparagcdo com 0s animais sham. A espironolactona nao

alterou estas alteracdes induzidas pela ovariectomia.

SHAM OVX SHAM ESPIRO  OVX ESPIRO
Peso 228+2,1 237+2,1 232425 23242 4
Corporal
Peso 279+4,3 335+6,77 280+3,5 337+2,4°
Corporal
Final

Tabela 1: Comparacdo do peso corporal (em gramas), N=6 para todos os grupos. Resultados
estdo expressos como média £+ EPM. *P<0,05 versus sham and #P<0.05 versus Ovx. ANOVA

1 via, seguida de poOs teste de Tukey para compara¢es multiplas.

5.1.2 PESO DO UTERO

Para a analise da eficacia da cirurgia de ovariectomia (Tabela 2), apds o
sacrificio dos animais, o Gtero foi removido cuidadosamente e pesado umido e,
posteriormente, colocado na estufa para determinacdo do peso seco. Foi
observada uma reducédo do peso uterino (atrofia) do grupo ovariectomizado,
(p<0.05).

SHAM OVX SHAM ESPIRO  OVX ESPIRO
Pesodo 0,75+0,02 0,11+0,008 0,73+0,04 0,10+0,007 *
utero
Umido . . . .
Pesodo 0,13+0,005° 0,02+0,0009%® 0,13+0,01 0,02+0,002#%

utero
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seco

Tabela 2: Comparacgédo do peso do Utero (em gramas) entre 0os grupos sham cmc (n=6), sham
Final (n=6), Ovx (n=7) e Ovx Final (n=7). Sham Espiro(n=6), Sham Espiro Final (n=6), Ovx
Espiro (n=6) e Ovx Espiro Final (n=6). *p<0,05 vs Sham Peso Umido; #p<0,05 Sham Seco; $p
<0,05 Ovx Peso Umido, ANOVA 1 via, seguida de pds teste de Tukey para comparaces
multiplas.

5.2 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

O efeito da espironolactona por 8 semanas, sobre a pressao arterial foi
avaliada em todos os grupos. No final do tratamento, a PAS dos animais
tratados ndo foi alterada, o mesmo foi observado nos animais controle.
Portanto ndo houve diferenca entre as PAS, PAD, PAM e FC entre 0s grupos
(Tabela 3).

SHAM OVX SHAM ESPIRO  OVX ESPIRO
PAS 112+4 112+4 1072 106+3
PAD 69+3 72+4 65+4 69+1
PAM 87+3 86+4 84+4 771
FC 27448 262+12 30415 28319

Tabela 3: Valores da pressao arterial sistélica (PAS) obtidos por meio de hemodindmica em
ratas dos grupos Sham, Ovx, Sham Espiro e Ovx Espiro apés dois meses de tratamento, N=6
para todos os grupos, os resultados estdo expressos como média + EPM. P<0, 05, ANOVA 1

via.

5.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE A
REATIVIDADE A FENILEFRINA NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA E DE
ARTERIA DE RESISTENCIA DE FEMEAS OVARIECTOMIZADAS

A fenilefrina (agonista a1 adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora
concentracdo-dependente nos anéis de aorta e mesentérica de animais dos

grupos Sham e Ovx (Figura 8). Diante disso, foi observado que anéis de aorta
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de ratas ovariectomizadas apresentaram maior responsividade contratil a

fenilefrina, em comparagdo com anéis de aorta do grupo sham.

A resposta maxima a fenilefrina foram maiores nos segmentos de aorta dos
animais do grupo Ovx quando comparado ao grupo Ovx Espiro (Figura 8A).
Mostrando que o tratamento com espironolactona foi capaz de prevenir o
aumento da resposta maxima a fenilefrina em aorta isolada do grupo Ovx
(Figura 8A) (Tabela 4). Em anéis de aorta do grupo sham néo houve alteracao
quando comparado aos anéis de aorta tratados com espironolactona (Figura
8A). No leito mesentérico ndo houve nenhuma diferenca entre 0os grupos
(Figura 8B).

AORTA MRA
[e]
A Sham (6) . B 0 sham (7)
® Sham Espiro (7) ® Sham Espiro(7)
1507 A ovx (6) * % 1507 A owx (8)
A Ovx Espiro ( 5 AA A Ovx Espiro(6)
£ 1004 S 1001
e <
o o
© o
S 504 5 50
) ]
0- @ 0-
r T T T 1 r T T T 1
10 8 6 4 2 -10 8 6 4 2
Fenilefrina (log M) Fenilefrina (log M)

Figura 8: Resposta contratil induzida por fenilefrina, em segmentos de artéria aorta toracica (A)
e artérias mesentéricas de resisténcia (B) de ratas dos grupos controle (Sham) e tratado com
espiro. Os resultados (média + EPM) estdo expressos como porcentagem da contragao
induzida por 75 mM (aorta) e 120 (mesentérica) mM de KCI. O niumero de animais usados esta
indicado entre parénteses. p* < 0,05 vs Ovx Espiro, #p < 0,05 vs Ovx, ANOVA duas-vias e pos-

teste de Bonferroni.

Tabela 4- Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentracao-resposta a

fenilefrina (Fe 0,1 nM - 0,3 mM) em anéis de aorta e mesentérica.

R max

SHAM
SHAM OVX ESPIRO OVX ESPIRO

Fenil Aorta 107+1,1 139+1,1* 96+2,8* 99+3,7"
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Fenil MRA 94+3,7 94,5,4 89+3,3 99+4.5

Valores expressados como média + EPM. *p < 0,05 vs sham; * p<0,05 vs ovx; ANOVA uma via
e pos-teste de Tukey

PD,
SHAM OVX
SHAM OvVX ESPIRO ESPIRO
Fenil Aorta  7,47+0,08  8,03:+0,06  7,24+014 74240 34
Fenil MRA  6,04+0.14 506+012  6,2020,08 59940 15

Valores expressados como média + EPM. ANOVA uma via

54 AVALIACAO DAS VIAS ENDOTELIAIS NA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA EM ANEIS DE AORTA

A fim de avaliar a modulacdo endotelial na resposta vascular a fenilefrina em
ratas Ovx, a camada endotelial foi removida mecanicamente em anéis de aorta
e a auséncia desta estrutura foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina

(10 M) induzir relaxamento menor que 10% no teste do endotélio.

Na aorta, a auséncia do endotélio promoveu aumento significativo da Rméax a
fenilefrina em ratas Sham (Figura 9B) (Tabela 5). O aumento de reatividade a
FE na auséncia do endotélio mostrou-se amplificado apds tratamento com
bloqueador de MR em ambos os grupos (Figura 13 C-D).

AORTA AORTA
A O sham E+ (6) B A Ovx E+ (6)
A sham E- (6) 2007 © OvxE-(6)
2007 @ sham Espiro E+ (7) A Ovx Espiro E+ (7)
A sham Espiro E-(7) 4 # ® Ovx Espiro E-(7) # # #
## &
~ 150 < 1%97
8 s
o
o
-t wT n
S 1004 ¢ 100
s =
‘E o
° o
(@] 50 S 50
0- 0-
I T T T 1 T T T T 1
10 8 6 4 2 -10 8 6 4 2

Fenilefrina (log M) Fenilefrina (log M)
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Figura 9: A,B) Curvas concentracdo-resposta a fenilefrina realizadas em anéis de aorta com
presenca (E+) ou auséncia de endotélio (E+) em ratas dos grupos controle Sham e Ovx,
tratados Sham Espiro, Ovx Espiro. Comparacdo entre 0s grupos através do calculo da area
abaixo da curva (dAUC). O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.Grafico
A: *p<0,05 vs Sham E+, “p<0,05 Sham Espiro E+. Grafico B *p<0,05 vs Ovx E+, *p<0,05 Ovx

Espiro E+. , ANOVA duas-vias e pés-teste de Bonferroni.

Tabela 5— Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentracdo-resposta a

fenilefrina (Fe, 0,1 nM — 0,3 mM) em anéis de aorta com e sem endotélio.

Rmax
SHAM OVX
SHAM OvX ESPIRO ESPIRO
E+ 107+1,1 139+1,1 96+2,8 99+3.7
E- 136+1,5% 141+0,9 156+8,7% 15445 4'

Valores expressados como média £+ EPM. *p < 0,05 vs sham E+#p < 0,05 vs sham espiro E-,

$p < 0,05 vs sham espiro E+; Ip < 0,05 vs ovx espiro E+. ANOVA uma-via

PD,
SHAM OVX
SHAM OVX ESPIRO ESPIRO
E+ 7,47+0,08 8,03+0,06 7,24+0,14 7,42+0,34
E- 7,93+0,68 9,10+0,12 8,09+0,25 8,05+0,45

Valores expressados como média + EPM. ANOVA uma-via

5.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE O
RELAXAMENTO NOS ANEIS ISOLADOS DE AORTA E DE ARTERIA DE
RESISTENCIA DE FEMEAS OVARIECTOMIZADAS
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A acetilcolina induziu relaxamento em todos os segmentos arteriais estudados
(Figura 10). No entanto, em segmentos isolados de aorta de ratas Ovx 0O
tratamento com espironolactona melhorou o relaxamento (Figura 10A),
enquanto que na mesentérica ndo houve diferenca em nenhum dos grupos
(Figura 10B) (Tabela 6)

>
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.60 -60

Relaxamento (%)
Relaxamento (%)

Sham (7)
Sham Espiro(6

o -80
°

A ovx (7)
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Ovx (9)
Ovx Espiro(6)
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Figura 10: Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artéria aorta
(A) e artéria mesentérica (B) de ratas dos grupos Sham e Ovx. Os resultados (Média £+ EPM)

estao expressos como porcentagem da pré-contracéo a FE. O niUmero de animais usados esta

indicado entre parénteses.p*<0,05 vs Ovx, ANOVA duas-vias e pOs-teste de Bonferroni.

Tabela 6 — Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentracao-resposta

a acetilcolina em anéis de aorta e mesentérica.

Rmaéax
SHAM OoVvX
SHAM OVX ESPIRO ESPIRO
Ach Aorta 77+1,8 82+4,2 87+2,5 97+2.9*
Ach MRA 101+1,8 98+1,0 99+0,8 88+5,7

Valores expressados como média + EPM. *p < 0,05 vs ovx; ANOVA uma-via e pos teste de
Tukey

PD,
SHAM OVX
SHAM OvX ESPIRO ESPIRO
Ach Aorta  7,32:026  7,21%0,22 7.5140.25 7.76£0.20

Ach MRA 8,25+0,07 8,61+0,10 8,31+0,15 8,1+0,19
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Valores expressados como média + EPM. ANOVA uma-via
56 EFEITOS DA ESPIRONOLACTONA SOBRE A RESPOSTA

DILATADORA AO NITROPRUSSIATO DE SODIO (NPS) EM AORTA E
ARTERIA MESENTERICA

Para avaliar se o tratamento com espironolactona durante 8 semanas, seria
capaz de alterar o relaxamento independente do endotélio, foram realizadas,
curvas concentracao-resposta ao NPS em anéis de aorta e mesentérica.

Ao avaliar a resposta relaxante independente do endotélio, utilizando o NPS,
observamos que a resposta de relaxamento do musculo liso promovida pelo
farmaco nos anéis de aorta levou a diferenca apenas em alguns pontos da
curva concentragao resposta (Figura 11A), embora esses pontos tenham dado
diferenca as analises feitas através Rméax e PD2 ndo demonstraram diferenca
entre as curvas (Tabela 7), no entanto em anéis de mesentéricas ndo houve

nenhuma diferenca (Figura 11B), sugerindo que a resposta é dependente do

endotélio.
MRA
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Figura 11: Resposta dilatadora induzida pelo nitroprussiato de sédio (NPS) em segmentos de
artéria aorta (A) e artéria mesentérica (B) de ratas dos grupos controle e tratado. Os resultados
(Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-contragdo a FE. O numero de
animais usados esta indicado entre parénteses. Resultados expressados como média + EPM.

p*<0,05 vs Ovx, ANOVA duas-vias e pés-teste de Bonferroni.
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Tabela 7- Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentragcéo-resposta a

NPS em anéis de aorta e mesentérica

Rmax
SHAM OVvX
SHAM OVX ESPIRO ESPIRO
NPS Aorta 99+1,6 98+2,1 96+0,9 93+0,8
NPS MRA 77x4,7 73+8,8 83+4,5 73+£3,1
Valores expressados como média £+ EPM. ANOVA uma-via
PD,
SHAM OoVvX
SHAM OVX ESPIRO ESPIRO
NPS Aorta 8,29+0,18 8,28+0,24 7,69+0,14 7,80+0,19
NPS MRA 7,53+0,13 7,47+0,33 7,50+0,11 7,81+0,03

Valores expressados como média + EPM. ANOVA uma-via

5.7 EFEITO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO
TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE A RESPOSTA A
FENILEFRINA.

