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RESUMO 

 

Estudos têm demonstrado que os estrógenos exercem importantes efeitos 
vasculoprotetores tanto em mulheres como em animais de laboratório. Na pesquisa 
básica, o modelo de ovariectomia em roedores tem sido eficiente para reduzir os níveis 
estrogênicos e avaliar as possíveis repercussões vasculares. Estudos anteriores 
mostraram que a ovariectomia pode promover remodelamento vascular, alterar a 
função vascular e modular certos componentes do sistema renina angiotensina (SRA), 
dando destaque ao eixo angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] e o seu receptor específico, 
receptor Mas. No entanto, muito pouco se sabe sobre o efeito da ovariectomia na 
sinalização vascular do eixo Ang-(1-7)/receptor Mas. Além disso, na literatura atual, 
existem muitas discrepâncias sobre as repercussões vasculares em modelos 
experimentais de remoção dos ovários devido à variedade de tempo pós cirurgia e 
espécie animal, e também à heterogeneidade das respostas em distintos leitos 
vasculares. Nesse sentido, avaliamos as alterações vasculares e a participação do 
eixo Ang-(1-7)/receptor Mas na aorta de camundongos fêmeas após duas semanas 
de ovariectomia. Para isso, foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem 
C57BL/6, pesando em média 20g, e com idade de 10-12 semanas. Os animais foram 
divididos em grupos Sham (falso operados) e OVX (submetidos a remoção bilateral 
dos ovários). Após o período de duas semanas, os animais foram sacrificados e, aorta 
torácica e abdominal foram coletadas para experimentos (CEUA 365/2017).  Os 
nossos resultados demonstraram que duas semanas de ovariectomia reduz 
drasticamente o peso uterino dos animais, evidenciando a eficácia da cirurgia. No 
nosso modelo, a ovariectomia não promoveu alterações na dilatação dependente e 
independente de endotélio, na reposta contrátil para a fenilefrina (Fenil) e nem 
alterações estruturais na aorta torácica dos animais. No entanto, foi observado que a 
contração vascular induzida pelo cloreto de potássio (KCl) aumenta após a remoção 
dos ovários. Ainda, nossos dados mostraram que a Ang-(1-7) diminui a resposta 
contrátil máxima à Fenil em segmentos da aorta torácica de animais Sham, sendo 
esse efeito abolido quando a óxido nítrico (NO) sintase foi inibida ou em animais 
submetidos a ovariectomia. Enquanto a produção basal in situ de NO não foi alterada 
nos grupos, a produção de NO após a estimulação in situ com a Ang-(1-7) foi menor 
nos segmentos aórticos dos animais OVX. A análise proteica do receptor Mas revelou 
que a expressão vascular do receptor está diminuída após a ovariectomia. Em adição, 
apesar de não ter sido observado alterações na produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs), a ovariectomia diminuiu a expressão proteica de enzimas 
relacionadas ao equilíbrio redox. Em síntese, nosso trabalho mostrou que duas 
semanas de ovariectomia não promove alterações na resposta vasodilatadora à 
acetilcolina e remodelamento estrutural na aorta torácica de camundongos fêmeas. 
No entanto, leva à alterações no eixo Ang-(1-7)/receptor Mas na aorta de 
camundongos OVX, impendido a ação do peptídeo em diminuir a resposta contrátil 
máxima da Fenil devido a diminuição da expressão do receptor Mas e a diminuição 
da produção de NO em aorta estimuladas in situ com a  Ang-(1-7). Estas evidências 
sugerem uma possível modulação estrogênica sobre o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas 
que precede até mesmo uma possível disfunção endotelial. 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
Previous studies have shown that estrogens exert important vasculoprotective effects 
on both women and laboratory animals. In basic research, the experimental model of 
ovariectomy in rodents has been effective in reducing estrogen levels, and to further 
evaluate vascular alterations. Previous studies have shown that ovariectomy can 
promote vascular remodeling, alter vascular function and modulate certain 
components from the renin angiotensin system (RAS), highlighting the axis 
angiotensin- (1-7) [Ang-(1-7)] and Mas receptor. However, little is known about the 
effect of ovariectomy on the vascular Ang-(1-7)/Mas receptor axis. In addition, in the 
actual literature, there are several discrepancies regarding the vascular alterations 
induced by ovariectomy due to the variety of post-surgery time period, animal species 
and heterogeneity of vascular responses among distinct vascular beds. Thus, in the 
present study we evaluated vascular changes and the involvement of the Ang-(1-7)/ 
Mas receptor axis in the aorta of female mice after two weeks of ovariectomy. For this 
purpose, female C57BL/6 mice were used, weighing on average 20 g and 10-12 weeks 
aged. The animals were divided into sham (false operated) and OVX (bilateral ovarian 
removal) groups. After 2 weeks, the animals were sacrificed and, thoracic and 
abdominal aorta were collected for experiments (CEUA 365/2017). Our results 
demonstrated that two weeks of ovariectomy drastically reduce the uterine weight of 
the animals, evidencing the efficacy of the surgery. In our model, ovariectomy did not 
alter endothelium-dependent and -independent vasodilation, neither contractile 
responses to phenylephrine (phenyl), nor structural changes in the thoracic aorta of 
animals. In contrast, it was observed that potassium chloride (KCl)-induced vascular 
contraction increases after ovarian removal. Moreover, our data showed that Ang-(1-
7) decreases the maximum contractile response to phenyl in thoracic aorta segments 
from Sham animals, and this effect was abolished when nitric oxide (NO) synthase was 
inhibited or when animals were submitted ovariectomy. We showed that in situ basal 
production of NO was not altered between the groups, however, after Ang-(1-7) 
stimulation, NO production was lower in the aortic segments of OVX animals when 
compared to Sham. Protein analysis of the receptor Mas revealed that the vascular 
expression of the receptor is decreased after ovariectomy. In addition, although we did 
not observe changes in reactive oxygen species (ROS) production between the 
groups, ovariectomy decreased protein expression of certain enzymes associated to 
redox balance. In summary, our work showed that two weeks of ovariectomy does not 
promote changes in endothelial-dependent vasorelaxation, neither alter structural 
parameters in the thoracic aorta of female mice. However, removal of ovaries lead to 
changes in the Ang-(1-7)/Mas receptor axis, inhibiting the action of the peptide in 
decreasing the maximum contractile response to phenyl, as a consequence to the 
decreased Mas receptor expression and reduced vascular NO production in response 
to Ang-(1-7) stimulation in OVX animal. Altogether, our results suggest a possible 
estrogenic modulation of Ang-(1-7)/Mas receptor that precedes endothelial 
dysfunction. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O E2 e suas ações vasculares 

 

Evidências indicam diferença de gênero na incidência de doenças 

cardiovasculares (DCVs), das quais mulheres em idade fértil, apresentam menores 

chances de desenvolvê-las comparado aos homens de mesma idade (MAAS & 

APPELMAN, 2010). Parte desse efeito protetor tem sido atribuído às ações dos 

hormônios sexuais, em particular aos estrógenos (TOSTES et al., 2003). 

Os estrógenos são hormônios esteróides, produzidos principalmente pelas 

células da teca e granulosa dos ovários, podendo ser produzidos também pelas 

adrenais e placenta.  Nos humanos, o estrógeno mais potente é o estradiol/17β-

estradiol (E2), seguido do estriol e estrona (STILLWELL, 2016). 

A biossíntese do E2 ocorre através de uma sequência de reações 

enzimáticas, iniciadas com a ação da P450scc (20,22-desmolase) sobre a molécula 

de colesterol, clivando-a em pregnenolona. Em seguida, a progesterona é formada 

pela ação da 3β-HSD (3β-hidroxiesteróide desidrogenase) na pregnenolona e 

posteriormente em androstenediona pela P450c17 (17-hidroxilase e 17,20-

desmolase). A androstenediona é então reduzida a testosterona pela 17β-HSOR (17β-

hidroxiesteróide oxidorredutase), sendo então aromatizada pela ação da aromatase 

dando origem ao E2 (VRTACNIK et al., 2014; MORSELLI et al., 2017). 

A via de sinalização do E2 ganhou maior complexidade nos últimos anos. Até 

os anos 90, era conhecido apenas o receptor de estrógeno (ER) tipo alfa (ER-α) (TOFT 

& GORSKI, 1966), portanto, considerado como o único mediador das ações 

estrogênicas. Contudo, em 1996 um segundo receptor de estrógeno foi identificado, 

primariamente na próstata e ovários de ratos, e posteriormente nomeado de receptor 

de estrógeno tipo beta (ER-β) (KUIPER et al., 1996; MOSSELMAN, POLMAN, & 

DIJKEMA, 1996). No ano seguinte, um receptor órfão acoplado a proteína G foi 

identificado em amostras de pulmão, coração e tecido linfoide (KVINGEDAL & 

SMELAND, 1997), sendo conhecido atualmente por G-protein coupled estrogen 

receptor 1 (GPER1) (BARTON et al., 2018). 
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Os ERs podem estar localizados no núcleo, citoplasma e na membrana 

plasmática (PARIKH et al., 1987; RUSSELL et al., 2000; LEVIN & HAMMES, 2016). A 

expressão deles assim como os efeitos biológicos desencadeados pela sua ativação, 

variam de acordo com o tecido, podendo serem inclusive antagônicas. No sistema 

vascular, já foi relatado a expressão dos três tipos de ERs, tanto nas células 

endoteliais (KIM-SCHULZE et al., 1996; VENKOV, RANKIN, & VAUGHAN, 1996; 

ISENSEE, et al. 2009), como em células musculares lisas vasculares (VSMCs - 

Vascular smooth muscle cells) (KARAS et al., 1994; ISENSEE, et al., 2009). 

