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1. INTRODUGAO

Estudos epidemioldgicos e laboratoriais tém demonstrado que a incidéncia de
doengas cardiovasculares (DCV) em mulheres no periodo fértii € menor que em
homens da mesma faixa etaria. Entretanto, comparando mulheres na poés-
menopausa, esses indices se igualam com homens de mesma idade (Lerner &
Kannel, 1986; Barrett-Connor, 1997). Mulheres na fase pds-menopausa podem
exibir aumento de marcadores inflamatorios, como as citocinas pro-inflamatorias
(Kamada et al, 2001), na qual essas tém sido correlacionadas com o aumento do
risco de DCV. Mediante essa ligagao entre DCV e processo inflamatério (Ridker et
al, 2000) ha necessidade de investigar possiveis terapias hormonais (TH) efetivas e
seguras para serem usadas na fase pos-menopausa, no intuito de normalizar a
disfungao vascular e a inflamagao que séo, geralmente, encontradas em mulheres
nesta fase da vida. Para melhor entendimento dos fatores envolvidos segue uma
breve revisdo sobre citocinas, como marcadores inflamatérios, assim como dos
Moduladores Seletivos de Receptores de Estrogénio (SERMs) como terapias
alternativas em mulheres na pds-menopausa, uma vez que foram objeto do presente

estudo.

1.1.CITOCINAS:

Citocinas sao grupos de pequenas proteinas, glicoproteinas e/ou peptideos
produzidos por diversas células do sistema imunologico e células vasculares.
Pequenas concentracdes, em nivel de picomolar e nanomolar sao suficientes para
ativar receptores especificos e modular as fun¢des das diversas células e tecidos.
Grande maioria das citocinas pode estar ligada a membrana celular ou presentes na
matriz extracelular, ou seja, alternar entre as formas insolluveis e soluveis,
respectivamente, podendo esta mudanga de solubilidade ser um importante evento
regulatorio. Diferentes tipos de células podem secretar o mesmo tipo de citocina, e
uma mesma citocina pode atuar em diversos tipos de células (pleiotropia) e produzir
multiplas atividades bioldégicas, dependendo do tipo de célula, tempo e contexto
(Hirano,1999).



Citocinas sdo produzidas por linfécitos T CD4+ ou auxiliares, que sao diferenciados
pelo perfil das citocinas produzidas por cada um, sendo chamados linfécitos T
auxiliares 1 e 2 (Th1 ou Th2), como demonstrado na figura 1. Essas células se
desenvolvem a partir de um mesmo precursor e podem apresentar fungéo
regulatoria uma sobre a atividade da outra. As células Th1 secretam altos niveis de
interleucina-2 (IL-2), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF- a) e Interferon gama (INF-
y) € promovem a ativagao de macrofagos e de células que promovem a resposta
imune. Ja as células Th2 produzem uma variedade de outras citocinas, incluindo
interleucina-4 (IL-4), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), que sao
responsaveis pelos componentes da resposta humoral.
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Figura 1: Resposta das células Th1 e Th2 pelo estimulo de células T CD4+ e a
liberacdo de citocinas. Linhas continuas indicam estimulacdo da via, linhas
pontilhadas indicam inibicado. APC= célula apresentadora de antigeno

(Opal & DePalo 2000)

Um importante mecanismo de defesa diante de injurias as células do organismo € a
resposta inflamatéria. A inflamagdo € um componente essencial na resposta imune
da patogénese e danos celulares (Alexander et al, 2009). Para uma resposta
inflamatoria adequada, é necessaria uma dindmica do balango da homeostase
existente entre citocinas pro-inflamatdrias e antiinflamatérias. Entretanto, a regulagéo
da inflamacgao pelas citocinas e pelos seus inibidores € um fato complicado, pois ha
vias redundantes e como multiplos elementos tendo efeitos fisioldégicos similares
(Ozaki et al, 2002).



Como exposto anteriormente, as citocinas sdo produzidas em resposta a estimulos
inflamatorios, principalmente por macrofagos e células Th, mas também sao
produzidas por outras células inflamatérias, bem como as células vasculares e
adipdcitos. As adipocinas sao um grupo de citocinas baseadas pela sua produgao no
tecido adiposo e muitas como o TNF- a, sdo estabelecidas como fatores pro-
inflamatorios no processo de aterosclerose (Kamari et al, 2006)

Cada citocina liga-se a receptores especificos e iniciam uma cascata de sinais
intracelulares, porém como explicar as multiplas e variadas propriedades de uma
unica citocina? Em muitos casos, seus receptores sdo encontrados em um unico tipo
de célula, em outros casos, receptores sao encontrados em varios tipos de células,
por exemplo, TNF-a. Neste caso, o tipo de célula que ira definir a propriedade que a
citocina ira desempenhar (Dinarello, 2007). Ao interagirem com o0s receptores
especificos em células-alvo, ocorre a fosforilagdo de proteinas quinases presentes
nos dominios de receptores de citocinas (Taniguchi, 1995). O TNF-a é considerado
uma das mais potentes citocinas pro-inflamatérias capaz de ativar varias vias de
transducédo de sinal, como a PI3-Kinase/ Akt ou MAPK(proteina quinase ativadora de
mitose) e outras quinases de sinalizagdo extracelular, como a ERK 72 (kinase

reguladora de sinalizagao extracelular), p38 MAPK (Surapisitchat et al., 2001).

E bem aceito que a inflamagdo crénica é a maior condigdo basica para doencas
relacionadas com a idade, com a aterosclerose, artrite, cancer, osteoporose,
doencgas vasculares entre outras (Yu & Chung, 2006). Adicionalmente, a perda da
funcdo ovariana também pode ser considerada um fator de risco especifico para
essas enfermidades citadas e, segundo Stevenson (2000) as mulheres na pés-
menopausa talvez tenham o dobro da incidéncia de doengas cardiovasculares do

que mulheres na pré-menopausa.

Segundo dados da ONU, a expectativa de vida ao nascer aumentou de 46,5 anos,
em 1950-1955, para 65, em 1995-2000. O Brasil acompanhou essa evolugao,
estando sempre um pouco acima da média mundial: 50,9 anos em 1950-55 para
67,2 em 1995-2000. Diante de maior expectativa de vida, maior numero de mulheres
tem chegado a fase pds-menopausa, sendo que a menopausa, que € a ultima

menstruagao, ocorre naturalmente em torno dos 50 anos de idade. Significando que



um maior numero de mulheres podera viver em uma condigdo de importante
alteracdo de produgdo hormonal, que propiciara um aumento na prevaléncia de
doengas como as cardiovasculares, a osteoporose, os canceres de mama e de utero

e os disturbios da fungéo cognitiva (Byyny & Speroff, 1996; Wild, 1996).

Um estudo realizado por Sampfer e colaboradores (1991) sugere que a Terapia
Hormonal (TH) com estrogénio em mulheres apds a menopausa esta associada a
reducao de até 50% na incidéncia de eventos cardiacos evidenciando, assim, a
funcdo cardioprotetora dos horménios sexuais femininos. Entretanto, estudos como
o Women Health Iniciated (WHI) e o Heart and Estrogen/Progestin Replacement
Study (HERS) mostram o contrario, com um aumento de eventos cardiovasculares
(Hulley et al., 1998; Roussouw et al., 2002). Portanto, estudos seguros e eficazes

que avaliem a terapia hormonal pés-menopausa sao de grande relevancia.