5.7.1 Participacdo do Oxido Nitrico na Resposta Vasoconstritora a
Fenilefrina em Anéis Isolados de Aorta e de Artéria de Resisténcia de

Fémeas Ovariectomizadas

A incubacdo com L-NAME deslocou para a esquerda as curvas concentragao-
resposta a fenilefrina em ambos 0s grupos em segmentos aodrticos (sham e
ovx)(Figura 12A). No entanto, esse efeito foi menor em aorta isolada do Ovx
conforme demonstrado pela area abaixo da curva (Figura 12C) e, o tratamento
com espironolactona reverteu esse efeito, sugerindo uma restauracdo da

biodisponibilidade de NO em aorta isolada de ratas ovx e sham (Figura 12B).

Nas artérias mesentéricas o L-NAME induziu aumento da sensibilidade a

fenilefrina nos grupos ovx (Figura 12D)(Tabela 9). E nas ratas tratadas com
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espironolactona houve uma diferenca na resposta maxima no grupo Sham

espiro L-NAME, quando comparado ao controle (Figura 12D)(Tabela 9).
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Figura 12: Efeito do L-NAME (100 yM), inibidor da sintase do 6xido nitrico, sobre a resposta
contratil induzida pela fenilefrina em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentérica de
resisténcia (D,E) de ratas dos grupos controle Sham e Sham +LNAME, Ovx cmc e Ovx
+LNAME, e tratados: Sham Espiro e Sham Espiro+LNAME, Ovx Espiro e Ovx Espiro+LNAME.

Os resultados (média + EPM) estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por
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75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCl. Comparagdo entre os grupos através do calculo
da drea abaixo da curva (dAUC). O nimero de animais usados estd indicado entre parénteses.

Resultados expressados como média + EPM. $p<0,05 vs Ovx, *p<0,05 vs Sham, *p<0,05 vs
Ovx L-Name. Gréfico B: *p<0,05 vs Sham Espiro, “p<0,05 vs Ovx Espiro, Gréafico D: *p<0,05 vs
Sham, “p<0,05 vs Ovx. Grafico E: *p<0,05 vs Ovx Espiro, “p<0,05 vs Sham Espiro. ANOVA

duas-vias e poOs-teste de Bonferroni.

5.7.2 Participacdo de Espécies Reativas de Oxigénio na Resposta
Vasoconstritora a Fenilefrina em Anéis Isolados de Aorta e de Artéria de

Resisténcia de FEmeas Ovariectomizadas

Evidéncias sugerem que o aumento da producdo de ROS durante a privacao
de estrogénio pode levar a o desenvolvimento de disfuncdo endotelial. E
reconhecido que a biodisponibilidade de 6xido nitrico pode ser reduzida por
espécies reativas de oxigénio (ROS), tendo como consequéncia 0 aumento da
contracdo vascular. Diante disso, investigamos a influéncia das espécies
reativas de oxigénio na resposta contratii a fenilefrina em animais com

deficiéncia nos niveis de estrogénio.

Assim, para avaliar essa via, as artérias aorta e mesentérica foram incubadas
com um “varredor” de anion superoxido: Tiron (ImM); um inibidor da NAPDH
oxidase: apocinina (10 pM); e um “varredor’” de peroxido de hidrogénio:
catalase (1000 U-mL-1).

Como observado nas Figuras 13A, a incubacdo com Tiron reduziu a Rmax a
fenilefrina em aorta do grupo Ovx, reduziu tanto a Rméax como a sensibilidade a
fenilefrina (Tabela 8). Esses dados sugerem uma maior liberacdo de espécies

reativas de oxigénio em aorta isolada do grupo Ovx.

Foi observado que no modelo de deficiéncia estrogénica (grupo Ovx), o
tratamento com espironolactona ndo modificou a reatividade a fenilefrina na
presenca de Tiron em aorta, sugerindo que o bloqueio do receptor de
mineralcorticéide aboliu a liberacdo de ROS (Figura 13B). Esse mesmo efeito

foi observado em aorta do grupo Sham (Figura 13B).
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Em artérias mesentéricas ndo houve nenhuma mudanca entre 0S grupos

controle (Figura 13C) e tratado com espironolactona (Figura 13D) na presenca

de Tiron (Tabela 9)
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Figura 13: Efeito do Tiron (1 mM), varredor de ROS, sobre a resposta contratil induzida pela

fenilefrina em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentérica de resisténcia (C,D) de ratas

dos grupos controle Sham e Sham+Tiron, Ovx e Ovx+Tiron,e tratados: Sham Espiro e Sham

Espiro+Tiron, Ovx espiro e Ovx Espiro+Tiron. Os resultados (média + EPM) estdo expressos

como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCI.

O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. Resultados expressados como
média + EPM. Grafico A; *p<0,05 vs Ovx, “p<0,05 vs Sham, ANOVA duas-vias e pds-teste de

Bonferroni.
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A apocinina promoveu reducdo na resposta maxima e da sensibilidade a
fenilefrina nos anéis de aorta dos animais dos grupos Ovx (Figura 14A), ndo
ocorrendo no grupo Sham (Figura 14A)(Tabela 8). Entretanto, o efeito da
apocinina, nos grupos tratados com espironolactona restaura a resposta da
Ovx para o mesmo nivel de Sham (Figura 14B). Em artérias mesentéricas,
houve diferenca em alguns pontos da curva do grupo sham apo quando
comparado ao sham, porém ndo houve diferenga quanto a sensibilidade
(Figura 14C) e Rmax quando a NADPH oxidase foi inibida em nenhum dos

grupos (Figura 14D)(Tabela 9).
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Figura 14: Efeito do Apocinina scavenge de NADPH, sobre a resposta contratil induzida pela
fenilefrina em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentérica de resisténcia (C,D) de ratas
dos grupos controle Sham e Sham+Apocinina, Ovx e Ovx+Apocinina,e tratados: Sham Espiro e
Sham Espiro+Apocinina, Ovx Espiro e Ovx Espiro+Apocinina. Os resultados (média + EPM)
estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM

(mesentérica) de KCIl. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para
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andlise comparativa da resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) Grafico A: *P<0,05 vs

Ovx. Grafico C: *p<0,05 vs Sham. ANOVA duas-vias e pds-teste de Bonferroni.

Na presenca de catalase nenhuma diferenca foi observada na reatividade da
aorta do grupo Sham (Figura 15A), porém nas ratas Ovx houve um aumento na
Rmax (Figura 15A) sugerindo a participacdo de peroxido de hidrogénio, na
deficiéncia de estrogénio, sendo essa diferenca abolida na presenca da
espironolactona (Figura 15B). Em artéria mesentérica ndo houve diferenca em
nenhum grupo (Figura 15C-D).
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Figura 15: Efeito do Catalase inibidor da H,0O,, sobre a resposta contratil induzida pela
fenilefrina em segmentos de aorta (A.B) e artérias mesentérica de resisténcia (C,D) de ratas
dos grupos controle Sham e Sham+Catalase, Ovx e Ovx+Catalase,e tratados: Sham Espiro e

Sham Espiro+Catalase, Ovx Espiro e Ovx Espiro+Catalase. Os resultados (média + EPM)
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estdo expressos como porcentagem da contracdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM
(mesentérica) de KCl. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses. Para
analise comparativa da resposta maxima (Rméx) e sensibilidade (pD2) *P<0,05 vs Ovx,
ANOVA duas-vias e pos-teste de Bonferroni.

5.7.3 Participagcdo dos Prostanoides Derivados da Via da Ciclooxigenase
(COX) na Resposta Contratil a Fenilefrina em Anéis Isolados de Aorta e de

Artéria de resisténcia de FEmeas Ovariectomizadas

Para analisar a participacdo dos prostandides derivados da via do &cido
araquidénico-ciclooxigenase na resposta contratil a fenilefrina em anéis de
aorta e artérias mesentéricas, incubamos essas artérias com o inibidor da
COX, a indometacina (10 uM). A incubacdo com indometacina promoveu
reducdo significativa da resposta contratil & fenilefrina em aorta dos grupos
sham e ovx, no entanto, a resposta foi maior em aorta isolada de ratas Ovx

(Figura 16A)sugerindo maior liberacdo de prostandides constrictores.

No entanto, o tratamento com espironolactona restaurou a reatividade a
fenilefrina apenas no grupo Ovx (Figura 16), sugerindo o envolvimento da
aldosterona no aumento da liberacdo de prostandides constrictores neste

grupo.

Em artéria mesentérica a incubacdo com indometacina reduziu a resposta
maxima a fenilefrina apenas no grupo Sham, o qual foi restaurada apés

tratamento com espironolactona (Figura 16C) (Tabela 9)
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Figura 16: Efeitos da indometacina (10 pyM), inibidor da ciclooxigenase, sobre a resposta
contratil induzida pela fenilefrina (Fe) em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentéricas
(C,D) de ratas dos grupos controle Sham e Sham+INDO, Ovx e Ovx+INDO,e tratados Sham
Espiro e Sham Espiro+INDO, Ovx Espiro e Ovx espiro+INDO. Os resultados (média = EPM)
estdo expressos como porcentagem da contragdo induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM
(mesentérica) de KCI. Comparagdo entre os grupos através do calculo da area abaixo da curva
(dAUC)O numero de animais usados esta indicado entre parénteses. .Para andlise comparativa
da resposta maxima (Rmax) e sensibilidade (pD2)Gréfico A: *P<0,05 vs Ovx,*P<0,05 vs Sham.
Gréfico B: *P<0,05 vs sham espiro. Grafico D: *P<0,05 vs Sham. Gréfico E: *P<0,05 Ovx

Espiro. ANOVA duas-vias e p6s-teste de Bonferroni.

Tabela 8 — Valores de pD2 e de resposta maxima (Rmax, % de contracao)
obtidos através de curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em artéria aorta
de ratas sham, ovx, sham espiro e ovx espiro nas condi¢cdes: Fenil e apos

incubagéo com L-NAME, Tiron, Apocinina, Catalase ou indometacina.



69

Rmax (% contracéo)

SHAM

SHAM OVX cspiro  OVXESPIRO
Fenil 107+1,1 139+1,1 96+2,8 99+3,7
L-Name 162+3,9* 156+4,2* 15845,6* 148+4,1*
Tiron 90+6,0 105%4,2* 95+12 108+2,4
Apocinina 99+6,5 84+1,37* 86+2,8 101+7,3
Catalase 99+7.,8 107+12* 83+4,7 105+7,0
Indometacina 60+1,8* 39+5,7* 50+5,5* 87+6,7

Valores expressados como média + EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via

e pos-teste deTukey.

PD,

SHAM OVX Esél-li‘?F';AO Eggl)léo

Fenil 7.47+0,08 8,03+0,06 7,24+0,14  7,42+0,34

L-Name 0,10+0,09¢ 9,05+0,06* 8,68+0,37%  8,42+0,14*
Tiron 7.0940,19 7,27+0,11*  7,26:0,08  7,29+0,19

Apocinina 6,55:0,10 6,26:0,13* 6,03+0,25  6,07+0,20
Catalase 6,23:0,18 6,36:0,13* 6,15:0,17  6,12+0,27

Indometacina 5,67+0,18* 7,95+0,33 7,57+0,38 7,82+0,24

Valores expressados como média + EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via

e pos-teste deTukey.