Dentre as ações estrogênicas a nível vascular, destaca-se a estimulação da 

produção de substâncias vasoativas pelo endotélio e auxílio no controle do tônus 

vascular (TOSTES et al., 2003). Tal efeito é importante, pelo fato das células 

endoteliais atuarem no controle da homeostase vascular, por meio da produção 

equilibrada de substâncias vasoconstritoras, como endotelina I, tromboxano A2, 

Angiotensina II (Ang II) e EROs, e de substâncias vasodilatadores, como óxido nítrico 

(NO) (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980), prostaciclinas (PGI2) e fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF),  contribuindo para o controle do tônus 

vascular, juntamente com as VSMCs (FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1991; 

CARVALHO et al., 2010).  

Dentre os agentes vasoativos citados, o NO se destaca pelo seu papel chave 

no controle vascular em vasos de condutância, tanto pelo seu potente efeito 

vasodilatador, como pelo envolvimento com o barorreflexo (SENER & SMITH, 2001) 

e ações anti-inflamatória (BEGHETTI et al., 2003), antioxidante e angiogênico 

(IGNARRO, 1989; BREDT & SNYDER, 1994). A síntese de NO é medida pelas 

enzimas NO sintases (NOS), podendo existir em três isoformas: duas sendo 

constitutivas, denominadas de NOS endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), e uma 

induzida por mediadores inflamatórios/imunológicos, a NOS induzida (iNOS). A 

ativação dessas enzimas leva a catalisação do aminoácido L-arginina gerando a 

formação de NO e L-citrulina (RADOMSKI, PALMER & MONCADA, 1990).  

Ao se difundir para as VSMCs, o NO ativa a guanilato ciclase (GC), que atua 

transformando a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato cíclico 

(cGMP), levando a diminuição da concentração intracelular de Cálcio (Ca2+) (ARNOLD 

et al. 1977). Os íons Ca2+ são fundamentais para o processo de contração vascular, 

a molécula forma o complexo cálcio-calmodulina que ativa a cinase da cadeia leve da 
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miosina (MLCK), responsável pela formação de pontes cruzadas entre as cabeças da 

miosina e filamentos de actina e promoção da contração das VSMCs. Como esse 

processo é altamente sensível aos íons Ca2+, com a diminuição do estoque de Ca2+ 

intracelular, ocorre o relaxamento vascular (WEBB, 2003; MIZUNO et al., 2008).  

Alguns estímulos físicos como o shear stress (KUCHAN & FRANGOS, 1994) 

e químicos como a acetilcolina (ACh) (FURCHGOTT & ZAWADZKI,1980; 

FURCHGOTT & VANHOUTTE, 1991), bradicinina e o E2 (GONZALES, WALKER & 

KANAGY, 2001; NEVZATI et al., 2014), atuam aumentando a liberação de NO pelas 

células endoteliais. Com a o avanço da compreensão sobre as vias de sinalização do 

E2, múltiplos caminhos vêm sendo propostos para esse aumento. De forma didática, 

o E2 contribui para o aumento da síntese/liberação de NO por duas vias, que são 

divididas em genômica e não-genômica, podendo operar de forma conjunta ou 

independentes. 

Na via genômica, a ativação dos ERs citoplasmáticos/nucleares leva a 

alterações na conformação da estrutura do receptor, promovendo sua translocação 

para o núcleo, onde irão se ligar ao elemento responsivo ao estrógeno (ERE),  levando 

ao aumento transcricional da expressão gênica da eNOS, proporcionando elevação 

dos níveis de NO, o que podem durar horas/dias para acontecer (MACRITCHIE et al., 

1997; MENAZZA & MURPHY, 2016) (figura 1). 

A via não-genômica, está relacionada aos efeitos rápidos e de curto prazo 

mediado pelo E2, como a vasodilatação. Nesse caso o aumento da produção de NO, 

pode ocorrer  pela ligação do E2 aos seus receptores citoplasmáticos/membrana, 

aumentando a formação do trifosfato de inositol (IP3), um segundo mensageiro que 

ao se ligar ao receptor trifosfato de inositol (InsP3R), localizado no retículo 

endoplasmático, estimula a liberação adicional de Ca2+, ativando a eNOS (MIGNERY 

& SUDHOF, 1990). Ainda, a ligação do E2 aos seus receptores, pode levar a ativação 

da fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), que por meio da sua ação catalítica transforma o 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP3), que atua 

como segundo mensageiro ativando a PDK1 (quinase-1 dependente de 

fosfoinositídeo) que irá fosforilar e ativar a proteína quinase B (Akt), que dentre as 

suas funções, fosforila a eNOS na porção Ser1177, que corresponde ao sítio de 



19 
 

ativação (FULTON et al., 1999; SIMONCINI et al. 2000; SIMONCINI, RABKIN & LIAO, 

2002; NEVZATI et al., 2014) (figura 1). 

 

Figura 1. Mecanismos genômicos e não-genômicos do E2 estimulando a produção 
de NO vascular. O E2 ao se ligar ao seu receptor pode promover aumento da 
produção de NO por uma via genômica, atuando diretamente no núcleo da célula e 
aumentando a expressão gênica da eNOS. Ainda, por uma via não-genômica, pela 
ativação da fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), levando à produção de fosfatidilinositol 
3-fosfato (PIP3), que por sua vez ativa a quinase-1 dependente de fosfoinositídeo 
(PDK1) que irá ativar a proteína quinase B (Akt). A Akt leva a ativação rápida da eNOS, 
realizada através da fosforilação na serina 1177. Também, através do aumento da 
produção de inositol trisfosfato (IP3), por meio da ativação da fosfolipase C. O IP3 ao 
se ligar ao seu receptor no retículo endoplasmático estimula a liberação de Ca2+ no 
citoplasma e ativação da eNOS. 
 

Além do NO, o E2 podem auxiliar no controle do tônus vascular, por meio do 

aumento da síntese de PGI2 (SHERMAN et al., 2002; SOBRINO et al., 2010), fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (LIU et al., 2001) e na diminuição da 

produção/liberação de endotelina-1 (AKISHITA et al., 1998) e Ang-II, cuja ações 

vasoconstritoras e pro-inflamatórias já são bem descritas (KAHONEN et al.,1998; 

BILSEL et al., 2000). 

Diferenças na produção de NO entre machos e fêmeas já foram descritas, em 

artérias torácica de coelhos (HAYASHI et al., 1992) e de ratos (KAUSER & RUBANYI, 

1994), na qual a produção/liberação basal de NO é superior em fêmeas.  Em mulheres 

na menopausa, foi identificado uma deterioração da função endotelial vascular quando 
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comparadas com mulheres de mesma idade, porém com ciclo menstrual normal. Por 

meio da infusão intrabraquial de ACh, verificou-se que em mulheres na menopausa 

há diminuição na resposta vasodilatadora, a qual não foi observada ao nitroprussiato 

de sódio (NPS), doador de NO que atua diretamente nas VSMCs, sugerindo que a 

redução dos níveis hormonais de estrógeno afeta principalmente a função vascular 

dependente de endotélio (TADDEI et al., 1996). 

Em outro estudo realizado com ratos espontaneamente hipertensos (SHR), 

observou-se que a ativação seletiva do ER-α, por meio do agonista CPD 1471 ou a 

ativação não seletiva do ER-α e ER-β, utilizando o E2, foi eficaz para promover 

melhora do relaxamento dependente endotélio em aorta torácica e normalizar a 

expressão proteica da eNOS após a ovariectomia, que estava previamente diminuída 

(WIDDER et al., 2003). 

A atenuação da resposta vasoconstritora para a fenilefrina (Fenil) foi 

observada em anéis aórticos de camundongos com o endotélio removido e tratados 

com E2 por 18 a 20 horas, sendo esse efeito abolido quando tratados 

concomitantemente com o antagonista não seletivo para receptores de estrógeno, ICI 

182,780 (ZHU et al., 2002). A deleção do GPER1 em camundongos já foi relacionada 

com aumento da incidência de aterosclerose, aumento da concentração sérica do 

colesterol total, lipoproteína de baixa densidade (LDL), inflamação vascular e 

diminuição da biodisponibilidade do NO basal em animais ateroscleróticos. No mesmo 

estudo, foi verificado que em células endoteliais humanas, a ativação seletiva do 

GPER1, através do agonista G1, leva ao aumento da produção de NO (MEYER et al., 

2014). 