As terapias hormonais alternativas surgiram como forma de reverter possiveis
alteracdes decorrentes da deficiéncia ovariana, na tentativa de protegerem a mulher
de doencas cardiovasculares, prevenirem a osteoporose, o cancer de mama e utero
e minimizar os disturbios da fungdo cognitiva, uma vez que estes sdo os principais
sinais e sintomas na mulher pés-menopausa (Byyny & Speroff, 1996; Wild, 1996).
Entre essas novas terapias encontram-se os moduladores seletivos dos receptores

de estrogénio (SERMs), como por exemplo, o raloxifeno e o tamoxifeno.

1.2. Moduladores Seletivos de Receptores de Estrogénio (SERMs)

Os SERMs sao moléculas n&o esteroidais com efeitos agonistas/antagonistas
estrogénico tecido especifico. Estes compostos interagem com os receptores de
estrogénio como ligantes e, diferencialmente, recrutam co-ativadores ou co-
expressores a produzirem seus efeitos (Nilsson et al, 2005) Os SERMs deste estudo

sao amplamente prescritos na pratica clinica.

O cloridrato de raloxifeno € um derivado benzotiofénico n&o-esteroidal, que tem
efeitos agonista no osso e sistema cardiovascular, e efeitos antagonistas sobre os

receptores de estrogénio presentes no utero, sendo amplamente usado para



prevencao e tratamento de osteoporose. (Sato et al, 1996).0 uso do raloxifeno esta
associado com aumento da densidade mineral éssea, e manutencao da arquitetura
normal do osso. O raloxifeno modula a reabsorgdo 6ssea, por dois mecanismos
basicos: inibicdo da atividade osteoclastica e indugdo da atividade osteoblastica
(Taranta et al, 2002). Na figura 2 representada abaixo demonstra na parte inferior da
estrutura do raloxifeno liga-se ao receptor de estrogeno, enquanto a cadeia lateral
basica se liga a um sitio diferente e leva as propriedades antagonistas do composto
(Lufkin et al, 1998)
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Figura 2: Estrutura quimica do 17B-estradiol e raloxifeno (Lufkin et al, 1998)

O citrato de tamoxifeno € um derivado trifeniletileno, este foi o primeiro SERM a ser
identificado na década de 1960, foi aprovado pela Food and Drug Administration em
1977, e tem sido amplamente utilizado para o tratamento e prevencao subsequente
de cancer de mama, devido a sua atividade antagonista na mama (Osborne, 1998).
Entretanto, seu uso prolongado pode aumentar o risco de cancer de endométrio
(Cosman & Lindsay,1999). Assim, o tamoxifeno, age como antagonista em
receptores de estrogénio presentes na mama e como agonista no utero (Dutertre &
Smith, 2000).

Entretanto, o uso de tamoxifeno e raloxifeno apresenta algumas desvantagens,
como por exemplo, esses farmacos nao aliviam os sintomas vasomotores (ondas de
calor e suores noturnos), associada com a perda de estrogénio e, muitas vezes
agravam a sua frequéncia e/ou intensidade (Cosman & Lindsay,1999). Porém, em

relacdo a reatividade vascular, ha estudos que demonstram que o raloxifeno de



forma aguda, induz vasodilatagdo endotélio-dependente e ativa diretamente sintese
de oxido nitrico (NO) em células endoteliais, resultando em dilatacdo dos vasos
sanguineos (Simoncini et al, 2000). Em artérias coronarianas in vitro o raloxifeno e
tamoxifeno agudo também promovem relaxamento, sugerindo que os efeitos
agonistas destes SERMs estariam preservados em artérias coronarias (Figtre et al
2000). Além disso, a perfusdo aguda de raloxifeno e tamoxifeno também induz

relaxamento dose-dependente no leito vascular mesentérico (Tatchum-Talom, 2003).

Em relagdo as citocinas pré-inflamatérias, ha estudos que relatam que o raloxifeno &
capaz de inibir a expressao e a atividade in vitro de IL-6 e TNF-a (Taranta et al,
2002), sugerindo que esse farmaco pode, além de modular a atividade de células
Ossea, atuar também sobre as citocinas. Segundo Girasole (1992), o estrogénio
também é capaz de inibir a producdo de ambas citocinas IL-6 e TNF- a e parece que
essa inibicdo do TNF- a, assim como a inibicdo de outras citocinas, como a IL-6, em
modelos animais experimentais colabora na inibicdo da formacao dos osteoclastos
(Leng et al, 2002). A demonstracao desses estudos refor¢a evidéncias de que os
SERMSs, assim como o estrogénio sdo capazes de interferir nos niveis de citocinas.
Adicionalmente, os niveis de TNF- a e IL-6 aumentam em mulheres na fase pos-
menopausa (Walsh 2001), logo a busca por TH poderdo colaborar no controle

destes marcadores inflamatdrios, na osteoporose e em inumeras DCV.

Poucos estudos abordam o efeito a longo prazo destes SERMs sobre a reatividade
do leito mesentérico e sobre niveis de citocinas, que sao sugeridas como
marcadores de DCV em situacado de deficiéncia estrogénica. Portanto este foi um

dos motivos pelos quais decidimos realizar este estudo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento crénico com SERMs e do Estrogénio sobre a
reatividade do leito mesentérico e influéncia destes tratamentos nos niveis
séricos das citocinas pré-inflamatérias: Interleucina -6 (IL-6) e Fator de Necrose

Tumoral Alfa (TNF-a) em ratas ovarectomizadas.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar os efeitos do tratamento com estrogénio, raloxifeno e tamoxifeno

sobre o0 peso corporal e peso do utero;

e |Investigar os efeitos do tratamento com estrogénio, raloxifeno e tamoxifeno
sobre a reatividade vascular do leito mesentérico na presenca de agentes

vasoativos (Noradrenalina e Acetilcolina);

e Avaliar o papel do endotélio vascular sobre a resposta da Noradrenalina (NA)
e Acetilcolina (Ach) no leito mesentérico isolado, por meio da avaliagdo da
participagdo dos produtos das reacdes enzimaticas catalisadas pela 6xido

nitrico sintetase (NOS) e das ciclooxigenases encontradas no endotélio;

e Avaliar a participagao da o6xido nitrico sintetase induzivel (INOS) em resposta
a agentes vasoconstrictores (NA) em fémeas ovarectomizadas quando

comparados ao sham.

e Avaliar a influéncia do estrogénio, raloxifeno e tamoxifeno sobre os niveis

séricos de citocinas pro inflamatérias (IL-6 e TNF- a)



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais Experimentais

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), f€meas com peso corporal
variando entre 190 a 200 g. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério de
Pesquisa do Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa n° 012/2008.

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (20-24°C) e iluminagao
artificial de acordo com o recomendado para biotérios de pesquisa (FINEP). As

gaiolas individuais permitiam livre acesso a ingestdo de agua e ragéo.

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram separados em cinco grupos experimentais, sendo:
1) Fémea Sham (n=07, SHAM)
2
3

) Fémea Ovarectomizada (n=07, OVX)
)

4) Fémea Ovarectomizada Tratada com Raloxifeno 2mg/Kg/dia (n=07, RAL)
)

Fémea Ovarectomizada Tratada com Estrogénio 0,5ug/kg/dia (n=07, EST)

5) Fémea Ovarectomizada Tratada com Tamoxifeno 1mg/Kg/dia (n=07, TAM)

3.3 Protocolo Experimental
1° dia do protocolo: -Verificacdo do peso corporal
-Execugcdo da técnica da ovarectomia nos animais, com

excecgao dos animais SHAM, em que foi realizada uma cirurgia ficticia;
7° e 14° dia do protocolo: Verificagao do peso corporal.