Tabela 9— Valores de pD2 e de resposta maxima (Rméax, % de contracdo)
obtidos através de curvas concentracdo-resposta a fenilefrina em artéria
mesentérica de ratas sham, ovx, sham espiro e ovx espiro nas condi¢gdes: Fenil

e apos incubacédo com L-NAME, Tiron, Apocinina, Catalase ou Indometacina.

Rmax

SHAM OVX

SHAM OvX ESPIRO ESPIRO




Fenil
L-Name
Tiron
Apocinina
Catalase

Indometacina

94+3,7
104+4,6
85%2,5
101+2,4
87+3,1

81+4,4

94+5,4

102+3,5
94+3,0

94+1,6
100+3,6

94+1,5

89+3,3
108+2,9*
101+6,8

91+2,8

95+2,4

91+2,8

99+4.5
114+3,2
88+5,8
95+5,7
89+5,3

91+5,3
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Valores expressados como média + EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via

e poOs-teste deTukey.

PD,

SHAM  OVX  £SoR0 EspiRo
Fenil 6,04+0,14 5,96+0,12 6,20+0,08 5,99+0,15
L-Name 6,52+0,11 6,48+0,15* 6,47+0,19 6,38+0,18
Tiron 6,16+0,22 6,12+0,13 6,16+0,08 6,11+0,12
Apocinina 6,4940,12 5,90+0,08 6,00+0,08 6,31+0,08
Catalase 6,19+0,18 6,12+0,13 6,24+0,10 6,09+0,11
Indometacina 5,83+0,16 5,91+0,08 6,00+0,08 5,66+0,10

Valores expressados como média + EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via

e pos-teste deTukey.

5.8 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO (O, IN
SITU ATRAVES DA FLUORESCENCIA PRODUZIDA PELA OXIDACAO DO
DIHIDROETIDIO (DHE)

Para verificar a influéncia da ovariectomia por 60 dias e do tratamento com

espirinolactona sobre a producdo de O, in situ foi utilizada a técnica de

fluorescéncia produzida pela oxida¢do do DHE.

Portanto, corroborando com os resultados funcionais encontrados, a producao

de O,  foi significativamente maior nos anéis de aorta de animais com
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deficiéncia estrogénica quando comparado as ratas tratadas com
espironolactona. (Sham Cmc 58,8 £ 2,87, n=7; Ovx Cmc 203,8 £ 7,66, n=7;
Sham Espiro 29,1 + 5,20, n=7; Ovx Espiro 33,3 £ 4,07 p < 0,05) (Figura 17).
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Figura 17: Imagens de micrografia representam a fluorescéncia emitida por dihidroetidio em
segmentos de ratas dos grupos Ovx, Sham, Ovx Espiro e Sham Espiro. Gréafico com valores
médios da fluorescéncia emitida por dihidroetidio. Anova duas vias.*p<0,05. Aumento de 40x

para fotografar.

5.9 EXPRESSAO GENICA DE NOX4, gp91lphox e SOD EM AORTA E EM
MESENTERICA



72

ApOs observar que a ovariectomia aumenta a producdo de EROs, o proximo
passo foi analisar a expressao das isoformas da NADPH oxidase gp91phox e
NOX4. Nossos resultados sugerem que 0s niveis dessas isoformas descritas
estdo aumentadas no grupo Ovx cmc de anéis de aorta, ndo havendo diferenca
entre 0s grupos na artéria de resisténcia (Figura 18 A-B). O aumento da
gp91phox pode ser uma das principais subunidades que contribuem para o
estresse oxidativo vascular nas enfermidades cardiovasculares (DRUMMOND
et al., 2011).

Analisamos também se a ovariectomia poderia alterar a expressdo das
enzimas antioxidantes SOD. Similar ao que encontramos em artéria aorta, a
expressdo da proteina SOD foi aumentada em artérias ovx cmc (Figura 18 C).
No entanto, a expressao proteica da SOD em mesentérica nao foi afetada
(Figura 18 E-F-G).
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Figura 18: Na parte superior da figura estdo demonstradas as bandas representativas da
expressdo de gp9lphox, NOX 4, SOD e da B-actina. Os resultados (média + EPM) estéo
mostrados como expressédo proteica da gp91lphox, NOX 4, SOD em rela¢do a B-actina. Para
anélise comparativa.Anova duas vias *P<0,05 vs ovx; #vs sham.

5.10 ANALISE MALONDIALDEIDO

Com o intuito de verificar se o estado oxidante (estresse oxidativo) é alterado

pelo tratamento com espironolactona, foram realizadas medidas da producéo

de malondialdeido no plasma. Como observado na Figura 19, os niveis

plasmaticos de malondialdeido foram

espironolactona apés 8 semanas.
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Figura 19: Medida da producdo de MDA plasméatica do grupo sham cmc, ovx cmc e sham
espiro, ovx espiro. Dados estdo expressos em média + EPM;. Anova duas vias,*P>0,05 vs

ovx; #vs sham.
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6. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que o antagonista de MR a espironolactona impediu o
aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina, na aorta de ratas, mas néo
em artéria de resisténcia, induzida pela deficiéncia de estrogénio apos 8
semanas de privacdo hormonal. O efeito vascular protetor da espironolactona
foi associado com aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico e reducéo da

producao de superéoxido derivado da NADPH oxidase.

O bloqueio de receptores MR néo alterou a pressao arterial. Em mesentérica
ndo houve alteracdo na reatividade entre os grupos sham e ovx, porém na
aorta houve o aumento da reatividade a Fe quando comparado o grupo sham e
ovx, e esse feito foi restaurado pelo bloqueio de MR, que também aumentou a
resposta vasodilatadora em aorta de ratas ovx sugerindo que os efeitos
benéficos do farmaco ocorrem sob vasos de condutancia de ratas com

deficiéncia de estrogénio.

Os dados sugerem que as alteracbes vasculares como a disfuncdo vascular
observadas em aorta isolada de ratas ovx se devem ao aumento da producéo
de radicais livres derivados do oxigénio, principalmente o anion superoxido,
ocasionando reducao da biodisponibilidade de NO em anéis de aorta do grupo
ovX, concomitante a isso, ocorre aumento da participacdo de prostanoides

vasoconstrictores derivados da via do acido araquid6nico-ciclooxigenase.

Os nossos resultados sugerem que a reducdo dos niveis de estrogénio e
consequentemente o aumentos de ROS atuam em conjunto para produzir as
alteracOes vasculares que podem contribuir para doencas cardiovasculares.
Portanto este modelo proporciona um novo mecanismo pelo qual os
antagonistas de MR podem ser protetores em mulheres na pés-menopausa,

prevenindo a disfungéo vascular associada a privacdo hormonal.

Com intuito de esclarecer os prejuizos causados pela insuficiéncia do

estrogénio, e a resposta promovida pela espironolactona sobre a reatividade
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vascular em anéis de aorta e mesentérica. Os resultados encontrados neste

trabalho seréo discutidos adiante.

6.1 EFEITO DA DEFICIENCIA DE ESTROGENIO SOBRE PARAMETROS
PONDERAIS.

Ao final do tratamento, como era esperado, houve um aumento do peso
corporal de todos os grupos. Além disso, h4 um aumento significativo do peso
das fémeas ovx quando comparada as ratas sham , corroborando com dados
da literatura (KLOOSTERBOER; EDERVEEN, 2002; YOSHITAKE et al., 1999).
O procedimento de ovariectomia, que conduz a um ganho de peso corporal,
também se associa a um aumento do consumo energético diario e ao aumento

da massa gorda corporal (RYOU et al., 2012).

O peso do utero também foi avaliado a fim de comprovar a eficicia da técnica
de ovariectomia, ou seja, avaliar de forma indireta a deficiéncia de estrogénio.
A utilizacdo do peso do Utero como parametro de eficacia da ovariectomia é
bem descrita (CALIMAN et al., 2013; DE MEDEIROS et al., 2012; SATO et al.,
1996).

6.2 EFEITO DA DEFICIENCIA DE ESTROGENIO SOBRE A PRESSAO
ARTERIAL

Nossos dados mostraram que a deficiéncia de estrogénio em ratas jovens nao
altera valores da pressao sistdlica e diastolica, o que corrobora com estudo de
Ribeiro e colaboradores 2013, realizado em nosso laborat6rio em que parte do
seu estudo avaliou a presséo arterial em ratas submetidas a ovariectomia por 8

semanas.

As artérias de resisténcia (ex: terceiro ramo da mesentérica) caracterizada por
ter diametro menor 500 um, tem um papel fundamental na resisténcia vascular
total e, portanto na manutencdo da homeostase pressorica (MULVANY &

AALKJAER, 1990). A RVP é inversamente proporcional ao raio do vaso a
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quarta poténcia e, portanto, diminuicbes no tamanho destas artérias, podem
levar importantes aumentos na resisténcia periférica e, por conseguinte na
presséao arterial (MULVANY & AALKJAER, 1990).

Assim notamos que o blogueador de aldosterona age independente da
alteracdo na pressdo arterial. Esses resultados mostram que esse
mineralcorticéide age independente no rim, vasculatura e coracdo
(WEINBERGER et al 2002).

Para avaliar se a deficiéncia de estrogénio interfere na reatividade vascular,

avaliamos a funcéo contrétil a fenilefrina em anéis de aorta e mesentérica.

6.3 EFEITO DA ESPIRONOLACTONA SOBRE A REATIVIDADE A
FENILEFRINA

As células do mduasculo liso vascular, assim como as demais células
musculares, dependem diretamente de um aumento na concentracao de célcio
citoplasmatico para deflagrar sua contracdo, como na presenca de agentes
vasoconstritores que se ligam a receptores especificos (agonistas a;

adrenérgico: fenilefrina e noradrenalina) (HOROWITZ et al., 1996).

No presente estudo avaliamos se a técnica de ovariectomia aumenta a
resposta contratii a fenilefrina em vasos de condutancia e resisténcia.
Observamos entéo, que a resposta a fenilefrina em segmentos de artéria aorta
toracica de ratas do grupo ovx revelou aumento da contracdo vascular,
confirmada pelo aumento da resposta maxima (Rmax) a Fe. No entanto, ndo
foram observadas alteragcdes da reatividade vascular a Fe em artérias

mesentéricas entre ratas sham e ovx.

Trabalhos evidenciam a influéncia do estrogénio sobre a reatividade vascular
em anéis de aorta em ratas Ovx (BOLEGO et al., 1997; FLORIAN et al., 2004;
STICE et al.,, 2009 FENOY et al.,, 2010) como no estudo de Bianchi e
colaboradores (2006), onde foi encontrada uma maior reatividade a fenilefrina

em anéis de aorta isolados em fémeas Ovx.
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No entanto, nosso estudo demonstrou que o tratamento com espironolactona
foi capaz de reverter o aumento de reatividade a Fe em aorta isolada do grupo
ovx.. Em acordo com nossos dados, onde ndo evidenciamos alteracdes de
reatividade em artérias mesentéricas, trabalho desenvolvido por Song e
colaboradores em 2006, mostraram que a contracdo induzida pela fenilefrina
nao alterou a resposta em ratas sham quando comparada a rata

ovariectomizadas por 8 semanas.

Com intuito de verificar se as alteracOes de reatividade encontradas em aorta
isolada de ratas ovx sdo dependentes ou ndo do endotélio, protocolos onde o
mesmo foi removido mecanicamente foram, entdo, realizados. Assim foi
observado um aumento da resposta maxima a Fe no grupo sham, e no grupo

ovx houve diferenca apenas na sensibilidade a Fe.

Estes resultados sugerem que a habilidade do endotélio em modular a resposta
contratil induzida a fenilefrina esta reduzida em aorta isolada de ovx, mostrando
que a deficiéncia de estrogénio altera a resposta contratil em anéis de aorta,
reduzindo a modulacao endotelial.

Estudos recentes como o de Costa e colaboradores em 2015, mostraram que a
auséncia do endotélio promoveu aumento significativo da Rméx a fenilefrina

em ratas sham, corroborando com nossos estudos.

Nossos resultados mostram, ainda, que em ratas tratadas com
espironolactona, houve um maior deslocamento das curvas concentracéo-
resposta a Fe na auséncia do endotélio em ambos 0s grupos, sugerindo que o

blogueio de receptores de mineralocorticoides melhora a modulagédo endotelial.