O E2 pode, de forma indireta, conferir proteção vascular por meio da 

modulação do metabolismo das lipoproteínas plasmáticas. Pesquisas clínicas 

demonstraram que mulheres após a menopausa, apresentam níveis plasmáticos da 

lipoproteína de alta densidade (HDL) diminuídos e de LDL elevado, quando 

comparado as mulheres antes da menopausa (KILIM & CHANDALA, 2013; PARDHE 

et al., 2017). Nesta linha, o tratamento com E2 em mulheres na menopausa, conferiu 

diminuição do colesterol total e aumento de HDL. Interessantemente, esse perfil 

contribui para o menor risco de desenvolvimento de placas de ateroma (WAKATSUKI, 

IKENOUE e SAGARA, 1997; MILLER & DUCKLES, 2008). 
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O estresse oxidativo é descrito como um dos principais desencadeadores da 

disfunção endotelial vascular. O desequilíbrio entre o balanço redox e a produção 

exacerbada de EROs, em especial o ânion superóxido, leva a diminuição da 

biodisponibilidade de NO (GRYGLEWSKI, PALMER & MONCADA, 1986). Nessa 

discussão, o estrógeno é descrito pela sua ação antioxidante, pois reduz a produção 

de EROs (HERNANDEZ et al., 2000; KANG et al., 2015). 

O E2 exerce efeitos proliferativos distintos nas células endoteliais e VSMCs. 

No endotélio, o E2 estimula a proliferação e migração celular, por meio do 

recrutamento de células endoteliais progenitoras da medula óssea, o que favorece a 

recuperação endotelial após a lesão vascular (KRASINSKI et al., 1997; IWAKURA et 

al., 2003). Em contraste, nas VSMCs, o E2 diminui a proliferação e migração celular 

(DUBEY et al., 1999). A proliferação desordenada das VSMCs contribui para o 

desenvolvimento da aterosclerose e tal efeito estrogênico corrobora para um ambiente 

com menor perfil aterogênico, além de sua ação bem descrita em diminuírem a 

agregação plaquetária (MENDELSOHN & KARAS, 1999; HERNANDEZ et al., 2000; 

KUMAR et al., 2010). 

Por todos esses efeitos vasculares, a terapia de reposição estrogênica é foco 

de discussão no sentindo de prevenir as alterações patológicas decorrentes da 

falência ovariana. Contudo, os estudos clínicos continuam controversos, tanto pelo 

fato de alguns trabalhos demonstrarem que o tratamento com E2 não confere 

proteções adicionais, como pelo aumento da mortalidade em decorrência de 

incidentes cardiovasculares (ROSSOUW et al., 2002; ROSSOUW et al., 2007), o que 

reforça a necessidade de estudos adicionais. 

 

1.2 Ovariectomia e repercussões vasculares 

 

A menopausa compreende o período da vida da mulher onde ocorre cessão 

dos ciclos menstruais por pelo menos um ano e queda dos hormônios ovarianos, em 

decorrência da depleção de folículos ovarianos (UTIAN, 1999). Esse período varia de 

mulher para mulher, contudo geralmente ocorre aos 50 anos e é acompanhado de 

alterações fisiológicas, metabólicas, imunológicas (GAMEIRO & ROMAO, 2010), 

psicológicas (FREEMAN et al., 2008) e aumento da incidência de osteoporose 

(FAISAL-CURY &  ZACCHELL, 2001; DALAL & AGARWAL, 2015) e DCVs (KANNEL 
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et al., 1977; PARDHE et al., 2017). A perda desse fator protetor é atribuída 

principalmente ao E2, por seus efeitos vasculares, como discutido anteriormente.  

No final dos anos 90, dois importantes estudos clínicos avaliaram as 

repercussões da menopausa e ação estrogênica para a saúde da mulher, o The 

Women’s Health Initiative Study Group (WHI, 1998) e o Heart and Estrogen/Progestin 

Replacement Study (HERS) (SPEROFF, 1998). Contudo, mostraram disparidades e 

resultados poucos precisos, principalmente devido à dificuldade em manter a 

homogeneidade dos indivíduos e controle de variáveis, como tempo de menopausa, 

fatores de risco, uso de medicamentos, hábitos de vida e condições socioculturais.  

Nessa discussão, as pesquisas básicas entram como instrumento importante 

para auxiliar na compreensão dos aspectos fisiológicos envolvendo a falência dos 

ovários. Dentre os animais de laboratórios disponíveis, os primatas não humanos 

seriam talvez os animais mais adequados para serem usados, pela semelhança da 

saúde sexual e reprodutiva de humanos, porém devido ao elevado custo financeiro e 

manejo delicado, acabam sendo pouco viáveis (BELLINO & WISE, 2003).  

Atualmente os animais mais utilizados na área, são os roedores, 

principalmente os ratos e camundongos, pelo fácil manuseio, custos menores 

comparado aos primatas não-humanos e ciclo de vida relativamente curto o que 

favorece a rapidez dos estudos. Assim como as mulheres, com a chegada da falência 

ovariana estes animais apresentam ciclos ovariano irregulares, oscilações hormonais 

e diminuição da produção de folículos ovarianos com o envelhecimento (GOSDEN et 

al., 1983). Enquanto em mulheres, o ciclo menstrual tem duração de 

aproximadamente 28 dias (OWEN, 1975), em ratos/camundongos o ciclo estral, dura 

cerca de 4-5 dias e compreende quatro fases, conhecidas como metaestro, diestro 

proestro e estro. Cada fase é acompanhada de alterações nos níveis séricos de 

hormônios e no epitélio vaginal (figura 2) (MARCONDES, BIANCHI & TANNO, 2002; 

GOLDMAN, MURR & COOPER, 2007; MILLER & TAKAHASHI, 2014). 
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Figura 2. Alterações citológicas e hormonais durante o ciclo estral em roedores.  (A) 
No metaestro, há baixos níveis de estradiol e progesterona sérico e ao esfregaço 
vaginal é possível observar a presença de três tipos celulares: leucócitos, células 
epiteliais e cornificadas. (B) No diestro os níveis de estradiol e progesterona começam 
a aumentar e na citologia vaginal há predominância de leucócitos. (C) No proestro os 
roedores apresentam altas concentrações de estradiol e progesterona sérico, o que 
promove a elevação da atividade proliferativa do epitélio vaginal e aparecimento de 
células arredondadas e polinucleadas. Este estágio é correspondente ao dia pré-
ovulatório, pois corrobora com o aparecimento das ondas de LH e FSH durante a 
noite, que favorecem a ovulação. A última fase é o (D) Estro, que é caracterizada pela 
diminuição dos níveis de estradiol e elevação dos níveis de progesterona o que leva 
a ovulação e formação do corpo lúteo. Na citologia vaginal é possível visualizar células 
epiteliais escamosas cornificadas e corresponde a fase de receptividade sexual. 
(adaptado de MILLER & TAKAHASHI, 2014). 
 

Em roedores, a senescência natural seria aparentemente o modelo fisiológico 

mais apropriado para estudar as consequências do declínio da função ovariana. 

Contudo, evidências mostram que aproximadamente 70% dos roedores envelhecidos 

podem apresentar um estado anovulatório polifolicuar com estro constante e níveis 

elevados de E2, o que não seria um bom modelo para estudar as alterações 

decorrentes da falência ovariana. Além disso, como é preciso manter os animais pelo 

menos até 8 meses de idade para que iniciem a apresentar alterações nos ciclos, 

alguns modelos experimentais foram desenvolvidos para mimetizar a falência 

ovariana. Por exemplo, o 4-diepóxido de vinilciclohexano (VCD), descrito como 

ovotoxinas, tem sido utilizado com ferramenta química, devido a sua capacidade de 

destruir seletivamente folículos ovarianos de ratos e camundongos sem atingir outros 

tecidos. Esse modelo acelera a atrofia dos folículos ovarianos por meio do processo 
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de apoptose, e portanto, reproduz em parte o que acontece nas mulheres em 

menopausa (MAYER et al., 2002). Contudo, atualmente, o modelo mais utilizado para 

estudar a menopausa em roedores é a ovariectomia, descrita em meados dos anos 

oitenta, que consiste na remoção bilateral ou unilateral dos ovários (OLSON & 

BRUCE, 1986). Apesar da remoção brusca dos ovários não representar o processo 

transitório natural para a menopausa, é bastante vantajosa pelo fato de ser de fácil 

realização, custo baixo, rápida recuperação e pelo fato de animais jovens serem mais 

responsivos em reduzir níveis séricos de E2 que idosos.  

Em ratas Sprague Dawley (SD) na fase proestro, as concentrações séricas de 

E2 giram em torno de 80 pg/ml e após duas semanas de ovariectomia esse valor é 

reduzido para 25 pg/ml (PELVIPHARM, 2001) e em três semanas é reduzido para 

valores menores de 20 pg/ml (WISE & RATNER, 1980). Em mulheres em idade fértil, 

as concentrações fisiológicas de E2 giram em torno de 200-500 pg/mL durante o pico 

pré-ovulatório, sendo reduzidas para valores menores que 20 pg/mL após a 

menopausa, o que se assemelha aos níveis estrogênicos antes da puberdade 

(CARMINA & LOBO, 2009). 