21° dia do protocolo: Verificagdo do peso corporal. Inicio do tratamento dos animais

com estrogénio, raloxifeno e tamoxifeno, os demais animais receberam placebo;



35° dia do protocolo: Verificagdo do peso corporal; cateterizagdo da artéria
mesentérica superior para realizagdo da reatividade do leito vascular mesentérico
(LVM) em resposta a noradrenalina e a acetilcolina; coleta da amostra de sangue; os
animais foram sacrificados e o utero foi retirado para obtencdo do peso umido e,
posteriormente, do peso seco.

70 e . .
1° dia 14°dia 21°dia 35° dia
| | | |
- Verificagdo do - Verificagado do - Inicio do - Verificagédo do
Peso Corporal Peso Corporal tratamento Peso Corporal
- Ovarectomia - Verificagédo do - Reatividade LVM
Peso Corporal - Coleta de sangue

Figura 3: Organograma do Protocolo Experimental.

3.4. Ovarectomia

Apods anestesia com Hidrato de Cloral 10% (Vetec Quimica Fina LTDA, RJ Brasil), os
animais foram submetidos a uma incisdo de 1 a 1,5cm na pele, entre a ultima costela
e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida de uma incisdo na camada muscular,
abrindo a cavidade peritoneal para posterior remogao dos ovarios e ligadura da
trompa uterina. Apds a retirada dos ovarios, foi realizada sutura da musculatura e
pele. O mesmo processo foi realizado no lado oposto. Ao final do procedimento os
animais receberam 0,1ml do antibidtico Enrofloxacina 2,5% (Flotril®, Schering-

Plough), por via intramuscular e foram recolocados em gaiolas individuais.

Figura 4: Fotografia da técnica de

execucao da ovarectomia.




3.5.Tratamento com SERMs

Dois grupos de fémeas ovarectomizadas foram tratados por 14 dias com raloxifeno
(Eli Lilly, Indianapolis, IN) e tamoxifeno (Galena, Brasil), por administragao via oral
da droga (gavagem), na forma de suspensdo aquosa, numa dose diaria de 2mg/kg
de peso corporal e 1mg/Kg de peso corporal, respectivamente. O tratamento foi

iniciado ap6s 21 dias decorridos do processo de ovarectomia.

3.6 Tratamento com Estrogénio

Um grupo de fémea ovarectomizada foi tratado por 14 dias com 17-B-estradiol
(Sigma, St. Louis,USA), por via parenteral direta (subcutanea), dissolvido em d6leo de
amendoim, numa dose diaria de 0,5ug/kg de peso corporal. O tratamento foi iniciado

apo6s 21 dias decorridos do processo de ovarectomia.

3.7. Reatividade do Leito Vascular Mesentérico

Foi utilizado o leito vascular mesentérico (LVM) isolado, segundo a descrigao de Mc
Gregor (1965). Apos a anestesia com Hidrato de Cloral 10% (Vetec Quimica Fina
LTDA, RJ Brasil), a artéria mesentérica superior foi isolada através de uma incisao
abdominal com aproximadamente 6cm transversalmente e nesse vaso foi
introduzida uma canula de polietileno (PE50). Imediatamente o leito foi perfundido
com solugao nutridora, cuja composigao consistia de: NaCl 130 mM; KCI 4,7 mM;
MgS0O4.H,0 1,17 mM; CaCl,.2H,0 1,6 mM; KH,PO4 1,18 mM; NaHCO; 14,9 mM;
EDTA 0,026 mM; Glicose 11,1 mM mantida por um banho Maria a 37°C e aerada
constantemente através do borbulhamento da mistura carbogénica de 95% de O, e
5% de CO,, sendo o pH mantido a 7,5. Por meio de uma bomba rolete (Ismatec AS
LaboratoriumStechnik, Switzerland), foi mantido um fluxo pulsati de
aproximadamente 4,0 ml/min e uma pressao de perfusdo media variando de 30 *
5mm Hg. O leito como um todo foi cuidadosamente removido, liberado em sua borda

dos intestinos, desprovido dos tecidos linfaticos aderentes e colocado num banho de



orgao isolado. A pressdo de perfusdo foi medida através de um transdutor de
pressao (Spectramed P23XL) e os dados foram digitalizados (Acgknowledge for
Windows; Biopac Inc.) e armazenados em disco rigido do computador para analise.
Apds um periodo de estabilizagdo (30 minutos) foram construidas curvas dose-

resposta as substancias vasoativas.

Foi utilizado um vasoconstritor, noradrenalina (NA), nas doses de 0,12 ug/ml a 2000
ug/ml de forma crescente, e um agonista vasodilatador dependente do endotélio,
Acetilcolina (Ach), nas doses de 2,46x10® a 2,46 mg/ml de forma crescente, na
auséncia e na presenca de bloqueadores indometacina 2,8 x 10°M (Sigma, St.
Louis, USA) e N“-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) 10™*M (Sigma, St. Louis,
USA) adicionados simultaneamente na solugdo nutridora para bloqueio da

ciclooxigenase e da oxido nitrico sintetase, respectivamente.

Para observar a participagdo da iNOS (6xido nitrico sintetase induzivel) no grupo
ovarectomizado, foram realizados bloqueios individuais utilizando o Hemisulfato de
Aminoguanidina 10®M (Sigma, St. Louis, USA), considerado um bloqueador
especifico da iINOS (6xido nitrico sintetase induzivel) e, o L-NAME 10™*M (Sigma, St.
Louis, USA), considerado um bloqueador inespecifico de NOS (éxido nitrico

sintetase).

Para a obtencdo da curva de relaxamento, a pressao de perfusdao do LVM foi
elevada com a adi¢ao de solu¢do de noradrenalina 0,008mg/ml a solugao nutridora,

capaz de promover um aumento de 112 £+ 5 mmHg no ténus vascular.



3.7.1. Protocolos do Estudo da Reatividade Vascular:

3.7.1.1. Reatividade vascular ao agente vasoconstrictor (NA) e ao agente

vasodilatador (Ach)

Em primeiro lugar, o leito mesentérico era perfundido durante 30 minutos com
solucao nutridora para a obtengao da estabilizagdo do registro. Em seguida eram
aplicadas doses crescentes de NA, in bolus, para obtencédo da curva dose-resposta
ao agente vasoconstrictor.

Posteriormente, foi realizada a curva dose-resposta a Ach. Adicionou-se a solugao
nutridora NA (0,008mg/ml) para promover um aumento no tdnus vascular, apds a
obtencdo do platd de contracdo, doses crescentes de Ach eram administradas, in
bolus, para se obter a curva dose-resposta a esse agente vasodilatador usado para

o estudo da funcéo endotelial.

3.7.1.2. Avaliagéo da participagdo do endotélio sobre a resposta vascular ao agente
vasoconstrictor (NA) e ao agente vasodilatador (Ach),

O endotélio tem a habilidade de gerar respostas a alteragdes de fluxo e de pressao
arterial que proporcionam a liberagdo de agentes vasodilatadores, como o NO, os
derivados da ciclooxigenase (PGl;) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF), promovendo um relaxamento do vaso (Vanhoutte, 1996). Diante do
bloqueio simultdneo de NO e das ciclooxigenases, o endotélio quando estimulado
por agonistas, como por exemplo, a acetilcolina, ainda é capaz de promover o
relaxamento em algumas preparagdes vasculares, propde-se que esteja ocorrendo a
liberagdo de um fator denominado EDHF (Taylor & Weston, 1988). A contribui¢do
relativa de cada um desses mediadores de relaxamento derivado do endotélio é
inversamente proporcional ao calibre do vaso, sendo o NO e a PGl, predominantes
em vasos de condutancia e o EDHF em vasos de resisténcia (Shimokawa et al.,
1996). O leito mesentérico é considerado um grande contribuinte da resisténcia

periférica total (Christensen & Mulvany, 1993).