Juntos, os resultados apresentados até o momento sugerem que a deficiéncia
de estrogénio promove aumento da liberacdo de fatores constrictores e/ou
reducdo de fatores vasodilatadores liberados pelo endotélio em aorta isolada
de ratas ovx. Ainda, nossos resultados demonstram que o bloqueio de

receptores de mineralocorticoides parece reverter esses efeitos.
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Sabendo que o tratamento com espironolactona melhora a funcédo endotelial,
foi investigada a resposta vasodilatadora dependente do endotélio por meio de
curvas concentracdo-resposta a acetilcolina em anéis pré-contraidos com

fenilefrina.

6.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE O
RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTELIO

A acetilcolina liga-se ao receptor muscarinico (M2) levando ao aumento da
concentracéo intracelular de célcio, o qual ativa a formacéao e liberacdo de NO
pela acdo da enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS). O NO se difunde
para 0 musculo liso vascular, ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs)
promovendo o aumento da concentracao intracelular de GMPc. O GMPc ativa
a proteina quinase G (PKG) que fosforila diversas proteinas, reduzindo a
sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio, culminando com o relaxamento

do vaso por hiperpolariza¢cdo do musculo liso vascular (RATTMMAN, 2009).

Afim de comprovar se o bloqueio de MR melhora uma possivel reducao do
relaxamento dependente do endotélio realizamos curvas concentracao

resposta a ACh em anéis de aorta e mesentérica em ratas sham e ovx.

Qiao e colaboradores em 2008 mostraram que o estrogénio tem acao direta em
células vasculares e endotélio, tendo um papel vasorelaxante. O efeito desse
horménio sobre a parede do vaso por ocorrer por uma acao rapida conhecida
como mecanimo ndo gendmico, envolvendo componentes da membrana
celular, com alteracdo na permeabilidade ibnica e ativacao enzimatica por uma
acdo conhecida como mecanismo genémico, o qual envolve ativacdo de seus
receptores intracelulares (PEDROSA, 2009). Os efeitos cardiovascular do
estrogénio sdo bem conhecidas e contribuem para a manutencdo de um efeito
vasodilatador, antitrombotico e anti-inflamatério do endotélio (HASSAN &
WAHHAB, 2012).
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No entanto, em nosso estudo ndo observamos alteracées no relaxamento a
ACh entre os grupos ovx e sham. Porém, o bloqueio de receptores de
mineralocorticoides promoveu aumento do relaxamento no grupo ovx quando

comparado ao sham, em aorta isolada.

Nawate e colaboradores em 2005, em um dos seus estudos investigaram o
relaxamento dependente do endotélio em artéria mesentérica superior de ratas
controle (sham) e ovariectomizadas, ndo havendo também diferenca na

resposta a Ach.

Estudos recentes mostram a atenuacdo de vasodilatadores dependentes do
endotélio, e sugerem que essa atenuagdo possa estar associado com o
aumento do risco de complicagbes cardiovasculares (LEUNG et al., 2016;
CALIMAN et al., 2013). Esses dados mostraram que as células endoteliais séo
capazes de controlar ativamente a homeostase, o remodelamento vascular, a
coagulacdo e as respostas inflamatéria e imune (FELETOU & VANHOUTTE,
2009)

Para avaliar se a deficiéncia de estrogénio causa prejuizo no relaxamento do
musculo liso vascular, foram realizados experimentos com o nitroprussiato de
sédio (NPS).

Nossos resultados demonstraram que em ratas ovx, o relaxamento induzido
pelo NPS néo foi alterado, quando comparado ao sham, tanto em aorta quando
em mesentérica. Além disso o bloqueio do MR nédo induziu qualquer acdo nas
artérias estudadas. Esses dados demonstram que o ovx ndo apresenta
alteracdo do relaxamento independente do endotélio, tanto em artéria de

condutancia e resisténcia.

Semelhante ao nosso achado, Yung e colaboradores 2011, fez o comparativo
de ratas com 4, 8 e 12 semanas de ovariectomia e em nenhum dos grupos
houve alteracdo na resposta ao NPS. Em contrapartida, Oliveira e
colaboradores em 2014, compararam ratas sham, ovx e um grupo tratado com

metformina. 35 dias ap6s o procedimento cirdrgico, 0s pesquisadores notaram
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diferenca significativa ao NPS entre os grupos sham e ovx. Essa resposta pode
sugerir que a resposta independente do endotélio pode ser alterada
dependente do tempo submetido a ovariectomia.

Os mecanismos pelo qual a deficiéncia de estrogénio altera a reatividade
vascular a fenilefrina foi investigado no presente estudo. Neste sentido,
investigamos se as possiveis vias de liberacdo de fatores relaxantes e/ou
contrateis endoteliais alteradas pela ovariectomia, poderiam ser restauradas

com o tratamento da espironolactona em anéis de aorta e mesentérica.

6.5 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NA OVX E O TRATAMENTO
COM ESPIRONOLACTONA SOBRE A RESPOSTA A FENILEFRINA

6.5.1 Participacdo da Via do Oxido nitrico em Anéis de Aorta e

Mesentéricas de Ratas

Entre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio, 0 NO se destaca pelo
seu potente efeito vasodilatador e acbes que resultam em manutencdo do
tbnus vascular, inibicdo da adesdo, agregacdo plaquetaria e regulacdo do
crescimento vascular (CANNON, 1998; MONCADA et al., 1991). Sua sintese é
estimulada por alguns fatores, como pelas forcas de cisalhamento produzidas
pelo fluxo sanguineo no vaso (shear stress) e receptores endoteliais (Ex:

muscarinico, receptor para bradicinina, etc..) (PALMER et al., 1987).

A producdo de NO ocorre a partir da metabolizacdo do aminoacido L-arginina
em NO e L-citrulina, por meio da acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS),
na presenca de oxigénio, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH),
tetrahidrobiopterina (BH,), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e flavina
mononucleotideo (FMN) (ANGUS & COCKS, 1989; MICHEL & VANHOUTTE,
2010).

Para investigar se a modulacdo do NO nas respostas contrateis a fenilefrina
estavam alteradas, utilizamos o inibidor de sintase do oxido nitrico, L-NAME.

De forma semelhante com o que ocorreu na retirada do endotélio, podemos
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relatar que a incubacao da artéria aorta com o L-NAME produziu um aumento
da resposta contratil a fenilefrina no grupo controle semelhante com o aumento

da resposta no grupo ovx.

Estes resultados sugerem que a reducéo dos niveis de estrogénio, cursa com a
reducdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico, e o inverso ocorre nas ratas
tratadas com espironolactona, onde percebemos a melhora da disponibilidade

de NO, consequentemente melhorando a resposta vascular.

Semelhante ao que encontramos em aorta, a incubagcdo das artérias
mesentéricas com L-NAME levou uma diferenca apenas na sensibilidade no

grupo Oovx.

Com esses dados podemos observar que a reducéo dos niveis de estrogénio é
bem relacionado com prejuizo na reatividade vascular devido a reducao de
fatores vasodilatadores como a reducéo da biodisponibilidade de NO. (PINNA
et al., 2008; CAMPOREZ et al., 2011).

Resultados similares aos nossos foram encontrados no estudo de LEUNG e
colaboradores 2016, onde alteracdes na biodisponibilidade do NO tém sido
evidenciado em estudos experimentais com fémeas ovariectomizadas. Ambos
0s estudos com animais ou humanos mostraram a redugéo da fungéo ovariana

associada com a reducao da producao de NO (GANZ P, 2002).

Os resultados até agora apresentados sugerem que além do 6xido nitrico,

outras vias podem estar envolvidas nos efeitos deletérios no vaso.

Estudos sugerem que a producdo de ROS durante a deficiéncia de estrogénio
pode levar a uma disfuncdo endotelial (YUNG et al., 2011; VIRDIS et al.,
2000). Diante disso, decidimos investigar com maiores detalhes a via dos
radicais livres que poderiam elucidar e/ou ratificar os dados encontrados até o
momento, uma vez que o NO pode ser reduzido consideravelmente pela sua

reagcdo com espécies reativas de oxigénio.
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6.5.2 O Papel das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) na Reatividade
Vascular em Artérias Aortas e Mesentéricas de Ratas

As EROs sdo moléculas derivadas do metabolismo do oxigénio formadas por
elétrons livres ou ndo pareados, o que as conferem grande capacidade reativa.
A fim de captar um elétron para sua estabilizacdo, as EROs sdo capazes de
reagir com qualquer composto proximo, seja este uma molécula, célula, ou
tecido, sendo entdo denominadas substancias oxidantes (HARRISON &
GONGORA, 2009). As principais EROs séo o anion superoxido (02"), o radical
hidroxila (OH"), o peroxinitrito (OONQ) e o peréxido de hidrogénio (H,0,) (KOH
et al., 2009).

Afim de avaliar a participagdo do O," no aumento da reatividade a fenilefrina
devido a reducdo dos niveis de estrogénio em aorta, foi utilizado tiron, um
“varredor’ nao-enzimético de anion superoxido. Apos a incubacao do tiron,
observou-se maior reducdo na resposta vasoconstritora a fenilefrina em anéis
isolados de aorta das ratas ovx, ndo havendo nenhuma diferenca em artérias

de resisténcia.

Assim, observa-se que a perda de estrogénio enddgeno leva a reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) derivado do endotélio e prejudica a
funcdo endotelial devido aumento de ROS (HERNANDEZ et al., 2000).e NO

Um aumento de O,” um importante EROS, ocorre concomitantemente com
diminuicdo da biodisponibilidade do NO. O superéxido reage rapidamente com
o NO, formando peroxinitrito e diminuindo a biodisponibilidade de NO
(RUBANYI; VANHOUTTE, 1986).

Adicionalmente, os resultados obtidos pela técnica de fluorescéncia emitida
por dihidroetidio apresentou aumento na producédo local de O,” nos anéis de
aorta ovx quando comparados as ratas sham, e esse efeito reduziu mais ainda
quando usou um bloqueador de MR, confirmando os resultados funcionais do

presente estudo.
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Uma fonte vascular de O," bem estabelecida é a NADPH oxidase
(GRIENDLING; SORESCU; USHIO-FUKAI, 2000; HARRINSON DG, 2009).
Hamilton e colaboradores em 2002, demonstraram que a apocinina seria um
inibidor da NADPH oxidase, sendo assim com maior potencial para reduzir a
producdo de O,". Porém, alguns autores tém relatado diferentes a¢bes da
apocinina que sao independentes da sua capacidade de inibir a NADPH
oxidase (HEUMULLER et al., 2008; RIGANTI et al., 2008), ou seja, ela pode
reduzir a disponibilidade de EROs através de suas propriedades antioxidantes
(HEUMULLER et al., 2008).

No nosso estudo, ocorreu reducado da resposta a fenilefrina em todos os grupos
na presenca de apocinina, porém quando comparamos a curva controle
(auséncia de inibidor) com as curvas obtidas na presengca do inibidor,
respectivo de cada grupo, 0s animais ovx apresentaram uma reducdo mais
significativa a resposta a fenilefrina, indicando que neste grupo ha maior
producado de EROS.

Este efeito pode estar relacionado a acdo da apocinina sobre a NADPH
oxidase, impedindo a formagao de O2+- por esta via, e, assim, aumentando a
biodisponibilidade do NO (YUNG et al., 2011).

Yung e colaboradores em 2011 demonstraram que a producdo de EROs
durante a privacao de estrogénio pode levar a o desenvolvimento de disfuncao
endotelial em anéis de aorta. Em um estudo realizado em camundongos
fémeas, a ovariectomia resultou em aumento da produgao O2-- estimulada
pela NADPH em aorta. (WASSMANN et al., 2005)

Para confirmar a maior participagcdo da NADPH oxidase no aumento da
producdo de EROs em artéria aorta, a expressédo proteica da gp9lphox e
NOX4, isoformas da NADPH oxidase, foram quantificada também pela técnica
de Western Blot. Esta se apresentou aumentada em artéria aorta de ratas ovx
guando comparada aos animais sham, corroborando com os resultados

funcionais aqui apresentados.
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Outro possivel mecanismo que justificaria as alteracdes vasculares seria a
reducdo das defesas antioxidantes, pois iria contribuir para aumentar a
producdo de superdxido. Assim, de acordo com os resultados obtidos no
western blot, percebemos que a expressdo proteica de SOD-Mn esta

aumentada em artérias aorta de animais com deficiéncia de estrogénio.