As alterações fisiológicas em decorrência da ovariectomia são conflitantes e 

dependem da linhagem animal e do tempo. Como no caso do peso corporal, enquanto 

em ratas Wistar a elevação do peso corporal acontece com duas semanas pós-

operatória (AINSLIE et al., 2001), em ratas SD não há alteração do peso corporal 

(SQUADRITO et al., 2000) e em camundongos da linhagem C57BL/6J, é observada 

apenas com três semanas após a cirurgia (BLAUSTEIN et al., 1976) ou não é alterado 

(COLA et al., 2010). O peso uterino é expressivamente reduzido em duas e três 

semanas de cirurgia em ratas SD (SQUADRITO et al., 2000; SAVERGNINI et al., 

2012) e em uma semana em camundongos Swiss (LEMINI et al.,2015), o que é um 

forte preditor da redução dos níveis séricos de E2.   

Alterações vasculares em decorrência da remoção dos ovários são descritas 

na literatura, porém apresentam algumas discrepâncias. Em aortas torácicas de ratas 

SD, oito dias após a cirurgia de ovariectomia a resposta vasoconstritora pra 

noradrenalina é elevada (ZAMORANO, BRUZZONE & MARTINEZ, 1995) e com três 

semanas há redução resposta vasodilatadora para ACh (SQUADRITO et al., 2000). 

Em contraste, cinco meses de ovariectomia em SD, não altera a resposta 

vasodilatadora para ACh na aorta torácica (SEGREDO et al., 2013).  
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Nas artérias mesentéricas de ratas SD, com seis semanas da ovariectomia, 

há redução da resposta vasodilatadora à ACh, diminuição da produção de NO, 

potencialização da resposta constritora mediada pelos fatores de contração 

dependente do endotélio (EDCF) e aumento da produção de EROs (WANG et al., 

2014).  

Além das alterações funcionais nas artérias mesentéricas de SD em 

decorrência de doze semanas de ovariectomia, há remodelamento vascular, 

demonstrado pela mudança nos componentes da matriz extracelular, evidenciado 

pela diminuição da expressão de metaloproteinases tipo II e aumento da deposição 

de colágeno (SHEN et al., 2017). O remodelamento vascular em decorrência da 

ovariectomia, também foi observado em artérias coronárias de ratas SHR, após seis 

semanas de ovariectomia, com aumento da área do lúmen arterial, área vascular total, 

área da parede do vaso. Ainda, essas alterações foram acompanhadas do aumento 

da produção de ânion superóxido e elevação da pressão arterial sistólica (BORGO et 

al., 2016).  

Apesar da maioria dos trabalhos que avaliam as alterações vasculares em 

decorrência da ovariectomia serem realizadas em ratas, em artérias mesentéricas de 

camundongos fêmeas C57BL/6J, após trinta dias de ovariectomia, foi observado 

comprometimento da resposta vasodilatadora para a ACh, para níveis semelhantes 

de animais com polimorfismos no gene da apolipoproteína E (apoE) (COLA et al., 

2010). 

 

1.3 Participação do E2 nas respostas vasculares mediadas pelo Sistema Renina 

Angiotensina  

 

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um dos mais importantes sistemas 

endócrinos para a manutenção das condições homeostáticas do sistema 

cardiovascular, exercendo efeito local e sistêmico, controlando os níveis pressóricos, 

balanço hidroeletrolítico e contribuindo para a homeostase corporal (GRIENDLING, 

MURPHY E ALEXANDER, 1993). Os peptídeos pertencentes ao sistema derivam de 

uma cascata enzimática que tem como substrato precursor o angiotensinogênio 

(DESCHEPPER, 1994).  
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O eixo clássico do SRA tem como principal peptídeo efetor da Ang II. O 

angiotensinogênio secretado pelo fígado, é clivado pela ação da renina, enzima 

produzida principalmente pelas células justaglomerulares dos rins, dando origem ao 

decapeptídeo Angiotensina I (Ang I) (PERSSON, 2003). A Ang I sofre então, ação da 

ECA que faz a remoção de dois aminoácidos (histidina e leucina) da cadeia da Ang I 

e origina o octatepeptídeo Ang II (GRIENDLING, MURPHY E ALEXANDER, 1993). 

A Ang II age através de dois principais tipos de receptores transmembranares: 

AT1 e AT2, ambos acoplados a família das proteínas G. Os efeitos mediados pelos 

receptores da Ang II são distintos. Dentre suas ações, é conhecido que a 

hiperatividade do eixo AngII/AT1 induz fibrose, hipertrofia cardíaca, vasoconstrição, 

disfunção endotelial, aterosclerose, arritmias cardíacas e morte celular. Dessa forma, 

estando associada com o desenvolvimento de algumas patologias, como a 

hipertensão arterial e insuficiência cardíaca (PAUL, MEHR e KREUTZ, 2006). 

Ainda, o sistema dispõe de um eixo contra regulatório tendo como principal 

peptídeo efetor a Ang-(1-7), que foi caracterizada em 1988 como um peptídeo 

biologicamente ativo pertencente ao SRA (BLOCK et al., 1988; FERRARIO et al., 

1997; FERRARIO et al., 1998; FERRARIO e CHAPPELL, 2004; SANTOS et al., 2013). 

Em 2003, foi descoberto que a Ang-(1-7) age através do receptor Mas, o qual também 

está acoplado a proteína G (SANTOS et al., 2003). 

A produção do heptapeptídeo Ang-(1-7), pode ser diretamente por meio da 

clivagem da Ang II pela ação da ECA 2, que retira o N-terminal fenilanina ou da 

clivagem da Ang I pela ação da endopeptidase neutra (NEP) ou prolil-endopeptidase 

(PEP) (VICKERS et al., 2002). Ainda, indiretamente pela ação da ECA 2 na Ang I, 

removendo o aminoácido leucina da cadeia da Ang I, dando origem ao peptídeo 

Angiotensina-(1-9) [Ang-(1-9)] (DONOGHUE, 2000), que pela ação da NEP ou ECA, 

origina a Ang-(1-7) (RICE et al., 2004).  

O eixo não clássico ECA2/Ang-(1-7)/receptor Mas é descrito por contrapor 

alguns dos efeitos do eixo clássico, promovendo vasodilatação, angiogênese, efeitos 

anti-inflamatórios, antioxidantes e antiapoptóticos  e dessa forma, exercer efeitos 

cardiovasculares protetores. Ainda, a deleção do receptor Mas em camundongos foi 

acompanhada de disfunção endotelial, diminuição do barorreflexo, aumento da 

pressão arterial, prejuízos na função cardíaca (SANTOS et al., 2013) 
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Dentre as ações da Ang-(1-7), destaca-se o efeito de aumentar a liberação de 

agentes vasoativos como prostanóides, EDHF e/ou NO (BROSNIHAN, LI & 

FERRARIO, 1996), promovendo vasodilatação que já foi demonstrado em diversos 

leitos vasculares, como arteríolas aferentes de coelho (REN, GARVIN & 

CARRETERO, 2002), artérias coronárias de cães (BROSNIHAN, LI & FERRARIO, 

1996), aortas de camundongos (LEMOS et al., 2005) e ratos (LEMOS et al., 2002), 

artérias mesentéricas de ratos (PEIRÓ et al., 2013) e de artérias humanos (SASAKI 

et al. 2001). 

Ao se ligar ao receptor Mas nas células endoteliais, a Ang-(1-7) pode 

promover vasodilatação por meio da ativação da via PI3K/AKT, aumentando a 

fosforilação da eNOS e liberação de NO (SAMPAIO et al., 2007). Ainda, pode levar 

ao aumento da produção da PGI2 e da concentração intracelular do cAMP e 

potencialização da ação da bradicinina (BROSNIHAN et al., 1999; HEITSCH et al., 

2001; MCKINNEY et al., 2014). 

Mais recentemente, a Ang-(1-7) foi apontada como agonista tendencioso do 

receptor AT1, pelo qual, recruta uma via alternativa medida pela β-arrestina, 

promovendo diminuição da contração induzida por Fenil (GALANDRIN et al., 2016). A 

produção e/ação da Ang-(1-7) ocorre também localmente na parede dos vasos 

sanguíneos, mostrando que além de influências da ativação sistêmica do sistema, há 

um fator local que contribui para as respostas efetoras (SANTOS et al., 1992; PAUL, 

MEHR & KREUTZ, 2006)  

Inúmeras evidências mostram a ativação diferenciada dos componentes do 

SRA em função do sexo e hormônios sexuais. A ativação da ECA por exemplo, está 

mais elevada em homens quando comparados às mulheres da mesma idade 

(ZAPATER et al., 2004) e semelhante quando as mulheres chegam à menopausa 

(DANSER et al., 1998). Em adição, níveis circulantes de angiotensinogênio 

(FELDMER et al., 1991), e Ang-(1-7) (SULLIVAN et al., 2015) são maiores em 

mulheres.  