Para avaliarmos a participagcdo do endotélio vascular sobre os dois agentes
utilizados, o leito mesentérico era perfundido durante 30 minutos com o duplo
bloqueio da L-NAME + indometacina. Diante deste bloqueio simultaneo, era avaliada

a participagao do EDHF na reatividade vascular.

Primeiro repetimos a curva de NA na presenga dos bloqueios para obtencdo da
curva dose-resposta ao agente vasoconstrictor. Em seguida, era adicionado a
solugdo nutridora NA (0,008mg/ml) para promover o aumento no ténus vascular,
apods obtencao do platd de contracédo, doses crescentes de Ach eram administradas
para se obter a curva dose-resposta a esse agente vasodilatador usado para o

estudo da funcao endotelial.

3.7.1.3. Avaliagdo da participacdo da INOS na reatividade vascular ao

vasoconstrictor (NA) nas fémeas ovarectomizadas

O NO é produto de reagéo da oxido nitrico sintetase (NOS) sobre substratos como L-
arginina, sendo descritas trés isoformas desta enzima: eNOS (constitutiva
endotelial), nNOS (neuronal) e INOS (induzida). As isoformas eNOS é
constitutivamente expressa no endotélio vascular e, INOS é expressa por células
endoteliais e células do musculo liso quando expostas ao estimulo inflamatério
(Nawate et al, 2005).

Neste protocolo, o leito mesentérico era perfundido durante 30 minutos, para
estabilizagao do registro, em seguida eram aplicadas doses crescentes de NA para
obtencdo da curva dose-resposta. Em seguida, era adicionado a solu¢do nutridora
um bloqueador especifico da INOS (Aminoguanidina) que perfundia o leito
mesentérico por 30 min para obtencdo da estabilizagdo do registro. Apds este
periodo, eram adicionadas doses crescentes de NA in bolus para obtencdo da curva
dose-resposta a esse agente vasoconstrictor, na presenga do bloqueador especifico
de iINOS. Posteriormente, o leito era perfundido apenas com solugao nutridora por
30 minutos para em seguida ser realizado o bloqueio com L-NAME. Neste momento,
testavamos doses de NA para comparar com as doses administradas anteriores ao

bloqueio, como forma de descartar qualquer interferéncia do bloqueio com



aminoguanidina. Assim, foi adicionada a solugéo nutridora o bloqueador inespecifico
de NO (L-NAME), para em seguida aplicar doses crescentes de NA in bolus.

Figura 5: Em (A) fotografia da
artéria mesentérica superior. Em (B)
fotografia do leito mesentérico, apos
canulagdo da artéria mesentérica,
sendo perfundido pela solugdo

nutridora.




3.8. Estimativa da Massa do utero

Os animais foram sacrificados o utero foi isolado, lavado com solugao fisiolégica e o
excesso de liquido foi removido com papel de filtro e em seguida foi pesado. Foi
dividido o peso do 6rgdao umido (mg) pelo peso corporal do rato (g), o que
chamamos de razdo do peso umido (RPU). Para obtengdo do peso seco destes
orgaos, foram colocados em estufa a temperatura de 100°C por 24 horas para
eliminacao da agua. Apés este procedimento, os érgaos foram novamente pesados
e a razao do peso seco (RPS) foi calculado dividindo o peso do 6rgao seco (mg)

pelo peso corporal do rato (g).

3.9. Analise dos Niveis Séricos de IL-6 e TNF-a pela técnica ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay)

Foram realizadas dosagens de citocinas pré inflamatdrias (Interleucina 6 IL-6 e Fator
de Necrose Tumoral Alfa- TNFa), sendo as determinagdes analiticas realizadas pelo
método de Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) por meio de Kits da
Invitrogen-BioSource International em parceria com o Nucleo de Doencgas
Infecciosas (NDI) da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES em amostras de
soro dos animais. A técnica se baseia no método sanduiche. Amostras de soro
armazenadas a -80°C foram previamente descongeladas e colocadas em placas
individuais sensibilizadas, uma com anticorpo especifico para IL-6 e outra para TNF-
a de rato. As amostras, incluindo os padrées de conteudos conhecidos IL-6 e TNF-a
e espécimes controle foram pipetados para os diferentes pogos, seguidos da adigéo
de um segundo anticorpo monoclonal conjugado. Apds esta etapa seguiu-se o
periodo de incubacao por 2 horas. Durante a primeira incubacao a IL-6 e o TNF-a se
ligam simultaneamente ao anticorpo imobilizado (captagdo) em um sitio, e ao
segundo anticorpo conjugado (adicionado) em um segundo sitio. Apds a remogao do
excesso de segundo anticorpo por 4 sucessivas lavagens, a estreptavidina-
peroxidase (enzima) foi adicionada. Esta se liga ao anticorpo conjugado para
completar os quatro membros do sanduiche. Apdés uma nova incubagao por 30
minutos e novamente 4 sucessivas lavagens para remocéao de todas as enzimas nao

ligadas, uma solugdo substrato (cromogeno) foi adicionada e que reage com a



enzima para produgao de cor (azul). A intensidade do produto colorido é diretamente
proporcional a concentracdo das citocinas presentes.

3.10. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como meédia + erro padrdo da média (EPM) para
todos os grupos estudados, comparando-se o grupo SHAM com os demais. A
resposta maxima (Emax) e o log da concentragao da droga requerida para produgao
de 50% da resposta maxima (pD2) foram determinados por meio de software
(Graphpad Prism Software,San Diego California USA), com ANOVA uma- via
seguido pelo teste de Tukey. Para as demais variaveis do estudo, foi aplicado o
ANOVA uma-via seguido pelo teste de Fisher's para multiplas comparagoes.

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

Sendo para IL-6 (R® = 0,996; SE = 0,038; P = 10,10%) a equacao de estimativa da
h{ 1,9944 — absj

1,9072
0,0011

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

1,8473 — abs
Inf ——F——
1,6231

0,0049

concentracao descrita pela formula: conc = —

concentragao descrita pela formula: conc = —

Os niveis de significancia estabelecidos foram p<0,05.



4 RESULTADOS:

4.1. Verificagao do peso corporal inicial e final (gramas) e razao do peso do

utero umido e seco (mg) pelo peso corporal do animal (g):

Na tabela 1 e figura 6 esta representado o peso corporal dos animais experimentais
que foi medido ao longo de 35 dias do protocolo. No inicio do estudo ndo ha
diferenga significativa do peso corporal entre os grupos. No 35° dia, comparando
fémeas ovarectomizadas tratadas com raloxifeno e estrogénio com fémeas sham,
nao houve diferenga significativa. Ja no grupo tamoxifeno, foi encontrado um menor
ganho de peso corporal quando comparado ao sham e aos demais grupos. Nas
fémeas ovarectomizadas houve aumento significativo no peso corporal final quando
comparado aos outros grupos presentes no estudo.

Na tabela 1 a eficacia da ovarectomia pode ser comprovada pela reducao
significativa dos valores do peso do utero umido (figura 7) e do peso do utero seco
(figura 8), nas fémeas ovarectomizadas quando comparados aos demais grupos. O
tratamento com estrogénio reverteu essa redugéo, retornando a valores semelhantes
ao grupo sham. O tratamento com raloxifeno e tamoxifeno reverteu, parcialmente,
essa redugao, quando comparado ao grupo sham, porém teve aumento significativo

no peso do utero (Umido e seco), quando comparado ao grupo ovarectomizado.