Sugere-se que 0 estrogénio pode modular a atividade e/ou expressédo de
enzimas anti e pré oxidantes. Aléem disso, Leung 2011 mencionou que O
estrogénio em concentracoes fisioldgicas pode reduzir a expressao da enzima

NADPH oxidase, principal geradora de EROs em vasos sanguineos.

Assim sendo, os resultados na ovx com os bloqueadores de MR foram capaz

de restaurar a nivel de sham quando incubados com apocinina.

Nas artérias mesentéricas a apocinina nao alterou a reatividade vascular, o que
sugere pouca participacdo da NADPH oxidase na producdo de anion

superoéxido neste leito vascular.

Para avaliar a participagdo do peroxido de hidrogénio utilizamos a catalase,
gue gquando adicionada alterou a reatividade vascular.em anéis de aorta.
Levando em consideracdo esta informacdo, esta analise revelou que a
producdo de EROs nas ratas ovx estavam aumentada em comparagédo com 0s
valores do grupo sham.

Estudos em fémeas SHR ovariectomizadas também mostraram que a
incubacdo com catalase reduz os niveis de ROS em vasos de aorta.
(CERAVOLO et al. 2012). Portanto a catalase, SOD e outros compostos
formam o sistema de defesa anti-oxidativo que regula as concentracdes de
ROS, dentro de niveis homeostéaticos néo téxicos (HALLIWELL, 2007)

Nosso proximo passo foi investigar a via dos prostanoides derivados da via do
acido araquidénico-ciclooxigenase pois 0 envolvimento dessa via também
poderia explicar a reducdo de NO (MARNETT et al 1999), assim aumentando a

resposta contratil a fenilefrina nos anéis de aorta e mesentérica.
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6.5.3 O Papel dos Prostandides Derivados da Ciclooxigenase (cox) sobre

a Reatividade Vascular em Artérias Aortas e Mesentéricas de Ratas

Os prostandides derivados da via da ciclooxigenase desempenham um
importante papel na regulacdo do ténus vascular e participam das respostas a
agressao vascular (ALVAREZ et al., 2005).

Para avaliar se os prostanoides vasoconstritores estdo envolvidos no aumento
da reatividade vascular a fenilefrina induzido pela reducdo dos niveis de
estrogénio, foi utilizada indometacina, um inibidor ndo seletivo das

ciclooxigenases.

Esse inibidor reduziu significativamente a reatividade vascular a fenilefrina nos
segmentos aorticos de ratas sham e ovx, porém esse efeito foi maior em ratas

OVX, sugerindo maior liberacdo de prostandides constrictores neste grupo.

Esse aumento de constritores em vasos de condutancia pode ser justificado
também pelo aumento de ROS. Assim, uma vez que houve aumento de ROS
no grupo ovx, ha possibilidade de aumento de prostanodides.

Concomitantemente, Caramari & Zago 2000 mostraram que o aumento dos
produtos da via da COX-2 induzidos pela ovariectomia, podem aumentar a
producdo de EROs Esse aumento acarreta em estresse oxidativo que pode
culminar em aumento da reatividade vascular e disfuncdo endotelial. Assim
nossos resultados sugere que o aumento de produtos derivados da cox,
possivelmente COX-2, induzidos pela ovx, poderiam estar relacionados com o
aumento de ROS (ou vice-versa). De fato, estudos mostram que os produtos
derivados da COX-2 podem modular a producdo de EROs (MARTINEZ-
REVELLES et al., 2013).

O tratamento com espironolactona na aorta, ndo altera a resposta no grupo
sham, ou seja, continua ocorrendo aumento de prostandides, ja na ovx essa

resposta é restaurada na presenca de bloqueador de MR.
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Em outro modelo experimental usando aorta de ratos diabéticos Adel e
colaboradores em 2014, mostrou os efeitos benéficos do bloqueador MR,
espironolactona, que reduziu o estress oxidativo nos ratos diabéticos, assim
esse estudo mostra que o farmaco € capaz de diminuir a formacédo de

superoéxido e assim melhorando a biodisponibilidade de NO.

Ao analisarmos o envolvimento de prostandides nas respostas vasoconstritoras
em artérias de resisténcia, vimos uma producdo de prostandides constritores
apenas no grupo sham, mostrando uma reducdo significativa na resposta
induzida por fenilefrina resultante do bloqueio dos prostandides com
indometacina, mostrando uma pequena participacdo desta via nos vasos de

resisténcia.

Posteriormente esse aumento de prostandides do grupo sham foi abolido na
presenca de bloqueadores de MR, sugerindo que esse farmaco pode ter acao

na reducédo de producao de prostandides constrictores.

6.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO PLASMATICO

O processo de peroxidacao lipidica consiste em uma cascata de reacdes
resultante da acdo dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das
membranas celulares e lipoproteinas, transformando-os em acidos graxos
peroxidados o0s quais sofrem reducdo de sua cadeia lateral liberando
malondialdeido (MDA), de maneira que sua concentracao sérica é proporcional
a quantidade de acidos graxos poliinsaturados oxidados. Este processo
acarreta em destruicdo de sua estrutura, faléncias dos mecanismos de troca de

metabdlitos e, em condicdo extrema, morte celular (BENZIE, 1996).

Sabendo que a peroxidacao lipidica é frequentemente associada ao aumento
das EROs, o presente estudo avaliou a disfuncdo endotelial devido ovx sobre
0s niveis de MDA no plasma.
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Os resultados encontrados, apés a ovx mostraram que 0 aumento dos niveis
de MDA no plasma pode sugerir que a falta de estrogénio levou efeitos
deletérios, porém isso foi melhorado na presenca de bloqueador MR.

Corroborando com nossos dados Faustino e colaboradores em 2013,
analisaram os niveis de MDA no plasma de ratas ovx, e percebeu que ndo
houve diferencga significativa entre os grupos sham e ovx.

Portanto, embora a ovariectomia altere as fung¢des vasculares culminando em
disfuncdo endotelial, o processo de peroxidacao lipidica melhora na presenca
de bloqueadores de MR.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que a deficiéncia de estrogénio induziu alteragao na
reatividade vascular em aorta, mas ndo em artérias mesentérica de resisténcia,
com aumento da resposta vasoconstritora e reducdo da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio. Estas alteracdes da funcdo vascular
parecem ser promovidas pela reducdo da biodisponibilidade do NO, pelo
aumento da produgcdo de O2+— em aortas; e ainda sugere uma possivel
participacdo dos prostandides em artérias de condutancia. Todas as alteracdes
vasculares observadas em aorta isolada foram normalizadas pelo tratamento
com bloqueador de receptor mineralcorticoide, a um nivel semelhante aos

animais do grupo sham.

Podemos especular que, caso a espironolactona seja usada numa fase
precoce de deficiéncia estrogénica, essa droga exerca um efeito protetor sobre
a funcéo endotelial, assim como exercem importante controle sobre a reducao

da peroxidacéo lipidica alteradas em ratas com deficiéncia estrogénica.

Portanto, o nosso estudo demonstrou que a influéncia do bloqueador de
receptores mineralcorticbide em vasos de condutancia pode trazer efeitos
benéficos, podendo assim contribuir para prevencédo de uma possivel disfuncao

vascular em mulheres na fase p6s-menopausa.



90

8. REFERENCIAS

AKKI A, ZHANG M, MURDOCH C, BREWER A, SHAH AM (2009) NADPH
oxidase signaling and cardiac myocyte function. J Mol Cell Cardiol 47: 15-22.
S0022- 2828(09)00152-7 [pii];10.1016/j.yjmcc.2009.04.004

ALVAREZ Y, BRIONES AM, BALFAGON G, ALONSO MJ, SALACEIS M.
Hypertension Increase the Participation of Vasoconstrictor Prostanoids from
Cyclooxigenase-2 in Phenylephine Responses. Journal os Hypertension 2005;
23(4):767-777.

ANGUS, J.A., COCKS, T.M., 1989. Endothelium-Derived Relaxing Factor
Pharmacol Ther.. 41, 303-52.

ARMANDO, M. JEZOVA, A. V. JUORIO et al., “Estrogen upregulates renal
angiotensin Il AT2 receptors,” The American Journal ofPhysiology—Renal
Physiology, vol. 283, no. 5, pp. F934-F943, 2002.

AUCH-SCHWELK W, KATUSIC ZS, VANHOUTTE PM. Contractions to
Oxygen-Derived Free Radicals are Augmented in Aorta of the Spontaneously
Hypertensive Rat. Hypertension. 1989 Jun;13(6 Pt 2):859-64.

AYE & MOHAMED M. A. KHALIFA. Sprironolactone Improves Endothelial
Dysfunction in Streptozotocin-Induced Diabetic Rats Heba Naunyn-
Schmiedeberg’'s Arch Pharmacol (2014) 387:1187-1197

BALDO MP, ZANIQUELI D, FORECHI L, MACHADO RC, RODRIGUES SL,
MILL JG: Effect of Spironolactone in Adult Spontaneously Hypertensive Rats
Submitted to High Salt Intake. Clinics, 2011, 66, 477-482.

BATLOUNI,M. Endotélio e Hipertenséao Arterial. Rev Bras Hipertens 8: 328-38,
2001.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Auch-Schwelk%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2567706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katusic%20ZS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2567706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanhoutte%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2567706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2567706

91

BECHLIOULIS A, NAKA KK, KALANTARIDOU SN, CHATZIKYRIAKIDOU A,
PAPANIKOLAOUE O, KAPONISE A, K VAKALIS, VEZYRAKIF P,
GARTZONIKAG K, MAVRIDISG A, GEORGIOUD I, MICHALIS LK. Short-term
hormone therapy improves sCD40L and endothelial function in early
menopausal women: potential role of estrogen receptor polymorphisms.
Maturitas 2012;71(4):389-95.

BENZIE, I.F., 1996. Lipid Peroxidation: a Review of Causes, Consequences,

Measurement and Dietary Influences. Int J Food Sci Nutr. 47, 233-261.

BIANCHI PR, GUMZ BP, GIUBERTI K, STEFANON I. Myocardial Infarction
Increase Reactivity to Phenylephrine in Isolated Aortic Rings os Ovariectomized
Rats. Life Sciences., v. 78, p. 875-881, 2006.

BOLEGO C, CIGNARELLA A, RUZZA R, ZAAROUR C, MESSI E, ZANISI M,
P.L Diferential Effects of Low- and High Dose Estrogen Treatments on Vascular
Responses in Female Rats. Life Sciences, v.25, N.60, p. 2291-2302,1997.

BONETTI PO, LERMAN LO, LERMAN A. Endothelial dysfunction: a marker of
atherosclerotic risk. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2003; 23: 168-175.

BRIONES,A.M.,,NGUYENDINHCAT, A.,CALLERA,G.E.,YOGI,A..BURGER,D.,
HE,Y.et al.(2012). Adipocytes produce aldosterone through calcineurin-
dependent signaling pathways:implications in diabetes mellitus-associated
obesity and vascular dysfunction. Hypertension 59,1069-1078.doi:
10.1161/HYPERTENSIONAHA.111.190223

BROWN,N.J.(2013).Contribution of aldosterone to cardiovascular and renal
inflammation and fibrosis. Nat.Rev.Nephrol. 9,459-469.doi:
10.1038/nrneph.2013.110

BRUDER-NASCIMENTO,T.,DASILVA,M.A., AND TOSTES,R.C.(2014). The

involvement of aldosterone on vascular insulin resistance: implications in



92

obesity and type 2 diabetes. Diabetol.Metab.Syndr. 6:90.d0i:10.1186/1758-
5996-6-90

CALIMAN, I. F. Et al. Endothelial Relaxation Mechanisms and Oxidative Stress
are Restored by Atorvastatin Therapy in Ovariectomized Rats. Plos one, v. 8, n.
11, p. E80892, jan. 2013.