Em pesquisas básicas, estudos mostram a modulação estrogênica sobre a 

ação do eixo Ang-(1-7)/receptor Mas. Em artérias mesentéricas de ratas SD, foi 

demonstrado que a resposta vasodilatadora da Ang-(1-7) sofre influência do ciclo 

estral, ao passo que o efeito dilatador observado na fase proestro é abolido quando 

os animais estão na fase diestro ou após três semanas de ovariectomia. De forma 
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interessante, quando os animais submetidos a remoção dos ovários (OVX) foram 

tratados com E2, houve restauração da resposta vasodilatadora da Ang-(1-7) e 

potencialização em comparação aos animais na fase proestro. A participação do 

receptor Mas foi comprovada por meio da incubação dos vasos como antagonista 

seletivo D-Ala7-Ang-(1-7) (A-779), sendo a resposta vasodilatadora bloqueada 

(NEVES et al., 2004).  

Em estudo recente do nosso grupo também foi observado a perda da 

responsividade vascular à Ang-(1-7) em aorta torácica de camundongos fêmeas 

idosas C57Bl/6 e de fêmeas jovens após duas semanas de ovariectomia.  De forma 

importante, o tratamento com E2 restabeleceu o perfil vasodilatador da Ang-(1-7) tanto 

nas fêmeas OVX, como nas idosas (COSTA-FRAGA et al., 2018). 

Em outro estudo, oito meses após a ovariectomia não houve a perda da 

resposta vasodilatadora para Ang-(1-7) em aorta torácica de fêmeas SHR. Apenas foi 

observado uma redução da resposta vasodilatadora, o que foi acompanhado da 

elevação da resposta vasoconstritora para Ang II, aumento da concentração 

plasmática de Ang II e Ang-(1-7) e diminuição da produção local de Ang-(1-7) nas 

células endoteliais vasculares (ENDLICH et al., 2017). 

Os resultados acima evidenciam que alterações na concentração de E2 tanto 

em ratas como em camundongos fêmeas, seja pelo envelhecimento natural ou pelo 

método cirúrgico da ovariectomia, afetam à resposta vascular à Ang-(1-7). Contudo, 

em decorrência das variações em tempo de ovariectomia, leitos vasculares e 

espécies, estudos adicionais tornam-se necessários para melhor entendimento das 

alterações vasculares, incluindo o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas, desencadeada pela 

falência ovariana. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

As DCVs são as principais causa de morte no mundo, representando hoje um 

importante problema de saúde pública (WHO, 2013; WHO, 2016; NASCIMENTO et 

al., 2018). A maioria dos estudos na área envolvem indivíduos apenas do sexo 

masculino e interessantemente, mulheres em idade fértil (10 a 49 anos), apresentam 

menor incidência de DCVs comparado aos homens da mesma idade. Contudo, 

estudos apontam que após a menopausa, esse efeito cardiovascular protetor é 

perdido e ambos os sexos apresentam risco similares de desenvolverem patologias 

que afetam o sistema cardiovascular, dentre elas, a hipertensão arterial, trombose e 

aterosclerose (WITTEMAN, 1989;  KANNEL et al., 1997; CRAWFORD & JOHANNES, 

1999;  MIKKOLA et al., 2013;  DOSI et al., 2014).  

Parte desses efeitos protetores, tem sido atribuído ao E2, visto que a 

menopausa é acompanhada da redução dos níveis do hormônio e pelo fato de 

algumas pesquisas básicas e clínicas, apontarem ação benéfica do E2 no sistema 

cardiovascular (MENAZZA & MURPHY, 2016; ROELFSEMA, YANG & VELDHUIS, 

2018).  

O modelo de ovariectomia tem se mostrado eficiente para reduzir os níveis 

circulantes de E2 e mimetizar a falência ovariana. Contudo, existem muitas 

discrepâncias na caracterização das alterações vasculares no modelo, em 

decorrência das variedades entre as espécies, leitos vasculares, tempo de cirurgia e 

níveis de E2. Ainda, dados da literatura demonstram que os níveis circulantes de E2 

influenciam a ativação do SRA, dando destaque ao eixo Ang-(1-7)/receptor Mas, por 

mediar ações vasculoprotetores (SANTOS et al., 2013). Como mostrando 

recentemente pelo nosso grupo, a ação vasodilatadora da Ang-(1-7) foi abolida em 

anéis aórticos de camundongos fêmeas idosas e de fêmeas jovens OVX. 

Dessa forma, se faz necessário compreender de forma mais detalhada como 

a falência ovariana estaria envolvida na modulação das respostas vasculares 

mediadas pelo eixo Ang-(1-7)/receptor Mas e como a ovariectomia afetaria a função 

vascular. Assim, hipotetiza-se que a ovariectomia leva a alterações vasculares, 

modulando negativamente o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Avaliar as alterações vasculares e a participação do eixo Ang-(1-7)/receptor 

Mas na aorta de camundongos fêmeas após duas semanas de ovariectomia 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar o efeito da ovariectomia sobre o peso corporal e uterino; 

 

• Avaliar o efeito da ovariectomia sobre os parâmetros morfométricos da aorta 

torácica; 

 

• Avaliar o efeito da ovariectomia sobre as respostas vasoconstritoras e 

vasodilatadoras de segmentos da aorta torácica; 

 

• Avaliar o efeito da ovariectomia sobre a ação da Ang-(1-7) na resposta contrátil 

da fenilefrina em segmentos da aorta torácica; 

 

• Avaliar o efeito da ovariectomia sobre a produção in situ de NO na aorta 

torácica; 

 

• Analisar o efeito da ovariectomia sobre a expressão proteica vascular do 

receptor Mas; 

 

• Analisar o efeito da ovariectomia sobre a expressão proteica vascular de 

enzimas relacionadas ao estresse oxidativo; 

 

• Avaliar o efeito da ovariectomia sobre a produção in situ de EROs na aorta 

torácica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Para este estudo, foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem 

C57BL/J6, entre 10 a 12 semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo 

(CEBIO) do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos no Biotério de Camundongos do 

Departamento de Fisiologia e Biofísicas da UFMG, em gaiolas coletivas sob condições 

controladas de temperatura e luminosidade (24  2°C; ciclo claro/escuro de 12 h) com 

acesso ad libitum a água e ração (labina). 

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos ao Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sendo aprovado sob número de protocolo nº 

365/2017. 

 

4.2 Ovariectomia bilateral e protocolo experimental  

 

Para redução dos níveis séricos do E2 e objetivando mimetizar a menopausa, 

foi realizada a remoção bilateral dos ovários no grupo experimental denominado de 

OVX (COSTA-FRAGA et al., 2018). Os animais foram anestesiados com solução de 

Ketamina + Xilazina (80 mg e 10 mg /Kg), por via IP, respectivamente. As fêmeas 

foram colocadas em uma mesa de cirurgia em decúbito dorsal, os membros foram 

fixados e a tricotomia da área de ambos os flancos do animal foi realizada. Após isso, 

uma pequena incisão na pele, tecido subcutâneo e músculo foram feitos, permitindo 

visualização do tecido adiposo parametrial.  Os ovários foram retirados com auxílio de 

uma pinça hemostática e tesoura. A pele foi suturada com fio absorvível 4-0 e os 

animais receberam antibiótico (Pentabiotico, 0,1 mL - via intramuscular) e analgésico 

(Banamine, 1mg/ kg; via subcutânea). Para recuperação da ação anestésica, os 

animais foram mantidos em ambiente aquecido a 37 ºC.  

O grupo de fêmeas Sham-operadas, foi submetido ao mesmo estresse do 

procedimento, porém sem a remoção dos ovários. Após duas semanas (14 dias) da 

cirurgia, os animais foram sacrificados para fins experimentais.  
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4.3 Determinação do ciclo estral 

 

Para avaliar a ciclicidade dos animais e padronização experimental, foi 

realizado o lavado vaginal para determinação do ciclo estral (MARCONDES, BIANCHI 

& TANNO, 2002). Com auxílio de uma pipeta, foi introduzindo cerca de 10ul de salina 

na vagina dos animais e realizado de 3 a 5 lavagens. Posteriormente, o lavado foi 

colocado em uma lâmina e visualizado com o auxílio do microscópio de luz na objetiva 

de 10x. Os experimentos com as fêmeas Sham foram feitos na fase de proestro, 

momento onde as concentrações séricas de E2 estão mais elevadas.  

 

4.4 Mensuração do peso corporal e uterino  

 

Os animais foram pesados no momento da cirurgia (peso inicial) e no dia do 

sacrifício (peso final), o útero foi coletado pós a eutanásia e também pesado, sendo 

este, normalizado por 20 g de peso corporal.  

 

4.5 Estudo por reatividade vascular em anéis de aorta torácica 

 

4.5.1 Montagem de preparações isoladas 

 

Para os estudos de reatividade vascular em sistema de banho de órgãos 

isolados, a aorta torácica foi isolada e dissecada do tecido conjuntivo e adiposo 

perivascular, e seccionada transversalmente em anéis de 2-3 mm de comprimento 

(CAPETTINI, CORTES & LEMOS, 2010). Duas hastes de metal foram passadas pelo 

lúmen dos vasos de forma paralela e fixados no banho de órgão isolados. Uma das 

hastes foi conectada a um suporte fixo e a outra em um transdutor de tensão 

isométrico (World Precision Instruments, Inc., USA) conectados a um amplificador de 

sinal (TBM4M, WPI), sendo este acoplado a um computador equipado com uma placa 

conversora analógico-digital. Para aquisição dos dados foi utilizado o programa 

WinDaq Data Acquisition (Dataq® Instruments, USA). 