Tabela 1: Peso Corporal (PC gramas), Peso do utero umido (PU), Peso do utero
seco (PS) / peso corporal (PC mg/g) nos grupos: SHAM, ovariectomizadas (OVX),
ovariectomizadas tratadas com estrogénio (EST), raloxifeno (RAL) e tamoxifeno
(TAM)

GRUPOS
Peso Inicial Peso Final PU/PC utero PS/PC utero

SHAM 205+ 3 247 + 1 2,1+0,1 0,33+ 0,03

OoVX 202+5 208 £ 27#* g 4 4 0, 1xHSsH 0,08 +0,01**#8%++

EST 202 + 4 260 + 4 2,0+0,1 0,32 + 0,04

RAL 202 + 4 255 + 2 1,34 0,1 0,24 +0,02+**

TAM 198 + 3 213 £ 7V 4 54 1 0,26 +0,01**

Os valores foram apresentados com média + EPM. **p<0.01 e *p<0,05 quando
comparado ao grupo SHAM; %*p<0,01 comparado ao CAST; #1< 0,01 comparado
ao EST; ¥ p<0,01 comparado ao RAL; **P<0,01 comparado ao TAM
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Figura 6: Representagdo do peso corporal inicial e do peso corporal final (gramas)
dos grupos sham, ovarectomizada (OVX), ovarectomizada tratada com estrogénio
(EST), tratada com raloxifeno (RAL) e tratada com tamoxifeno (TAM). **p<0.01 e
*p<0,05 quando comparado ao grupo SHAM; “*p<0,01 comparado ao CAST; #h<
0,01 comparado ao EST; 3% p<0,01 comparado ao RAL; "*P<0,01 comparado ao
TAM.
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Figura 7:

sham OVX EST RAL TAM

Valores da razdo do peso do utero umido pelo peso corporal do animal

(mg/g) dos grupos sham, ovarectomizada (OVX), ovarectomizada tratada com
estrogénio (EST), tratada com raloxifeno (RAL) e tratada com tamoxifeno (TAM).
**p<0.01 e *p<0,05 quando comparado ao grupo SHAM; #p< 0,01 e #p<0,05
comparado ao EST; 3% p<0,01 comparado ao RAL; *"p<0,01 comparado ao TAM.
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Valores da razdo do peso do utero seco pelo peso corporal do animal

(mg/g) dos grupos sham, ovarectomizada (OVX), ovarectomizada tratada com

estrogénio (EST), tratada com raloxifeno (RAL) e tratada com tamoxifeno (TAM).
**p<0.01 e *p<0,05 quando comparado ao grupo SHAM; #p< 0,01 e *p<0,05
comparado ao EST; 3% p<0,01 comparado ao RAL; **p<0,01 comparado ao TAM.



4.2. Reatividade Vascular:

Em relagdo aos agentes vasoativos atuando no leito mesentérico, a resposta
mediada pela Acetilcolina (Ach) esta representada na figura 9 e tabela 2, em que se
observa um relaxamento dependente da concentracdo da droga e, um menor
relaxamento no grupo das fémeas ovarectomizadas. Em relagdo ao pD; ndo houve
diferencga significativa nas ovarectomizadas em relagdo aos demais grupos.

Quando foi adicionado a solu¢do nutridora o bloqueador de ciclooxigenase e o
inibidor da producdo de NO, indometacina e L-NAME, respectivamente, o
relaxamento maximo foi reduzido ainda mais no grupo das fémeas ovarectomizadas,
quando comparado as fémeas tratadas com estrogénio e com SERMs. O tratamento

com as referidas drogas normalizaram essa alteragao.

Em relacdo a curva dose-resposta a Noradrenalina (NA) que esta representada na
tabela 3 e figura 10 no leito vascular mesentérico, observa-se que a ovarectomia
produziu uma reducgdo significativa na resposta maxima (Emax), mas nao alterou
pD2 quando comparado ao grupo sham e aos demais grupos que receberam
tratamento. Apos 14 dias de tratamento com SERMs e o estrogénio, a capacidade
de resposta a NA foi restaurada ao nivel do grupo sham.

Ao adicionar conjuntamente indometacina e o L-NAME na solugdo nutridora, a
alteracdo a resposta ao agente vasoconstrictor, anteriormente, presente no grupo
ovarectomizado, desapareceu, ou seja, na presencga de bloqueadores a resposta a

NA retornou a valores semelhantes do grupo sham.



Tabela 2: Valor da Resposta Maxima (Emax) e do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pDz) no leito mesentérico em resposta a
injecado crescentes de Acetilcolina (Ach) in bolus nos grupos Fémea Sham (SHAM),
Fémea Ovarectomizada (OVX), Fémeas Ovarectomizadas Tratadas com Raloxifeno
(RAL), Tamoxifeno (TAM) e Estrogénio (EST) na auséncia de bloqueadores e na
presencga de Indometacina (2,8 x 10° M) e L-NAME (10™*M):

Emax pD; Emax pD>
GRUPOS  Auséncia dos bloqueadores Presenca dos bloqueadores
SHAM 50,6 + 3,3 320,33 479+3,6 29+0,3
ovX 413+1,97% 37402 353+4,6 ™% 32406
EST 57,4 5,1 2,8+0,4 58,4 6,3 31£1.2
RAL 63 +£4,5 2229 56,4 + 7,1 23+1,1
TAM 58,8+ 5,1 34+04 52127 3,5+0,2

Os valores foram apresentados como média + EPM **p<0,01 comparado ao SHAM,;
#p<0,01 comparado ao EST; $$p<0,01 comparado ao RAL; ™ p<0,01 comparado ao
TAM
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Figura 9: Curva dose-resposta a acetilcolina (Ach) induzindo
vasorelaxamento no leito mesentérico nos grupos (M) Sham, (A) OVX, (A)
Estrogénio, (¢0) Raloxifeno e (e) Tamoxifeno na auséncia (A) e na presenga
dos bloqueadores Indometacina (2,8 x 10° M) e L-NAME (10 M) (B)



Tabela 3: Valor da Resposta Maxima (Emax) e do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pDz) no leito mesentérico em resposta a
injecdo crescentes de Noradrenalina (NA) in bolus nos grupos Fémea Sham
(SHAM), Fémea Ovarectomizada (OVX), Fémeas Ovarectomizadas Tratadas com
Raloxifeno (RAL), Tamoxifeno (TAM) e Estrogénio (EST) na auséncia de
bloqueadores e na presencga de Indometacina (2,8 x 10° M) e L-NAME (10 M):

Emax pD2 Emax pD2
GRUPOS  Auséncia dos bloqueadores Presenca dos bloqueadores
SHAM 121,147 0,7 £0,06 113,7 £ 4,2 0,7+ 0,06
OVX 87,9+ 5,6 0,7 0,10 112,3£4,9 0,6 + 0,07
EST 143,7 £ 10,8 0,6+0,13 113,2£ 7,7 0,9+0,1
RAL 118,8 £ 9,4 0,8+0,12 90,6 + 4,4 0,7+ 0,06
TAM 131,4 £ 6,7 0,6 £ 0,09 98 +4,4 0,7+ 0,07

Os valores foram apresentados como média + EPM *p<0,05 comparado ao SHAM,;
#p<0,01 comparado ao EST; $p<0,05 comparado ao RAL; ™ p<0,01 comparado ao
TAM
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Figura 10: Curva dose-resposta a noradrenalina (NA) induzindo vasoconstriccdo no
leito mesentérico nos grupos (M) Sham, (A) OVX, (A) Estrogénio, (0) Raloxifeno e
(o) Tamoxifeno na auséncia (A) e na presenga de bloqueadores Indometacina (2,8 x
10° M) e L-NAME (10 M) (B).