CALLERA,G.E.,TOUYZ,R.M., TOSTES,R.C.,YOGI,A.,HE,Y.,MALKINSON,S. et
al.(2005).Aldosterone activates vascular p38 MAP kinase and NADPH oxidase
via c-Src. Hypertension 45,773—-779.doi:10.1161/01.HYP.0000154365.30593.d3

CALLERA,G.E.,YOGI,A.,BRIONES,A.M.,MONTEZANO,A.C.,HE,Y.,TOSTES,R.
C.et al. (2011).Vascular proinflammatoryresponses by aldosteronea
remediated via c- Src trafficking to cholesterol-rich microdomains: role of
PDGFR. Cardiovasc. Res. 91,720-731.d0i:10.1093/cvr/cvr131

CAMPOREZ, J. P. G. et al. Dehydroepiandrosterone Protects Against
Oxidative Stress-Induced Endothelial Dysfunction in Ovariectomized Rats.
The Journal of physiology, v. 589, n. Pt 10, p. 2585-96, 15 maio 2011.

CANNON Il RO. Role of Nitric Oxide in Cardiovascular Disease: Focus on
The Endothelium. Clinical Chemistry 1998; 44(8): 1809-1819

CARAMORI, P.R.A., ZAGO, A.J., 2000. Disfuncdo Endotelial e Doenca
Arterial Coronariana. Arg. Bras. Cardiol. 75, 163-172.

CERAVOLO GS, FILGUEIRA FP,COSTA TJ,LOBATO NS, CHIGNALIA
AZ, ARAUJO PX, TOSTES RC, DANTAS AP, FORTES ZB, CARVALHO MH.
Conjugated Equine Estrogen Treatment Corrected the Exacerbated Aorta Oxida
tive Stress in Ovariectomized Spontaneously Hypertensive Rats. Steroids. 2013
Mar;78(3):341-6. doi: 10.1016/j.steroids.2012.11.018. Epub 2012 Dec 19.

CHAMBLISS KL AND SHAUL PW (2002) Estrogen modulation of endothelial
nitric oxide synthase. Endocr Rev 23:665—-686.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceravolo%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Filgueira%20FP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lobato%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chignalia%20AZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chignalia%20AZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Araujo%20PX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tostes%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dantas%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fortes%20ZB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23261957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Conjugated+equine+estrogen+treatment+corrected+the+exacerbated+aorta+oxidative+stress+in+ovariectomized+spontaneously+hypertensive+rats

93

CHAPMAN N, DOBSON J, WILSON S, et al. Effect of spironolactone on blood
pressure in subjects with resistant hypertension. Hypertension. 2007;49:839—
845.

COSTA TJ, CERAVOLO GS, DOS SANTOS RA, DE OLIVEIRA MA, ARAUJO
PX, GIAQUINTO LR, TOSTES RC, AKAMINE EH, FORTES ZB, DANTAS AP,
CARVALHO MH. Association of Testosterone with Estrogen Abolished the
Beneficial Effects of Estrogen treatmen by Increasing ROS Generation in Aorta
Endothelial Cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2015 Apr 1;308(7):H723-
32.doi:101152/ajpheart.00681.2014. Epub 2015 jan 30

CRAMER DW, XU H, HARLOW BL. Does incessant ovulation increase risk for
aerly menopause? American Journal of Obstetrics and Gynecology
1995;172(2):568-573.

DAVIDGE S. T. Prostaglandin H Synthase and Vascular Function. Circ Res.
2001;89:650-660.)

DE MEDEIROS, A. R. S. et al. Tibolone has Anti-inflammatory Effects in
Estrogen-Deficient Female Rats on the Natriuretic Peptide System and TNF-
Alpha. Regulatory peptides, v. 179, n. 1-3, p. 55-60, 10 nov. 2012.

DICKINSON KM, KEOGH JB, CLIFTON PM. Effects of a low-salt diet on flow-
mediated dilatation in humans. Am J Clin Nutr. 2009; 89: 485-90

DRUMMOND GR, SELEMIDIS S, GRIENDLING KK, SOBEY CG. Combating
oxidative stress in vascular disease: NADPH oxidases as therapeutic targets.
Nat Rev Drug Discov. 2011 Jun;10(6):453-71. doi: 10.1038/nrd3403

DUBEY, R. K. et al. Vascular consequences of menopause and hormone
therapy: importance of timing of treatment and type of estrogen. Cardiovascular
research, v. 66, n. 2, p. 295-306, 1 maio 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dickinson%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19106240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keogh%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19106240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clifton%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19106240
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drummond%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21629295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selemidis%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21629295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griendling%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21629295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sobey%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21629295
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21629295

94

DUSING, R. (2016) Mega clinical trials that have shaped the RAS intervention
clinical practice. Ther Adv Cardiovasc Dis 10. In press.

FARQUHARSON,C.A.,AND STRUTHERS,A.D.(2000). Spironolactone
increases nitric oxide bioactivity, improves endotelial vasodilator dysfunction,
and suppresses vascular angiotensinl/angiotensin Il conversion in patients with
chronic heart failure. Circulation 101,594-597.d0i:10.1161/01.CIR.101.6.594

FELETOU, M.; VANHOUTTE, P. M. EDHF: an update. Clinical science
(London, 73 England : 1979), v. 117, n. 4, p. 139-155.

FELS,J.,OBERLEITHNER,H.,ANDKUSCHE-VIHROG, K.(2010).Menage a trois:
aldosterone,sodium and nitric oxide in vascular endothelium. Biochim.
Biophys.Acta 1802,1193-1202.d0i:10.1016/}.bbadis.2010.03.006

FENOY FJ, HERNANDEZ ME, HERNANDEZ M, QUESADA T, SALOM MG,
H. I. Acute Effects of 2-Methoxyestradiol on Endothelial Aortic no Release in
Male and Ovariectomized Female Rats. Nitric Oxide, v. 23, n. 1, p. 12-19,
2010.

FLORIAN, M.; FREIMAN, A.; MAGDER, S. Treatment with 17-Beta- Estradiol
Reduces Superoxide Procuction in Aorta of Ovariectomized Rats. Steroides, V.
69, N. 13-14, p. 779-87, DEZ. 2004.

FORSTERMANN,U., ANDMUNZEL,T.(2006).Endothelial nitric oxide synthase in
vascular disease:from marvel to menace. Circulation 113,1708-1714.doi:
10.1161/Circulation a ha.105.602532

FRESHOUR JR, CHASE SE, VIKSTROM KL (2002) Gender differences in
cardiac ACE expression are normalized in androgen-deprived male mice. Am J
Physiol Heart Circ Physiol 283: H1997-H2003. 10.1152/ajpheart.01054.2001.



95

FROLICH, J. C.; FORSTERMANN, U. Role of eicosanoids in regulation of
vascular resistance. Advances in prostaglandin, thromboxane, and leukotriene
research, v. 19, p. 211-5, 1989.

FUNK .Prostaglandins and leukotrienes: Advances in eicosanoid biology.
Science, 294:1871-1875; 2001

FURCHGOTT RF, ZAWADZKI JV. The obligatory role of endothelial cells in the
relaxation of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature. 1980 Nov
27;288(5789):373-6.

GALLAGHER PE, Li P, LENHART JR, CHAPPELL MC, BROSNIHAN KB
(1999) Estrogen regulation of angiotensin-converting enzyme mRNA.
Hypertension 33: 323-328.

GANZ P (2002). Vasomotor and Vascular Effects of Hormone Replacement
Therapy. Am J Cardiol 90:11F-16F.

GRIENDLING KK, SORESCU D, USHIO-FUKAI M. NAD(P)H Oxidase: Role
in Cardiovascular Biology and Disease. Circ Res 2000; 86: 494-501.

GRODSTEIN F., MANSON J. E., COLDITZ G. A.,, WILLETT W. C., SPEIZER F.
E., AND STAMPFER , “A prospective, observational study of postmenopausal
hormone therapy and primary prevention of cardiovascular disease,” Annals of
Internal Medicine, vol. 133, no. 12, pp. 933-941, 2000.

GUETTA YV, QUYYUMI AA, PRASAD A, PANZA JA, WACLAWIW M, CANNON
RO Ill. The role of nitric oxide in coronary vascular effects of estrogen in

postmenopausal women. Circulation 1997;96:2795-801.

GUSTAFSSON, J.A., 2003. What pharmacologists can learn from recent
advances in estrogen signalling. Trends Pharmacol. Sci. 24, 479-485.
doi:10.1016/S0165-6147(03)00229-3


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Furchgott%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6253831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zawadzki%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6253831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6253831

96

HAKIM,T.S.,SUGIMORI,K.,CAMPORESI,E.M.,ANDANDERSON,G.(1996).Half-
lifeof nitric oxide inaqueous solutions with and with out tha emoglobin.
Physiol.Meas. 17,267-277.d0i:10.1088/0967-3334/17/4/004

HAYNES MP, LI L, SINHA D, RUSSELL KS, HISAMOTO K, BARON R,
COLLINGE M, SESSA WC, AND BENDER JR (2003) Src kinase mediates
phosphatidylinositol ~ 3-kinase/Aktdependent rapid endothelial nitric-oxide
synthase activation by estrogen. J Biol Chem 278:2118-2123.

HAYNES MP, SINHA D, RUSSELL KS, COLLINGE M, FULTON D, MORALES-
RUIZ M, SESSA WC, AND BENDER JR (2000) Membrane estrogen receptor
engagement activates endothelial nitric oxide synthase via the PI3-kinase-Akt

pathway in human endothelial cells. Circ Res 87:677—-682.

HALLIWELL B. Biochemistry of oxidative stress. Biochem Soc Trans 2007;35:
1147-50.

HAMMES SR & LEVIN ER. Extranuclear steroid receptors: nature and actions.
Endocrine Reviews 2007;28(7):726—41.

HAMILTON CA, BROSNAM MJ, AL-BENNA S, BERG G, DOMINICZACK AF.
NAD(P)H Oxidase Inhibition Improves Endothelial Function in Rat and
Human Blood Vessels. Hypertension.. 2002; 40: 755-762.

HARLOW BL & SIGNORELLO LB. Factors associated with early menopause.
Maturitas 2000

HARRINSON DG, GONGORA MC. Oxidtive Stress and Hyperension. The
Medical Clinicals and North America 2009; 93: 621-635.

HASSAN HA, ABDEL-WAHHAB MA. Effect of Soybean Oil on Atherogenic
Metabolic Risks Associated With Estrogen Deficiency in Ovariectomized

Rats: Dietary Soybean Oil Modulate Atherogenic Risks in Overiectomized


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hassan%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22205583

97

Rats. J Physiol Biochem. 2012 Jun;68 (2):247-53. pol: 10.1007/s13105-011-
0137-8. EpuB 2011 Dec 29.

HAWKINS, M.B.,THOMAS, P., 2004. The unusual binding properties of the third
distinct teleost estrogen receptor subtype ERbeta are accompanied by highly
conserved amino acid changes in the ligand binding domain. Endocrinology
145, 2968-77. doi:10.1210/en.2003-0806

HAYNES MP, LI L, SINHA D, RUSSELL KS, HISAMOTO K, BARON R,
COLLINGE M, SESSA WC, AND BENDER JR (2003) Src kinase mediates
phosphatidylinositol  3-kinase/Aktdependent rapid endothelial nitric-oxide
synthase activation by estrogen. J Biol Chem 278:2118-2123.

HAYNES MP, SINHA D, RUSSELL KS, COLLINGE M, FULTON D, MORALES-
RUIZ M, SESSA WC, AND BENDER JR (2000) Membrane estrogen receptor
engagement activates endothelial nitric oxide synthase via the PI3-kinase-Akt

pathway in human endothelial cells. Circ Res 87:677—-682.

HERNANDEZ, I. ET AL. 17Beta-Estradiol Prevents Oxidative Stress and
Decreases Blood Pressure in Ovariectomized Rats. American journal of
physiology. Regulatory, integrative and comparative physiology, v. 279, n. 5,
p. R1599- 605, nov.2002

HEUMULLER S, WIND S, BARBOSA-SICARD E, SCHMIDT HH, BUSS R,
SCHRODER K, BRANDES RP. Apocynin is not an inhibitor of vascular
NADPH oxidases but an antioxidant. Hypertension 2008; 51: 211-217..