 As preparações foram banhadas em uma solução de Krebs modificada, 

mantidas a 37ºC (NaCl 118mM; KCl 4,7mM; NaHCO3 25mM; CaCl2.2H2O 

2,5mM;glicose 11; KH2PO4 1,2mM; MgSO4.7H2O 1,2mM), com pH estável de 7,4 e 
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aeradas com mistura carbogênica (95% O2 e 5 % CO2). Após montadas, as 

preparações permaneceram sob tensão de 1g durante 60 min, sendo realizado a troca 

da solução nutriente e ajuste da tensão a cada 15 min, a fim de garantir nutrientes aos 

anéis e evitar acúmulo e metabólitos. Transcorrido o tempo de estabilização, foi 

realizado a avaliação da integridade do endotélio através da pré-contração com o 

agonista α1-adrenérgico Fenil (10-7 mol/L), seguida de vasodilatação mediada por 

Acetilcolina (ACh 10-4 mol/L). Foram considerados segmentos de aorta com endotélio 

intacto, preparações apresentando relaxamento vascular em resposta à ACh igual ou 

superior a 80% à pré-contração com Fenil.  

 

4.5.2 Protocolos executados para análise da reatividade vascular em aorta de 

camundongos fêmeas sham e OVX 

 

Relaxamento endotélio-dependente induzido com ACh  

 

Foram realizadas curvas de concentração-resposta para ACh (10-9 a 10-4 mol/L) 

em segmentos da aorta pré-contraídas com Fenil a 10-7 mol/L. 

 

Relaxamento endotélio-independente induzido com NPS  

 

 Foram realizadas curvas de concentração-resposta para NPS (10-11 a 10-6 

mol/L) em segmentos da aorta pré-contraídas com Fenil a 10-7 mol/L. 

 

Resposta contrátil induzida por KCl 

 

Foram realizadas curvas de concentração-resposta para KCl (10mM, 20mM, 

30mM, 45mM, 90mM e 120 mM) em segmentos da aorta de ambos grupos. 

 

Resposta contrátil induzida por Fenil 

 

Foram realizadas curvas de concentração-resposta para Fenil (10-9 a 3x10-4 

mol/L) em preparações de aorta com endotélio íntegro. 
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Participação do NO na resposta contrátil induzida por Fenil 

 

Foram realizadas curvas de concentração-resposta para Fenil (10-9 a 3x10-4 

mol/L) pré-incubadas por 20 min com L-NG-Nitroargininemethyl ester (L-NAME) (10-4 

mol/L) em preparações de aorta com endotélio funcionante. 

 

Participação da Ang-(1-7) na resposta contrátil induzida por Fenil 

 

Para investigar da participação da Ang-(1-7) nos anéis aórticos dos grupos 

experimentais, foram realizadas curvas de concentração-resposta para Fenil (10-9 a 

3x10-4 mol/L), na presença ou ausência de Ang-(1-7) (10-10 mol/L, pré-incubação por 

30 min). 

 

Participação da inibição enzimática das NO-Sintases sobre o efeito da Ang-(1-7) 

em inibir a resposta contrátil induzida por Fenil 

 

Objetivando investigar a participação do NO nas respostas vasculares 

observadas, foram realizadas curva de concentração-resposta para Fenil (10-9 a 3x10-

4 mol/L), na presença do L-NAME (10-4 mol/L, por 20 min) e 30 min com Ang-(1-7) (10-

10 mol/L) (CAPETTINI, CORTES & LEMOS, 2010). 

 

4.6 Quantificação de EROs e NO in situ por microscopia de fluorescência 

 

 A produção de NO produzida pela aorta torácica, foi realizada através da 

medida do diacetato de 4,5- diaminofluoresceína (DAF-2), um marcador fluorescente 

sensível ao NO (AKAMINE et al., 2006) e a geração de EROs foi determinada 

utilizando-se a dihidroetidina (DHE) (BRAGA et al. 2015) em cortes transversais da 

aorta torácica, previamente embebidas em meio para congelamento (Tissue-Tek®  

O.C.T. Compound, Sakura), e posteriormente realizado cortes de 8 um utilizando 

criostato (Leica, CM1850). 

As lâminas foram incubadas por 15 min com PBS 1x, a 37°C, em câmara úmida 

e protegidas da luz. Após isso, foi retirado o excesso de PBS que estava sobre as 

lâminas, e incubados com solução de DHE (10 µM) ou DAF-2 (8 µM), por 30 min. As 
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lâminas de controle negativo receberam a mesma quantidade de tampão, mas, sem 

a sonda fluorescente. Em seguida as lâminas foram fixadas com PFA 4% por 5 min, 

montadas e seladas utlizando glicerol 60% como meio de montagem. No caso do DAF, 

os tecidos foram pré-estimulados com Ang-(1-7) por 15 min a 37°minutos, antes da 

incubação com a sonda, conforme protocolo adaptado (COUTO et al. 2015).  

As lâminas foram fotografadas no microscópio ApoTome.2 Zeiss, equipado 

com fluoresceína e filtro de comprimento de onda 545 nm, usando a objetiva de 40x e 

sendo posteriormente analisadas com o programa ImageJ. 

 

4.7 Avaliação morfométrica vascular por Hematoxilina e Eosina 

 

A morfologia vascular da aorta torácica foi realizada por meio da coloração com 

Hematoxilina e Eosina (H&E), seguindo o protocolo padrão. As imagens foram 

fotografadas com auxílio de uma câmera conectado ao microscópio de luz na objetiva 

de 10x. Foram analisados a área do lúmen, camada média, camada da adventícia e 

área da parede vascular utilizando o ImageJ. 

 

4.8 Extração de proteínas, dosagem e análise por Western Blot 

 

Foram extraídas proteínas da aorta abdominal dos animais utilizando solução 

de lise com detergente (NaCl 100 mM; Tris-Base 50 mM; EDTA-2Na 5 mM; Na4P2O7 

50 mM;  MgCl2 1 mM; Nonidet 1%;  Triton X 0,3%;  Deoxicolato de sódio 0,5%; Naf 

0,5%, pH=8.0) e inibidores de proteases (benzamida, ortovanadato de sódio, 

aprotinina, pepstatina A, inibidor completo, inibidor de fosfatase e fluoreto de 

fenilmetilsulfonil). Os tecidos contendo a solução de lise com inibidores, foram 

triturados por processo físico por 1 min. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 

8000 rpm por 12 min em temperatura de 4 ºC e o sobrenadante coletado.  

As amostras de proteínas foram quantificadas pelo ensaio descrito por 

Bradford (BRADFORD, 1976), que utiliza como curva padrão uma concentração 

previamente conhecida de albumina do soro bovino (BSA) (1 mg/ml) e tem como 

princípio, a reação enzimática com o corante Coomassie brilliant blue. Ao reagir com 

proteínas o corante altera a coloração de castanho para tons azuis, de acordo com a 
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concentração de proteínas amostra. A leitura foi realizada utilizando leitor de 

microplacas de ELISA (Biotek) utilizando absorbância de 595 nm.  

Para realização do Western Blot foram utilizadas 50 ug de amostras diluídas 

em tampão de amostra (5% de 2-mercaptoethanoel), desnaturadas a 95º por 5 min. As 

proteínas foram submetidas a corrida com gel 10% de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 

– PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e em seguidas transferidas por 25 min a 

20V (Trans-Blot SD Semi-Dry) para uma membrana de PVDF (Polyvinylidene 

difluoride). 

Para avaliar a qualidade da transferência, a membrana foi corada com solução 

de Ponceau 3%. Em seguida, as membranas foram incubadas por 1 h, em temperatura 

ambiente com solução de bloqueio ([TBS-Tween (Tris-base, NaCl e tween 0,1%, TBS-

T) com 5% de leite em pó desnatado, Molico]), para evitar ligações inespecíficas. 

Transcorrido o tempo de bloqueio, as membranas foram incubadas por 

overnight, a 4ºC, com anticorpos primários para:  Mas receptor (1:500, Alamone labs, 

AAR-013), Superóxido dismutase 2 (SOD 2), gp91, p22phox, Catalase e NRF2. Após 

isso, as membranas foram lavadas por 30 min com TBS-T 1x (troca da solução a cada 

10 min) e incubadas por 1 h em temperatura ambiente com os anticorpos secundários, 

diluído em TBS-T 1x com leite em pó desnatado a 1%. A normalização das amostras 

foi feita pela expressão do GAPDH (Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase). Após o 

término da incubação, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T1x durante 

30 min (troca da solução a cada 5 min). 

Para detecção das bandas foi utilizada a técnica de quimiluminescência, 

utilizando o kit de revelação ECL- Plus conjugado com a peroxidase (Bio-Rad) aplicada 

diretamente sobre a membrana. As imagens foram capturadas e quantificadas através 

do Software Image Quant LAS 4000. 