4.21. Avaliagdao da participagdo da iINOS na reatividade vascular ao

vasoconstrictor (NA) nas fémeas ovarectomizadas:

Mediante essa resposta atenuada nas fémeas ovarectomizadas em resposta a NA
quando comparada ao sham, era necessario conhecer o mecanismo e/ou o
participante que poderia estar auxiliando nessa resposta. Nos grupos sham e
ovarectomizado foi realizada uma curva dose-resposta ao agente vasoconstrictor
(NA) na auséncia de bloqueadores (fase pre) e na presenga de bloqueador
especifico para INOS (aminoguanidina) e de bloqueador inespecifico para NOS (L-
NAME) que pode ser observado na tabela 4 e na figura 11.

Na presenga da aminoguanidina, a resposta a NA nas fémeas ovarectomizada,
quando comparada a resposta na auséncia de bloqueadores é significativamente
aumentada, o mesmo ndo ocorre com o grupo sham.

Apds um periodo de estabilizagdo (30 min), no qual o leito era somente perfundido
com solugdo nutridora, posteriormente, foi realizado o bloqueio inespecifico (L-
NAME), no qual houve um aumento significativo em ambos os grupos, porém sendo

mais expressivo nas fémeas sham.



Tabela 4: Valor da Resposta Maxima (Emax) e do log da concentracdo da droga
para produzir 50% da resposta maxima (pD2) no leito mesentérico em resposta a
injecao crescentes de Noradrenalina (NOR) in bolus nos grupos (a) Fémea Sham
(SHAM), (b) Fémea Ovarectomizada (OVX), na auséncia de bloqueadores (Pre) e na
presenca de Aminoguanidina (AG) (10“*M) e L-NAME (10™*M)

GRUPOS Pre Aminoguanidina L-NAME
SHAM (Emax) 115,1 £ 4,5 107,4+ 2,9 175,0 £ 5,9
OVX (Emax) 62,1+ 4,1 93,84 +5,3 125,2 + 8,3
SHAM (pD,) 2,5+ 0,07 29+ 0,04 2,6+ 0,06
OVX (pDy) 48+ 0,12 5,2+ 0,09 56+ 0,11

Os valores foram expressos com méqig + EPM. " 'p<0,001 quando comparado
ao sham na fase sem bloqueio (pre). p<0,001 quando comparado ao sham
na presenca de L-NAME.
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Figura 11: Curva dose-resposta a noradrenalina (NA) no leito mesentérico nos
grupos Sham (A) e OVX (B) na auséncia de bloqueadores (pre), na presenga de um
bloqueador especifico de INOS (AG) e na presenca de um bloqueador inespecifico
da NOS (L-NAME). #p<0,01 quando comparado a fase sem bloqueio (pre) dentro do
mesmo grupo. $p<0,01 quando comparado a presenca de aminoguanidina dentro

do mesmo grupo.



4.3 Andlise dos niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF- a):

Na tabela 5 e figura 12 estdo demonstrados os resultados referentes as dosagens
das citocinas proé-inflamatérias no soro das fémeas do grupo sham, grupo
ovarectomizada e ovarectomizadas tratadas com estrogénio, raloxifeno e
tamoxifeno. As dosagens foram realizadas pelo método de ELISA descrito
anteriormente.

Observa-se um aumento significativo nos niveis séricos das citocinas pré-
inflamatorias (IL-6 e TNF-a) nas fémeas ovarectomizadas quando comparado as
fémeas do grupo sham. Os tratamentos com SERMs e estrogénio foram capazes de
diminuir esses niveis proximos aos valores do grupo sham. Logo, o tratamento dos
animais ovarectomizados foi efetivo no controle dos niveis séricos das referidas

citocinas desse estudo.

Tabela 5: Marcadores da Inflamagdo. O impacto da Terapia Hormonal nas fémeas
sham, ovarectomizadas(OVX), ovarectomizadas tratadas com Estrogénio (EST),
Raloxifeno (RAL) e Tamoxifeno (TAM).

IL-6 (pg/ml) TNF-a (pg/ml)
GRUPOS
SHAM 19,3+6 20,3+2
ovX 32,8 + 7 ST 31,0 + 5
EST 20,07 17,6 + 2
RAL 17,4+5 19,6 + 2
TAM 22,02 12,7 + 3

Os valores foram apresentados com media + EPM. **p<0,01 e *p<0,05
quando comparado ao grupo SHAM,; ##p< 0,01 comparado ao EST; 3% p<0,01
comparado ao RAL; **p<0,01 e "p<0,05 quando comparados ao TAM
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5. Discussao:

Neste estudo avaliamos o efeito do tratamento crénico com SERMs e estrogénio
sobre a concentragao de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) e a reatividade
vascular do leito mesentérico de ratas ovarectomizadas. Nestas foi observada uma
menor resposta vasoconstrictora a noradrenalina em relagdo aos demais grupos, no
qual essa resposta mais atenuada pode estar relacionada ao fato dos animais
ovarectomizados liberarem mais NO pela a¢ao da iNOS, resultado este que pdde ser
comprovado pelo bloqueio especifico da INOS pela aminoguanidina. Além disso, o
grupo ovarectomizado apresentou menor resposta vasodilatadora na curva-dose
resposta a acetilcolina, quando comparado aos demais grupos, € mesmo apos o
bloqueio das enzimas ciclooxigenase (Indometacina) e NOS (L-NAME) o menor
relaxamento ainda persiste. Isso, possivelmente, se deve a menor
producao/liberacdo do Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF) nestas
fémeas com deficiéncia de estrogénio. Adicionalmente, os animais ovarectomizados
apresentaram niveis séricos aumentados de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-
a), dados que podem ser relacionados com o possivel prejuizo encontrado neste
grupo em relagdo a resposta vascular aos agentes vasoativos. Os tratamentos
utilizados foram capazes de normalizarem tanto as alteragdes referentes a
reatividade vascular, quanto os elevados niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias

encontrados em fémeas ovarectomizadas.

As alteragdes encontradas nas ovarectomizadas podem ser relacionadas ao menor
nivel de estrogénio neste grupo. A deficiéncia de estrogénio pdde ser comprovada
pelo menor peso do utero das fémeas ovarectomizadas quando comparado ao sham
(tanto para o peso desse 6rgédo umido e seco quanto para a relagdo com o peso
corporal). O tratamento com estrogénio nas ratas ovarectomizadas normaliza o peso
do utero. Este resultado demonstra um efeito proliferativo do estrogénio nesse érgéao
que é relatado na literatura (Nash et al., 1989). J4& os tratamentos com SERMs
reverteram parcialmente esta alteracdo. Observamos que o raloxifeno exerceu um
efeito agonista parcial, 0 que é consistente com dados na literatura que sugerem que
as propriedades agonista ou antagonistas dependem da fungédo ovariana. Quando
administrado em fémeas intactas o utero sofre uma atrofia (Erlandsson et al 2002),

mas quando administrado em fémeas ovarectomizadas, é observado um efeito



agonista parcial no utero desses animais (Sato et al 1996). Apesar do tamoxifeno
exercer papel de agonista no utero (Dutertre & Smith, 2000), esta droga aumentou
parcialmente o peso deste 6rgao, provavelmente, isso pode estar relacionado a dose
administrada e ao tempo de tratamento utilizados no presente estudo. Entretanto,
estudo em humanos foi constatado que mulheres que utilizam o tamoxifeno por um
longo periodo, aumentam o risco de desenvolverem cancer de endométrio (Cosman
& Lindsay, 1999).