HOLLENBERG,N.K.,STEVANOVIC,R.,AGARWAL,A.,LANSANG,M.C.,PRICE,D
AL LAFFEL,L.M. et al.(2004). Plasma aldosterone concentration in the patient
with  diabetes mellitus. Kidney Int. 65,1435-1439.d0i:10.1111/j.1523-
1755.2004.00524.

HOROWITZ, A., MENICE, C.B., LAPORTE, R., MORGAN, K.G., 1996.

Mechanisms of smooth muscle contraction. Physiol Rev. 76, 967-1003.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22205583

98

JABLONSKI KL, RACINE ML, GEOLFOS CJ, GATES PE, CHONCHOL
M, McCQUEEN MB, et al. Dietary sodium restriction reverses vascular
endothelial dysfunction in middle-aged/older adults with moderately elevated
systolic blood pressure. J Am Coll Cardiol. 2013; 61(3): 335—-343.

KATSU, Y., LANGE, A., MIYAGAWA, S., URUSHITANI, H., TATARAZAKO, N.,
KAWASHIMA, Y., TYLER, C.R., IGUCHI, T., 2013. Cloning, expression and
functional characterization of carp, cyprinus carpio, estrogen receptors and their

ifferential activations by estrogens. J. Appl. Toxicol. 33, 41-49. doi:10.1002/jat

KIFOR I, DZAU VJ. Endothelial renin-angiotensin pathway: evidence for
intracellular synthesis and secretion of angiotensins. Circ Res. 1987
Mar;60(3):422-8.

KLEINERT H, WALLERATH T, EUCHENHOFER C, IHRIG-BIEDERT |, LI
H, FORSTERMANN U. Estrogens increase transcription of the human
endothelial NO synthase gene: analysis of the transcription factors involved.
Hypertension. 1998 Feb;31(2):582-8.

KLOOSTERBOER, H. J.; EDERVEEN, A. G. H. Pros and Cons of Existing
Treatment Modalities in Osteoporosis: A Comparison Between Tibolone, Serms
and Estrogen (+/-Progestogen) Treatments. The Journal of steroid biochemistry

and molecular biology, v. 83, N. 1-5, p. 157—-65, DEZ. 2002

KOH KK, OH PC, WUON MJ. Does Reversal of Oxidative Stress and
Inflammation Provide Vascular Protection? Cardiovascular Research 2009;
81: 649-659.

KORNEL L. Colocalization of 11 beta-hydroxysteroid dehydrogenase and
mineralocorticoid receptors in cultured vascular smooth muscle cells. Am J
Hypertens. 1994 Jan;7(1):100


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jablonski%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Racine%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geolfos%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gates%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chonchol%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chonchol%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McQueen%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23141486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kifor%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3555883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dzau%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3555883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3555883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kleinert%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wallerath%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Euchenhofer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ihrig-Biedert%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=F%C3%B6rstermann%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9461225
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kornel%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8136102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KORNEL%2C+1994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KORNEL%2C+1994

99

LABUZEK,K.,LIBER,S.,BULDAK,L.,KRUPEJKEDZIERSKA,J.,MACHNIK,G.,BO
BRZYK, M.,et al.(2014).Eplerenone mimics features of the alternative activation
in macrophages obtained from patients with heart failure and healthy
volunteers. Eur.J.Pharmacol. 726,96-108.doi:10.1016/j.ejphar.2014.01.043

LEUNG FP, YUNG LM, NGAI CY, CHEANG WS, TIAN XY, LAU CW, ZHANG
Y, LIU J, CHEN ZY, BIAN ZX, YAO X, HUANG Y. Chronic black tea extract
consumption improves endothelial function in ovariectomized rats. Eur J Nutr
DOI 10.1007/s00394-015-1012-0

LEVENS NR, DE GASPARO M, WOOD JM,BOTTARI SP. Could the
pharmacological differences observed between angiotensin Il antagonists and
inhibitors of angiotensin converting enzyme be clinically beneficial? Pharmacol
Toxicol. 1992 Oct;71(4):241-9

LEVY DG, ROCHA R, FUNDER JW. Distinguishing the antihypertensive and
electrolyte effects of eplerenone. J Clin Endocrinol Metab. 2004; 89:2736—2740.

LINCOLN TM, DEY N, SELLAK H. Invited review: cGMP-dependent protein
kinase signaling mechanisms in smooth muscle: from the regulation of tone to

gene expression. Journal of applied physiology 2001; 91(3): 1421-1430.

MACRITCHIE AN, JUN SS, CHEN Z, GERMAN Z, YUHANNA IS, SHERMAN
TS, SHAUL PW Estrogen upregulates endothelial nitric oxide synthase gene
expression in fetal pulmonary artery endothelium. Circ
Res. 1997 Sep;81(3):355-62.

MALINSKI,T.,TAHA,Z.,GRUNFELD,S.,PATTON,S.,KAPTURCZAK,M., AND
TOMBOULIAN, P.(1993).Diffusion of nitric oxide in the aorta wall monitored
insitu by porphyry in icmicro sensors. Biochem.Biophys.Res.Commun.
193,1076-1082. doi:10.1006/bbrc.1993.1735.

MANCIA G, DE BACKER G, DOMINICZAK A, et al. ESH-ESC Task Force on
the Management of Arterial Hypertension. 2007 ESH-ESC Practice Guidelines


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leung%20FP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yung%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ngai%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheang%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tian%20XY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lau%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20ZY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bian%20ZX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26276555
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levens%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1454748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Gasparo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1454748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wood%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1454748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bottari%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1454748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1454748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1454748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MacRitchie%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jun%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=German%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuhanna%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sherman%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sherman%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaul%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9285637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9285637

100

for the Management of Arterial Hypertension: ESH-ESC Task Force on the
Management of Arterial Hypertension. J Hypertens 2007; 25(9): 1751-1762

MARCONDES, F. K., BIANCHI, F. J. and TANNO, A. P. Determination of the
Estrous Cycle Phases of Rats: Some Helpful Considerations. Braz. J. Biol.,
62(4A): 609-614, 2002

MARNETT LJ, ROWLINSON SW, GOODWIN DC, KALGUTKAR AS, LANZO
CA. Arachidonic Acid Oxygenation by COX-1 and COX-2. Mechanisms of
catalysis and inhibition. J Biol Chem. 1999 Aug 13;274(33):22903-6.

MARON BA, ZHANG YY, WHITE K, et al. Aldosterone inactivates the
endothelin-B receptor via a cysteinyl thiol redox switch to decrease pulmonary
endothelial nitric oxide levels and modulate pulmonary arterial hypertension.
Circulation. 2012;126:963-974.

MARTIN-FERNANDEZ B, DE LAS HERAS N, MIANA M, BALLESTEROS S,
VALERO-MUNOZ M, VASSALLO D, DAVEL AP, ROSSONI LV, CACHOFEIRO
V, LAHERA V. Spironolactone Prevents Alterations Associated With Cardiac
Hypertrophy Produce d By Isoproterenol in Rats: Involvement of Serum-and
Glucocorticoid Regulated Kinase Type 1. Exp Physiol 2012 jun: 97(6):710-8 doi:
10,1113/expphysiol 2011.063230. Epub 2012 Feb 10.

MARTINEZ-REVELLES, S., AVENDANO, M.S., GARCIA-REDONDO, A.B.,
ALVAREZ, Y., AGUADO, A., PEREZ-GIRON, J. V, GARCIA-REDONDO, L.,
ESTEBAN, V., REDONDO, J.M., ALONSO, M.J.,, BRIONES, A.M.,
SALAICES, M., 2013. Reciprocal Relationship Between Reactive Oxygen
Species and Cyclooxygenase-2 and Vascular dysfunction in hypertension.
Antioxid Redox Signal. 18, 51-65.

MCCURLEY A’ JAFFE IZ. Mineralocorticoid receptors in vascular function and
disease. Mol Cell Endocrinol. 2012 Mar  24;350(2):256-65. doi:
10.1016/j.mce.2011.06.014. Epub 2011 Jun 24


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marnett%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowlinson%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodwin%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalgutkar%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lanzo%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lanzo%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10438452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCurley%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21723914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaffe%20IZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21723914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21723914

101

MICHEL, T., VANHOUTTE, P.M., 2010. Cellular Signaling and NO
Production. P flugers Arch. 459, 807-816.

MILL JG, MILANEZ MC, RESENDE MM, GOMES MGS, LEITE CM:
Spironolactone prevents cardiac collagen proliferation after myocardial
infarction in rats. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2003, 30, 739-744.

MONCADA S. Nitric oxide. Journal of hypertension. 1994; 12(10): 35-39.

MONCADA M, PALMER RMJ, HIGGES EA. Nitric Oxide: Physiology,
Pathophysiology and Pharmacology. Pharmacological Reviews 1991; 43:
109-142.

MULVANY MJ, AALKJAER C. Structure and function of small arteries.
Physiological Reviews 1990; 70(4): 921-961.

MULVANY MJ, HALPERN W. Contractile properties of small arterial resistance
vessels in spontaneously hypertensive and normotensive rats. Circulation
Research 1977; 41 (1): 19-26.

NAGATA,D., TAKAHASHI,M., SAWAI K., TAGAMI,T., USUI,T., SHIMATSU,A,,
et al. (2006). Molecular mechanism of the inhibitory effect of aldosterone on
endothelial NO  synthase  activity. Hypertension  48,165-171.doi:
10.1161/01.HYP.0000226054.53527.bb

NAWATE S, FUKAO M, SAKUMA |, SOMA T, NAGAI K, TAKIKAWA O.,MIWA
S. & KITABATAKE A. Reciprocal changes in endothelium-derived
hyperpolarizing factor- and nitric oxide system in the mesenteric artery of adult
female rats following ovariectomy. British Journal of Pharmacology (2005) 144,
178-189.

NGUYEN DINH CAT A, JAISSER F. Extrarenal effects of aldosterone. Curr
Opin Nephrol Hypertens. 2012;21:147-156.



102

NICKENIG, G.; BA'UMER, A.T.; GROHE, C.; KAHLERT,S.; STREHLOW, K,
ROSENKRANZ, S.; STA'BLEIN,A.; Estrogen Modulates AT1 Receptor Gene
Expression In Vitro and In Vivo. (Circulation. 1998;97:2197-2201.)

OBERLEITHNER,H.,CALLIES,C. KUSCHEVIHROG,K.,SCHILLERS,H.,SHAHI
N,V., RIETHMULLER,C.,et al.(2009).Potassiums oftens vascular endothelium
and increases nitric oxide release. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 106,2829—-
2834.doi: 10.1073/pnas.0813069106

OLIVEIRA PW, DE SOUZA GJ, CALIMAN IF, LAMAS AZ, SANTOS DE
MEDEIROS AR, DE ANDRADE TU, DE ABREU GR, DE FIGUEIREDO SG,
BISSOLI NS. Metformin Ameliorates Ovariectomy Induced Vacular Dysfunction
in Non Diabetic Wistar Rats. Clin Sci (Lond) 2014 Aug: 127(4):265-75
doi:10.1042/CS 20130553

PALMER, R.M., FERRIGE, A.G., MONCADA, S., 1987. Nitric Oxide Release
Accounts for the Biological Activity of Endothelium-Derived Relaxing Factor.
Nature. 327, 524-526.

PARAVICINI TM, TOUYZ RM. NADPH oxidases, reactive oxygen species, and
hypertension: clinical implications and therapeutic possibilities. Diabetes Care.
2008;31(suppl 2):S170-S180.

PEDROSA DF,REZENDE LCD, SILVA IV, RANGEL LBA,GONCALVES WLS,
GRACELI JB, Efeitos Benéficos do Estrogénio no  Sistema
Vascular.Perspectivaonline volume 3, numero 12, 2009.

PEPINE C. J., NICHOLS W. W., AND PAULY D. F., “Estrogen and different
aspects of vascular disease in women and men,” Circulation Research, vol. 99,
no. 5, pp. 459-461, 2006.