 

4.9 Ensaio de Imunofluorescência 

 

Para a realização da imunofluorescência, as lâminas foram inicialmente 

fixadas com acetona gelada, durante 15 min. Após isto, as mesmas foram lavadas 

com soluço BSA 1%. Em seguida, foi realizado o bloqueio com a solução de BSA 3% 

diluído em PBS 1x com 0,1% de Triton-X durante 30 min. Após nova lavagem com 

BSA 1%, as lâminas foram incubadas com o anticorpo primário anti-Mas (1:500) na 
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solução de bloqueio, em câmara úmida à 4ºC, durante 16 h (overnight). Após lavagem 

no dia seguinte, o anticorpo secundário anti-coelho (1:200) foi adicionado por 1 h em 

temperatura ambiente. Após esse tempo, foi utilizado o DAPI (Vector Laboratories) 

para coloração dos núcleos. As lâminas foram seladas com esmalte incolor e as 

imagens foram capturadas com o uso do microscópio APOTOME.  

 

4.10 Análise estatística e expressão dos resultados 

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 

versão 7.0. Na reatividade vascular os dados de contração foram expressos em 

mN/mm, referente a força de contração e comprimento do vaso. Os dados de dilatação 

foram expressos em percentual de redução de contração em resposta a Fenil. Para 

obtenção do Emax e PD2 foi realizado regressão não linear. 

O One-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey/Newman-Keuls foi utilizado 

para comparar o Emax, pD2 e gráficos de barra, juntamente com o teste t de Student 

quando indicado. Os dados foram expressos como média ±EPM e foram considerados 

estatisticamente diferentes, os grupos que apresentaram p ≤ 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação do peso corporal e uterino de camundongos fêmeas intactas e 

ovariectomizadas 

Objetivando caracterizar os animais e avaliar a influência da falência ovariana 

sobre o peso corporal, os animais foram pesados no dia da cirurgia, sendo obtido o 

peso inicial (g) e no dia do sacrifício, considerado o peso final (g).  Como demonstrado 

na figura 3A, não foi observado alterações entre o peso inicial e final no grupo Sham, 

e nem após duas semanas de remoção dos ovários, grupo OVX. 

A atrofia uterina é considerada como um importante preditor da falência 

ovariana e da redução dos níveis plasmáticos de E2. Dessa forma, o peso uterino foi 

mensurado no dia do sacrifício e normalizado por 20 gramas de peso corporal animal. 

Como pode ser observado nas figuras 3B e C, o peso uterino foi expressivamente 

reduzido no grupo OVX quando comparado ao grupo Sham (p < 0,0001). 

 

Figura 3. Peso corporal e uterino de camundongos fêmeas Sham e OVX. (A) Peso 
corporal antes da ovariectomia (peso inicial) e no dia do sacrifício (peso final) (B) Peso 
uterino normalizado por 20g do peso corporal. (C) Imagens representativas do útero. 
Resultados apresentam o grupo Sham (n=6-8) e OVX (n=6-8). Os valores são expressos 
em média ±EPM. Teste t, *p < 0,0001 vs Sham. 
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5.2 Parâmetros morfométricos de cortes transversais da aorta torácica 

 

Como a ausência do E2 pode estar associada ao remodelamento vascular, 

avaliamos a morfometria de cortes transversais da aorta torácica por meio da 

coloração com H&E. Na figura 4 é mostrado os parâmetros morfométricos para a (B) 

área do lúmen, (C) área da camada adventícia, (D) área da camada média e (E) área 

da parede vascular. Contudo, pode-se observar que a ovariectomia não promoveu 

alterações nos parâmetros avaliados. 

Figura 4. Avaliação de parâmetros morfométricos da aorta torácica de camundongos 
fêmeas Sham e OVX. (A) Imagens representativas de cortes transversais da aorta 
torácica dos animais Sham e OVX coradas com H&E. Gráficos de barra representam 
a quantificação da (B) área do lúmen, (C) área da camada média, (D) área da camada 
adventícia e (E) área da parede vascular. Os valores são expressos em média ±EPM. 
Resultados representam os grupos Sham (n=5) e OVX (n=5). Teste t. 
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5.3 Resposta vasodilatadora para acetilcolina e nitroprussiato de sódio em 

segmentos da aorta torácica 

 

Objetivando avaliar os aspectos funcionais vasculares dos animais do estudo, 

foi realizado reatividade vascular em segmentos da aorta torácica. Inicialmente, para 

avaliar a dilatação vascular dependente de endotélio, foram realizadas curvas 

concentração-resposta em aorta de camundongos Sham e OVX, estimuladas com 

concentrações crescentes e cumulativas de ACh.  

A ACh induziu dilatação dependente da concentração em aortas de Sham e 

OVX (figura 5A). Não foram encontradas alterações no efeito máximo dilatador 

(Sham: 91,6 ± 2,7 %; OVX:  93,27 ± 2,7 %) e nos valores de pD2 (Sham: 6,89 ± 0,15; 

OVX: 6,62 ± 0,07) entre os grupos (figura 5B e C, respectivamente). 

A dilatação vascular independe de endotélio, foi avaliada por meio da curvas 

concentração-resposta para o NPS (figura 5D). Do mesmo modo que a dilatação 

dependente de endotélio, não foram observadas diferenças no efeito máximo dilatador 

(Sham: 95,1 ± 3,1 %; OVX: 102,0 ± 1,7 %) e nos valores de pD2 (Sham: 7,33 ± 0,07; 

OVX: 7,33 ± 0,07) entre os grupos (figura 5E e F, respectivamente).  
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Figura 5. Resposta vasodilatadora para ACh e NPS em aorta de camundongos 
fêmeas Sham e OVX. (A) Curvas concentração-resposta para ACh (10-9 a 10-4 M). 
Gráficos de barras com valores de (B) Emax e (C) pD2 para ACh. (D) Curvas 
concentração-resposta para NPS sódio (10-11 a 10-6 M). Gráficos de barras com 
valores de (E) Emax e (F) pD2 para NPS. Os valores são expressos em média ±EPM. 
Resultados representam os grupos Sham (n=5-8) e OVX (n=5-8). Teste t. 

 

 



42 
 

5.4 Resposta vasoconstritora para fenilefrina e cloreto de potássio em 

segmentos da aorta torácica 

A vasoconstrição nos segmentos da aorta torácica foi avaliada por meio de 

curvas concentração-resposta em aorta de camundongos Sham e OVX, estimuladas 

com concentrações crescentes e cumulativas de Fenil.  

A Fenil induziu contração dependente da concentração em aortas de Sham e 

OVX (figura 6A). Não foram observadas alterações no efeito máximo contrátil (Sham: 

1,70 ± 0,13 mN/mm; OVX: 1,41 ± 0,11 mN/mm) (figura 6B) e valores de pD2 (Sham: 

6,54 ± 0,11; OVX: 6,56 ± 0,07) (figura 6C) entre os grupos.  

Curvas concentração-resposta também foram realizadas para o KCl, exibindo 

o perfil de contração dependente da concentração (figura 6D). A ovariectomia 

aumentou o efeito máximo contrátil do KCl (Sham: 2,06 ± 0,19 mN/mm; OVX: 2,84 ± 

0,28 mN/mm) (p < 0,001) (figura 6E), o que pode indicar alterações no perfil da 

mobilização de Ca2+ e canais operados por voltagem. Não foram observadas 

alterações no pD2 do KCl entre os grupos (Sham: 5,23 ± 0,27; OVX: 5,102 ± 0,11) 

(figura 6F). 
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Figura 6. Resposta vasoconstritora para Fenil e KCl em aorta de camundongos 
fêmeas Sham e OVX. (A) Curvas concentração-resposta para Fenil (10-9 a 3x10-4 M). 
Gráficos de barras com valores de (B) Emax e (C) pD2 para Fenil. (D) Curvas 
concentração-resposta para KCl (10-8 a 10-2 M). Gráficos de barras com valores de (E) 
Emax e (F) pD2 para KCl. Os valores são expressos em média ±EPM. Resultados 
representam os grupos Sham (n=6-7) e OVX (n=6-7). Teste t, *p<0.005.  
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5.5 Resposta vasoconstritora para fenilefrina na ausência ou presença do L-

NAME em segmentos da aorta torácica 

Nawate et al. (2005) demonstraram em artéria mesentérica de ratas OVX a 

ausência de alteração na resposta vasodilatadora à ACh quando comparadas com 

Sham. Neste estudo, embora a ovariectomia foi capaz de manter a resposta 

dependente de endotélio, dois fatores endoteliais foram alterados, o NO e o EDRF. 

Portanto, para investigar o efeito da retirada do NO basal sobre a o perfil de contração 

vascular, foram realizadas curvas concentração-resposta, estimuladas com 

concentrações crescentes e cumulativas de Fenil na presença do L-NAME (10-4 mol/L 

- pré-incubação por 20 minutos), inibidor não seletivo das NOS. 