Em relagdo ao peso corporal ha um aumento do peso das fémeas ovarectomizadas
corroborando com dados da literatura (Yoshitake et al., 1999; Kloosterboer &
Ederveen 2003). Apos iniciarmos o tratamento com SERMs e estrogénio, os animais
ovarectomizados tratados com estas drogas apresentaram peso corporal final
semelhante ao grupo sham, com excec¢do do grupo tratado com tamoxifeno que
obteve um menor ganho de peso. Esse dado esta de acordo com a literatura, como
o estudo proposto por Hozumi e colaboradores 2005, em que foi demonstrado que o
tratamento com tamoxifeno em ratas ovarectomizadas, reduziu a ingestao de comida
e o ganho de tecido adiposo nesses animais. Além disso, ao avaliar os niveis de
leptina estes estavam diminuidos. A leptina € um hormdnio produzido pelos
adipdcitos, que tem sido relatado como um importante fator hormonal e, ao nivel
hipotalamico é essencial para a regulagéo do peso corporal através da alteragao da

ingestao de alimento e da organizagao da utilizagdo de energia (Riccioni et al, 2003).

O papel da inflamagdo na iniciacdo e progressao de doencas é cada vez mais
reconhecido. Logo, este foi um dos motivos de termos avaliado no nosso estudo, a
concentragdo plasmaticas de citocinas. Além disso, estudos epidemiologicos
demonstraram um aumento no risco vascular associado com o aumento de niveis
basais de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a (Ridker et. al, 2000). Os
niveis de citocinas proé-inflamatoérias funcionam como biomarcadores para DCV, que
aumentam durante o avancgar da idade (Bruunsgaard, 2006) e deficiéncia de

estrogénio.

Nos nossos resultados apresentados, observamos niveis séricos aumentados de
TNF-a e IL-6 em ratas ovarectomizadas quando comparado aos demais grupos.

Poderiamos especular que estas citocinas possam estar associadas com a alteragao



da resposta vascular do leito mesentérico em fémeas ovarectomizadas. A alteracao
ocorreu tanto na resposta dos vasoconstrictores quanto nos vasodilatadores, quando
comparada aos demais grupos. Os resultados também mostraram que o tratamento
com estrogénio e SERMs foram capazes de normalizarem as alteragdes vasculares
das ratas ovarectomizadas, assim como diminuir os niveis séricos de IL-6 e TNF-q,

demonstrando que os tratamentos foram eficazes.

Citocinas pro-inflamatdrias também estdo relacionadas com a osteoporose e, a
diminuicdo da massa Ossea pode ser causada pela redugcdo nos niveis de
estrogénio, colaborando para a osteoporose. O processo de remodelamento é
controlado pelo balango da atividade dos osteoblastos e osteoclastos. A IL-6 € um
importante estimulador da diferenciagcao de osteoclastos, maturacdo e ativacido de
TNF-a (Gianni et al, 2004). As citocinas pro-inflamatorias podem induzir apoptose
dos osteoblastos via ativagcdo de INOS (Koh et al, 2005) indicando que os
osteoclastos podem estar mais envolvidos com as citocinas quando comparado aos

osteoblastos.

O raloxifeno, um farmaco muito utilizado na pratica clinica, atua no tratamento e
prevencao da osteoporose na fase pés-menopausa, agindo como agonista no osso.
Adicionalmente, ha estudos que relatam que o raloxifeno inibe in vitro a atividade e
expressao do TNF-a e IL-6 (Taranta et al 2002), assim com in vivo, em que Gianni e
colaboradores 2004, demonstraram em mulheres que o raloxifeno em diferentes
tempos de tratamento, foi capaz de diminui os niveis de IL-6 e TNF- a. Estes
estudos sugerem que a modulagdo da atividade das células presentes no 0sso,
pode ser em parte, pela expressdo dessas citocinas e, que o tratamento com
raloxifeno tanto in vivo e in vitro foram capazes de diminuir os niveis de IL-6 e TNF-

a.

Estudos demonstram que o estrogénio também é capaz de diminuir os niveis de
TNF- a, como o realizado por Arenas e colaboradores 2005, em que demonstraram
que animais ovarectomizados apresentavam niveis elevados de TNF- a, e que o
tratamento com estrogénio era capaz de diminuir esses niveis. Da mesma forma,
outros estudos, porém em humanos, demonstraram que a retirada dos estrogénios

pode aumentar a liberagdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-q, e



que a administracdo de estrogénios pode inibir sua expresséao e liberagao (Morishita
et al, 1999). Entretanto, um estudo realizado em mulheres, demonstra um efeito
dose-dependente. Neste estudo, foi avaliado baixas e altas dose de estrogénio
equino conjugado, no qual foi observado elevagao de niveis de IL-6 em pacientes
que fizeram terapia com altas doses e, nenhuma alteracdo em mulheres que

utilizaram baixas doses (Wakatsuki et al, 2003).

Em relagao ao tratamento com tamoxifeno, nenhum estudo referente ao controle dos
niveis de citocinas foi encontrado no periodo pesquisado do decorrer deste estudo.
Logo, nosso estudo € o primeiro a abordar a participagdo desta droga em relagao

aos fatores pro-inflamataorios.

Outros fatores podem também estar relacionados ao aumento nos niveis de
citocinas, como a deficiéncia nos niveis estrogénicos, pois a menopausa €
considerada um fator de risco bem estabelecido para doengas cardiovasculares
(Stevenson, 2000).

E bem conhecido que a disfuncdo do endotélio vascular participa da génese de
DCV, incluindo as que ocorrem na fase pds-menopausa. Varios fatores podem ser
responsaveis pela disfungdo. O endotélio vascular é particularmente afetado pela
acao do TNF-a. Apos a estimulacado pelas citocinas, as células endoteliais sofrem
alteragdes morfolégicas resultando num quadro pro-trombético e pré-inflamatério.
Em um estudo in vivo que simulava o modelo de menopausa, os niveis aumentados

de TNF- a eram associados a disfunc&o endotelial (Arenas et al, 2005).

Antes de discutirmos os nossos resultados sobre reatividade vascular, faz se
necessario uma breve descricdo da funcdo fisiolégica do endotélio e da

consequencia de sua disfungdo, como se segue.

Sob condi¢cdes normais o endotélio mantém um efeito vasodilatador, antitrombética e
anti-inflamatdrio. Além disso, essas células desempenham um papel fundamental na
circulacdo através da sintese de vasodilatadores, como o 6xido nitrico (NO),

prostaciclina (PGI2), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Durante o



processo de disfuncdo endotelial, a sintese/bioatividade de vasodilatadores é
reduzida favorecendo o aumento de vasoconstritores derivados do endotélio
(endotelina, Tromboxano A2, All). O NO é produzido durante a conversdo NOS-
mediada pela L-arginine convertida a L-citrulina. Duas isoformas da NOS sao
relevantes para efeitos antiinflamatérios, Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e
Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS). eNOS é Ca?* -dependente e produz
pequenas quantidades de NO. Uma das isoformas da NOS, é a iNOS, que
normalmente é indetectaveis em tecido vascular saudavel, mas é expressa por
leucocitos em resposta citocinas. As citocinas induzem a expressdo de iNOS,
levando as células endoteliais a produzirem maior NO (Vila & Salaices, 2005). Outro
fator derivado do endotélio sdo as prostaciclinas PGIl,, que sao anti-agregadores
plaquetarios e um vasodilatador com efeitos benéficos na circulagdo. PGI2 é
produzido a partir da metabolismo do acido araquiddnico pela ciclooxigenase (COX)
-1 e COX-2. Outro fator € o EDHF (Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio)
que possui predominancia em vasos de resisténcia (Shimokawa et al., 1996), como
o leito mesentérico em estudo, sendo o EDHF um grande contribuinte da resisténcia

periférica total (Christensen & Mulvany, 1993).