PINNA, C. ET AL. Prolonged Ovarian Hormone Deprivation Impairs the
Protective Vascular Actions of Estrogen Receptor Alpha Agonists.
Hypertension, v. 51, n. 4, p. 1210-7, abr. 2008.



103

PUJA K. MEHTA AND KATHY K. GRIENDLING. Angiotensin Il cell signaling:
physiological and pathological effects in the cardiovascular system. Am J
Physiol Cell Physiol 292: C82-C97, 2007. First published July 26, 2006;
doi:10.1152/ajpcell.00287.2006

RATTMMAN, Y.D., 2009. Mecanismos Endoteliais Envolvidos nos Efeitos
Vasculares da Dicksonia sellowiana (PRESL.) Hook. Tese de Doutorado.

Universidade Federal do Parana.

RECKELHOFF JF & FORTEPIANI LA. Novel mechanisms responsible for
postmenopausal hypertension. Hypertension 2004;43(5):918-23.

RIBEIRO RF JR, POTRATZ FF, PAVAN BMM, FORECHI L, LIMA FLM, et al.
(2013) Carvedilol Prevents Ovariectomy-Induced Myocardial Contractile
Dysfunction in Female Rat. PLoS ONE 8(1): e53226.
doi:10.1371/journal.pone.0053226

RICCIOTTI E., FITZGERALD G.A. Prostaglandins and Inflammation.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011;31:986-1000.

RIGANTI C, COSTAMAGNA C, DOUBLIER S, MIRAGLIA E, POLIMENI M,
BOSIA A, GHIGO D. The NADPH Oxidase Inhibitor Apocynin Induces Nitric
Oxide Synthesis Via Oxidative Stress. Toxicol Appl Pharmacol 2008; 228:
277-285.

ROCCO, T. AND FANG, J. (2006) Farmacoterapia da insuficiencia cardiaca
congestiva. In: Hardman, J.(ed), Goodman & Gilman: As Bases Farmacoldgicas
da Terapéutica. 11nd edition, Rio de Janeiro: McGraw- Hill Interamericana do
Brasil, pp. 679-702.

RUBANYI GM. The role of endothelium in cardiovascular homeostasis and
diseases. J Cardiovasc Pharmacol. 1993;22 Suppl 4:S1-14.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rubanyi%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7523767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7523767

104

RUBANYI, G. M.; VANHOUTTE, P. M. Superoxide Anions and Hyperoxia
Inactivate Endothelium-Derived Relaxing Factor. The American journal of
physiology, v. 250, n. 5 Pt 2, p. H822-7, maio 1986.

RUBANYI, G.M. AND VANHOUTTE, P.M. (1986). Oxygen-derived free radicals,
endothelium, and responsiveness of vascular smooth muscle. Am. J. Physiol.
251: H815-H821

RYOU SH, KANG MS, KIM KI, KANG YH, KANG JS. Effects of Green Tea or
Sasa Quelpaertensis Bamboo Leaves on Plasma and Liver Lipids, Erythrocyte
Na Efflux, and Platelet Aggregation in Ovariectomized Rats. Nutr Res
pract. 2012 APR;6(2):106-12.

SATO, M. et al. Advantages Of Raloxifene Over Alendronate Or Estrogen On
Nonreproductive And Reproductive Tissues In The Long-Term Dosing Of
Ovariectomized Rats. J Pharmacol Exp Ther., v. 279, n. 1, p. 298-305, out.
1996.

SCHJERNING J, UHRENHOLT TR, SVENNINGSEN P, et al. Histamine-
dependent prolongation by aldosterone of vasoconstriction in isolated small
mesenteric arteries of the mouse. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2013;
304:H1094—-H1102.

SEALS DR, JABLONSKI KL, DONATO AJ. Aging and vascular endothelial
function in humans. Clin Sci (Lond). 2011 May;120(9):357-75

SHENOY V, GROBE JL, QI Y, FERREIRA AJ, FRAGA-SILVA RA, et al. (2009)
17beta- Estradiol modulates local cardiac renin-angiotensin system to prevent
cardiac remodeling in the DOCA-salt model of hypertension in rats. Peptides
30: 2309- 2315. S0196-9781(09)00363-5 [pii];10.1016/j.peptides.2009.09.005

SHUSTER LT, RHODES DJ, GOSTOUT BS, GROSSARDT BR, ROCCA WA.
Premature menopause or early menopause: long-term health consequences.
Maturitas 2010;65(2):161-166.



105

SMITH, et al. Prostaglandin endoperoxide H synthases (cyclooxygenases)-1
and-2. J. Biol. Chem., 271: 33157-33160; 1996

SONG D, YUEN VG, YAO L, MC NEILL JH, Chronic Estrogen Treatment
Reduces Vasoconstrictor Responses in Insulin Resistant Rats. Can J Physiol
Pharmacol. 2006 Nov: 84(11):1139-43

STICE JP, EISERICH JP, K. A. Role of Aging Versus the Loss of Estrogens
in the Reduction in Vascular Function in Female Rats. Endocrinology, v.
150, p. 212-219, 2009.

SUMINO H, ICHIKAWA S, OHYAMA Y, NAKAMURA T, KANDA T, et al. (2003)
Effects of hormone replacement therapy on serum angiotensin-converting
enzyme activity and plasma bradykinin in postmenopausal women according to

angiotensin-converting enzyme-genotype. Hypertens Res 26: 53-58.

SZASZ T, THAKALI K, FINK GD, WATTS SW. A comparison of arteries and
veins in oxidative stress: producers, destroyers, function, and disease. Exp Biol
Med (Maywood). 2007 Jan;232(1):27-37.

THIRD REPORT OF THE NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION
PROGRAM (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of
High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel Ill) Final Report.
Circulation 2002; 106: 3143-3421.

THOM TJ. International mortality from heart disease: rates and trends.
International Journal of Epidemiology 1989;18:520-S28.

THOMOPOULOS C, PARATI G, ZANCHETTI A. Effects of blood pressure
lowering on outcome incidence in hypertension: 1. Overview, meta-analyses,
and metaregression analyses of randomized trials. J Hypertens.
2014;32(12):2285-95.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szasz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17202583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thakali%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17202583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fink%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17202583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watts%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17202583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17202583
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17202583

106

TODA N, NAKANISHI S, TANABE S. Aldosterone affects blood flow and
vascular tone regulated by endothelium-derived NO: therapeutic implications. Br
J Pharmacol. 2013;168:519-533.

TOUYZ,R.M.(2004).Reactive oxygen species and angiotensin Il signalingin
vascular cells—implications in cardiovascular disease. Braz.J.Med.Biol.Res.
37,1263-1273.d0i:10.1590/S0100-879X2004000800018

TRIGGLE CR, HOLLENBERG M, ANDERSON TJ, DING H, JIANG Y, CERONI
L, WIEHLER WB, ELLA SMN, ELLIS A, ANDREWS K, MCGUIRE JJ,
PANNIRSELVAM M. The endothelium in health and disease — A Target for
therapeutic intervention. Journal of Smooth Muscle Research.2003; 39(6): 249-
267.

UHRENHOLT TR, SCHJERNING J, HANSEN PB, et al. Rapid inhibition of
vasoconstriction in renal afferent arterioles by aldosterone. Circ Res.
2003;93:1258-1266.

VANHOUTTE PM, BOULANGER CM, ILLIANO SC, NAGAO T, VIDAL
M, MOMBOULI JV. Endothelium-dependent effects of converting-enzyme
inhibitors. J Cardiovasc Pharmacol. 1993;22 Suppl 5:S10-6.

VELMURUGAN,G.V.,SUNDARESAN,N.R.,GUPTA ,M.P.,AND WHITE,C.(2013).
Defective Nrf2-dependent redox signalling contributes to microvascular
dysfunction in type 2 diabetes. Cardiovasc.Res. 100,143-150.doi:
10.1093/cvr/cvtl125

VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL. Revista
Hipertenséo. v. 13, n. 1, p. 1-68, 2010.

VIRDIS A, GHIADONI L, PINTO S, LOMBARDO M, PETRAGLIA F,
GENNAZZANI A, BURALLI S (2000) Mechanisms Responsible for
Endothelial Dysfunction Associated with Acute Estrogen Deprivation in
Normotensive Women. Circulation 101:2258-2263).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanhoutte%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boulanger%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Illiano%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagao%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mombouli%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7508046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7508046

107

VIRDIS,A.,NEVES,M.F.,AMIRI,F. VIEL,E.,TOUYZ,R.M., ANDSCHIFFRIN,E.L.(2
002). Spironolactone improves angiotensin-induced vascular changes and
oxidative stress. Hypertension 40, 504510 .doi: 10. 1161/01. HYP. 0000034738.
79310.06

WAGNER AH, SCHROETER MR, HECKER M. 17beta-estradiol inhibition of
NADPH oxidase expression in human endothelial cells. FASEB
J. 2001 Oct;15(12):2121-30.

WASSMANN K, WASSMANN S, N. G. Progesterone Antagonizes the
Vasoprotective Effect of Estrogen on Antioxidant Enzyme Expression and
Function. Circulation research, v. 97, p. 1046—-1054, 2005

WASSMANN S, BAUMER AT, STREHLOW K, VAN EICKELS M, GROHE C,
AHLBORY K, et al. Endothelial dysfunction and oxidative stress during estrogen

deficiency in spontaneously hypertensive rats. Circulation 2002; 103:435-441.

WEBER, K. (2001) Cardioreparation in hypertensive heart disease.
Hypertension 38: 588-591.

WEINBERGER MH, RONIKER B, KRAUSE SL, WEISS RJ, Et Al
Eplerenone, A Selective Aldosterone Blocker, In Mild-To-Moderate
Hypertension. Am J Hypertens. 2002;15:709-716.

WIDLANSKY ME, GOKCE N, KEANEY JF Jr, VITA JA. The clinical implications
of endothelial dysfunction. J Am Coll Cardiol. 2003 Oct 1;42(7):1149-60.

WIGGERS, G. A, PECANHA, F.M., BRIONES, A M., PEREZ-GIRON, J. V,
MIGUEL, M., VASSALLO, D. V, CACHOFEIRO, V., ALONSO, M.J., SALAICES,
M., 2008. Low mercury concentrations cause oxidative stress and endothelial
dysfunction in conductance and resistance arteries. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 295, H1033—-H1043.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wagner%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11641238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schroeter%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11641238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hecker%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11641238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11641238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11641238

108

WONG WT, WONG SL, TIAN XT, HUANG Y (2010) Endothelial dysfunction:
the common consequence in diabetes and hypertension. J Cardiovasc
Pharmacol 55:300-307

WRIGHT et al. Prostanoid receptor. ontogeny and implications in vascular
physiology. Am. J. Physiol. Regulatory Integrative Comp. Physiol., 281: R1343
R1360; 2001.

YANAGISAWA, M. et al. A novel peptide vasoconstrictor, endothelin, is
produced by vascular endothelium and modulates smooth muscle Ca2+
channels. Journal of hypertension. Supplement: official journal of the

International Society of Hypertension, v. 6, n. 4, p. S188-91, dez. 1988.

YOSHITAKE, K. et al. Effects of 16 weeks of Treatment with Tibolone on Bone
Mass and Bone Mechanical and Histomorphometric Indices in Mature
Ovariectomized Rats with Established Osteopenia on a Low-Calcium Diet.
Bone, v. 25, n. 3, p. 311-9, set. 1999.

YUNG LM, WONG WT, TIAN XY, LEUNG FP, YUNG LH, CHEN 2Y, YAO X,
LAU CW, H. Y. Inhibition of Renin-Angiotensin System Reverses Endothelial
Dysfunction and Oxidative Stress in Estrogen Deficient Rats. Plos one, v. 6,
n. 3, p. 17437, 2011.

ZHANG,X.,LIU,J.,PANG,X.,ZHAO,J. WANG,S.,ANDWU,D.(2014).Aldosterone
inducesC-reactive protein expression. Via MR-ROS-MAPK-NF-kappaB signal
path way in rat vascular smooth muscle cells. Mol.Cell.Endocrinol. 395,61-68.
doi:10.1016/j.mce.2014.08.003.