Muitos estudos demonstram o efeito direto do TNF-a sobre eNOS, que promove
down-regulation da expressao desta enzima e, consequentemente diminuicdo na
producdo de NO em diversas vasculaturas (Goodwin et al, 2007). O ciclo
citrulina/NO é regulado pela argininosuccinato sintase (AAS) demonstrado na figura
13. O NO ¢ sintetizado pela conversao de L-arginina em L-citrulina mediado pela
eNOS e catalisado pela AAS. Goodwin e colaboradores 2007, demonstraram que
TNF-alfa diminui a expressdo mRNA eNOS e da proteina AAS em células

endoteliais adrticas e diretamente reduzindo a produgao de NO.
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(Zhang et al, 2009)

Em relacdo aos dados da curva dose-resposta de noradrenalina, na qual a
vasoconstricgdo € primariamente mediada por receptores a-adrenérgicos, observou-
se uma resposta vasoconstrictora mais atenuada no grupo ovarectomizado quando
comparado aos demais grupos. Ao realizar o bloqueio com L-NAME e indometacina,
a resposta do grupo ovarectomizado tornou-se semelhante aos demais grupos.
Portanto, qual seria o fator responsavel pela essa atenuagdo da resposta nas
fémeas ovarectomizadas? Foi realizado um bloqueio inespecifico NOS utilizando L-
NAME e um bloqueio especifico da iINOS utilizando aminoguanidina. No bloqueio
utilizando L-NAME houve aumento na vasoconstriccdo em resposta a NA em ambos
0os grupo, sugerindo que NO poderia ser um dos maiores responsaveis na
manutencdo de uma menor resposta no grupo ovarectomizado, entretanto era
necessario conhecer qual tipo de NOS estava envolvida nesse processo. Foi
realizado um bloqueio com inibidor especifico para iINOS (aminoguanidina), onde foi
observado um reposta vasoconstrictora a NA significativamente aumentada nas
fémeas ovarectomizadas quando comparado ao sham, evidenciando que o grupo

ovarectomizado libera mais NO derivado iINOS quando comparado ao grupo sham.

Esses dados estdo de acordo com outros estudos, como o proposto por Nawate e
colaboradores 2005, ao realizar curva dose-resposta com fenilefrina (vasocontritor
agonista o4-adrenérgico) em fémeas Wistar ovarectomizadas, observou-se uma
diminui¢cdo na resposta vasoconstrictora quando comparado ao grupo sham. Assim,

a diminuicdo nos niveis de estrogénio liberaria o efeito inibitorio do receptor de



estrogeno na transcricdo do mRNA da iNOS, resultando no aumento do nivel de
proteina INOS. Como a iNOS né&o requer sinal de calcio para sua ativacdo, uma vez
expressa, essa enzima é continuamente ativa, levando a geracdo de elevada
concentragao de NO (Coleman, 2001). A producgao excessiva de NO pela iNOS pode
refletir numa elevagdo nos niveis dos metabodlitos de NO, e consequentemente,
levando a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS), essas podem levar a
processos inflamatoérios e ativagdo de das proteinas Kinases ativadoras da mitose
(MAPK).

Adicionalmente, nas fémeas ovarectomizadas foi encontrado niveis elevados de
citocinas (IL-6 e TNF-a), este dado pode ser relacionado com o esquema proposto
pela figura 13, na qual o TNF- a diminui a expresséao de eNOS e pode induzir a
atividade da NADPH oxidase uma enzima responsavel pela producdo de anions
superéxidos na vasculatura (Griendling et al, 2000). Assim, na privagdo de
estrogénio onde se encontram niveis aumentados de TNF- a (Kamada et al 2001),

alteragdes na fungéo vascular podem ocorrer.

Entretanto, ha estudos que demonstram que a ovarectomia reduz a formagao de
niveis de NO em aorta de coelhos e artéria mesentérica de ratos (Liu et al., 2001).
Assim como o estudo proposto por Zhang & Davigde (1999) onde foi demonstrado
que o estrogénio é capaz de produzir uma diminuigdo na expressao dos receptores
adrenérgicos, mais especificamente os receptores as-adrenérgicos e a ovarectomia
€ capaz de aumentar a expressao desses receptores, colaborando para uma
hiperreatividade a NA nas fémeas ovarectomizadas. Portanto, a relacdo de
ovarectomia com a reatividade vascular apresenta algumas controvérsias e estas
podem sofrer a influencia de varios fatores como idade do animal e pela exposicéao
ao longo da vida de ciclos ovarianos e gravidez o que pode gerar impactos na
expresséo de receptores de estrogénio. (Nawate et al, 2005)

Na curva dose-resposta a Acetilcolina, observou-se uma menor vasodilatacdo no
grupo ovarectomizado quando comparado aos demais grupos, porém apds o
tratamento com raloxifeno, tamoxifeno e estrogénio essas respostas foram revertidas
ao nivel dos animais sham. Entretanto, mesmo apdés o bloqueio dos produtos

catalisados pela NOS e ciclooxigenase, utilizando L-NAME e Indometacina



respectivamente, o relaxamento ainda persiste, propde-se que esteja ocorrendo a
liberacdo de outro fator, o EDHF (Taylor & Weston, 1988), este fator é,
particularmente, presente em artérias de resisténcia e de pequeno calibre (Feletou et

al 2006), como o leito vascular mesentérico, como discutimos anteriormente.

Dados da literatura também demonstram a interacdo do TNF-a e o EDHF, como, por
exemplo, os resultados obtidos por Kessler e colaboradores 1999, que relata a
interacdo do TNF-a com o EDHF, onde este ultimo fator encontra-se reduzido em

artérias coronarias de porcos, logo um menor relaxamento foi encontrado neste leito.

No esquema proposto na figura 14, a deficiéncia nos niveis estrogénicos também
pode ser considerada um fator de risco, pois pelos estudos citados anteriormente, a
fase pdés-menopausa leva ao aumento de citocinas , como o TNF-q, e esta potente
citocina é capaz de diminuir a expressao de eNOS ; diminuir a disponibilidade do
EDHF, como demonstramos no nosso estudo, e adicionalmente aumentar a
atividade o estado oxidativo das células, por meio de maior atividade da NADPH
oxidase (Zhang et al, 2009). Assim, quanto os tratamentos utilizados neste estudo,
esses normalizam as concentragcbes de citocinas, principalmente do TNF-a e
também reduzem a expressao da iINOS e possivelmente do estado oxidativo,
contribuindo de forma decisiva para a normalizacédo da reatividade vascular. Logo, o
tratamento a longo prazo com raloxifeno, tamoxifeno e estrogénio s&o importantes

colaboradores no controle das possiveis alteracdes vasculares.
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Figura 14: Demonstragdo de numerosos fatores de risco que podem contribuir para

a disfuncao endotelial. (Zhang et al, 2009)



Portanto, pode-se concluir que a diminuigdo dos niveis de estrogénio pode acarretar
alteragdes tanto na concentragdo de fatores humorais (IL-6 E TNF-a) quanto na
reatividade vascular. Isso pode levar ao prejuizo do funcionamento fisiolégico, com a
perda do equilibrio entre as reagdes oxidativas no organismo. Esse desequilibrio por
longos periodos pode provocar elevagdo da presséo arterial e, possivelmente,
desencadear o aparecimento de doencas cardiovasculares. Ainda, com nossos
resultados, demonstramos pela primeira vez, no mesmo estudo, que o tratamento
com raloxifeno, tamoxifeno e com estrogénio reverteram para niveis normais as
concentragdes destas citocinas pro-inflamatorias e a reatividade vascular das ratas
com deficiéncia de estrogénio, acrescentando maior entendimento para a acgéo
destes agentes. Entretanto para uso clinico destas drogas em TH se faz necessario

mais estudos experimentais e clinicos para avaliar melhor sua agao a longo prazo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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