As curvas concentração-resposta para Fenil na ausência e presença do L-

NAME são representadas na figura 7A. O efeito máximo contrátil foi superior nos 

segmentos pré-incubados com L-NAME (Sham: 3,83 ± 0,35 mN/mm; OVX: 3,97 ± 0,56 

mN/mm) em comparação aos segmentos sem L-NAME (Sham: 1,70 ± 0,13 mN/mm; 

OVX: 1,41 ± 0,11 mN/mm ) (p <0,0001) (figura 7B). Os valores de pD2 também foram 

superiores nos anéis pré-incubados com L-NAME (Sham: 7,05 ± 0,05; OVX:  7,07 ± 

0,12) quando comparados sem L-NAME (Sham: 6,54 ± 0,11; OVX: 6,56 ± 0,07) (p 

<0,05). Apesar da liberação do NO basal ter sido inibida, não foram observadas 

diferenças entre os grupos Sham e OVX incubados com L-NAME (figura 7A-C). 
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Figura 7. Resposta vasoconstritora para Fenil na ausência ou presença do L-NAME 
em segmentos da aorta torácica. (A) Curvas de concentração-resposta para Fenil (10-

9 - 3x10-4 M) na ausência e presença do L-NAME. Gráficos de barras com valores de 
Emax (B) e pD2 (C) para Fenil na ausência e presença do L-NAME. Os valores são 
expressos em média ±EPM. Resultados representam os grupos Sham (n=5-7) e OVX 
(n=4-7). One-way ANOVA, pós-teste Tukey. ****p<0.0001 Sham e OVX vs respectivos 
grupos sem L-NAME. **p<0.05 Sham e OVX vs respectivos grupos sem L-NAME 
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5.6 Resposta vasoconstritora da fenilefrina na ausência ou presença da Ang-(1-

7) em segmentos da aorta torácica 

 

Em trabalho recentemente publicado pelo nosso grupo, foi demonstrado 

bloqueio da resposta vasodilatadora à Ang-(1-7) em aorta de camundongos fêmeas, 

duas semanas após a ovariectomia quando comparada aos anéis aórticos do grupo 

Sham. Portanto, embora não tenha sido caracterizado disfunção endotelial nos 

segmentos da aorta torácica de animais OVX, buscou-se investigar a participação da 

Ang-(1-7) nas respostas vasculares desses animais. Para isso, curvas concentração-

resposta foram realizadas para Fenil na presença da Ang-(1-7) (10-10 mol/L - pré-

incubação por 30 minutos).  

Na figura 8A e 8B são mostradas as curvas concentração-resposta para Fenil 

em segmentos da aorta torácica de animais Sham e OVX, na ausência e presença da 

Ang-(1-7). Em animais Sham, a pré-incubação com Ang-(1-7) promoveu diminuição 

da reposta máxima contrátil da Fenil (Sham: 1,70 ± 0,13 mN/mm; Sham + Ang-(1-7): 

1,04 ± 0,07) (p<0,005) (figura 8A e 8C) e não teve efeito nos valores de pD2 (Sham:  

6,54 ± 0,11; Sham + Ang-(1-7): 6,68 ± 0,15 mN/mm) (figura 8D). Curiosamente, 

quando os animais foram submetidos a ovariectomia, a Ang-(1-7) perdeu a ação de 

reduzir o efeito máximo contrátil da Fenil (OVX: 1,41 ± 0,11 mN/mm; OVX + Ang-(1-

7): 1,32 ± 0,10 mN/mm) (figura 8B e C). Assim, como no grupo Sham, não foram 

verificadas alterações nos valores de pD2 dos animais OVX (OVX: 6,56 ± 0,07; OVX 

+ Ang-(1-7):  6,62 ± 0,12) (figura 8D). 
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Figura 8. Resposta vasoconstritora para Fenil na ausência ou presença da Ang-(1-7) 
em segmentos da aorta torácica. Curvas concentração-resposta para Fenil (10-9 a 
3x10-4 M) antes e após pré-incubação com Ang-(1-7) em segmentos da aorta torácica 
de animais (A) Sham e (B) OVX. Gráficos de barras com valores de (C) Emax e (D) 
pD2 para Fenil na ausência e presença da Ang-(1-7). Os valores são expressos em 
média ±EPM. Resultados representam os grupos Sham (n=6-7) e OVX (n=7). One-
Way ANOVA, pós-teste Tukey, *p˂0.05 vs Sham sem Ang-(1-7). 
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5.7 Resposta vasoconstritora da fenilefrina na presença da Ang-(1-7) e L-NAME 

em segmentos da aorta torácica 

Para investigar uma possível participação do NO, no efeito da Ang-(1-7) em 

diminuir o efeito máximo da Fenil nos segmentos da aorta torácica de animais Sham, 

foram realizadas curvas concentração-resposta para Fenil na presença do L-NAME a 

10-4 mol/L por 20 minutos. Essa curva foi utilizada como parâmetro de comparação 

para uma segunda, na qual os segmentos da aorta torácica foram incubados com L-

NAME a 10-4 mol/L por 20 minutos e Ang-(1-7) a 10-6 mol/L por 30 minutos.  

Na figura 9A são mostradas as curvas concentração-reposta para Fenil em 

segmentos da aorta torácica de animais Sham, incubadas com L-NAME e a 

combinação do L-NAME com a Ang-(1-7). Como pode ser observado nas figuras 9A 

e C, o L-NAME aboliu completamente a ação da Ang-(1-7) em diminuir o efeito máximo 

contrátil da Fenil (Sham + L-NAME : 3,83 ± 0,35 mN/mm; Sham + L-NAME + Ang-(1-

7): 3,89 ± 0,61 mN/mm), sem alterar os valores de  pD2 (Sham + L-NAME: 7,05 ± 0,05; 

Sham + L-NAME + Ang-(1-7):  7,10 ± 0,11) (figura 9D).  

Na figura 9B podem ser visualizadas as curvas de concentração-resposta 

para Fenil na presença do L-NAME e a junção do L-NAME com Ang-(1-7) nos 

segmentos da aorta torácica de animais OVX. Como demonstrado, não foram 

observadas alterações no efeito máximo contrátil da Fenil (OVX + L-NAME: 3,97 ± 

0,56 mN/mm; OVX + L-NAME + Ang-(1-7):  4,14 ± 0,40 mN/mm) (figura 9C) nem nos 

valores de pD2 (OVX+L-NAME:  7,07 ± 0,12; OVX + L-NAME + Ang-(1-7):  6,93 ± 

0,15).  
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Figura 9. Resposta vasoconstritora da fenilefrina na presença da Ang-(1-7) e L-NAME 
em segmentos da aorta torácica. Curvas concentração-resposta para Fenil (10-9 a 
3x10-4 M) incubadas com L-NAME na ausência e presença da Ang-(1-7) em 
segmentos da aorta torácica de animais (A) Sham e (C) OVX. Gráficos de barras com 
valores de (C) Emax e (D) pD2 para Fenil incubada com L-NAME na ausência e 
presença Ang-(1-7). Os valores são expressos em média ±EPM. Resultados 
representam os grupos Sham (n= 5) e OVX (n= 4-5). One-Way ANOVA, pós-teste 
Tukey.  
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5.8 Produção de NO em cortes transversais da aorta torácica  

 

Nas curvas concentração-resposta, verificou-se que a ação da Ang-(1-7) em 

diminuir a o efeito máximo contrátil para a Fenil é perdido com a ovariectomia e parece 

ser dependente da biodisponibilidade do NO. Assim, o próximo passo foi investigar a 

produção de NO in situ. Para isto, utilizou-se o DAF-2, um marcador fluorescente para 

NO, em cortes transversais da aorta torácica. 

Na Figura 10 é mostrado a produção de NO na aorta dos animais em 

condições basais [(-Ang-(1-7)] e após a estimulação com a Ang-(1-7) (10-10 mol/L) por 

15 minutos [(+Ang-(1-7)]. Como mostrado na figura 10A e B, sob condições basais, 

não foi verificado alterações na produção de NO nos vasos dos animais Sham e OVX. 

A estimulação dos vasos com Ang-(1-7) aumentou significativamente a produção de 

NO em ambos grupos quando comparados com os seus respectivos controles (<p 

0,05). De forma importante, após a estimulação com a Ang-(1-7), a produção de NO 

vascular foi significativamente menor no grupo OVX quando comparado ao Sham (<p 

0,05) (Figura 10A e B). 
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Figura 10. Avaliação da produção de NO em cortes transversais da aorta torácica por 
meio do DAF-2. (A) Imagens representativas para fluorescência com DAF-2 em cortes 
transversais da aorta torácica de animais Sham e OVX, estimuladas (+) e não 
estimuladas (-) com Ang-(1-7). As fotos foram capturadas utilizando microscópio 
confocal na objetiva de 40x. (B) Quantificação da intensidade de fluorescência em 
cortes transversais da aorta torácica de animais Sham e OVX, estimuladas e não 
estimuladas com Ang-(1-7). Os valores são expressos em média ±EPM. Resultados 
representam os grupos Sham (n=4-5) e OVX (n=4-5). One-Way ANOVA, pós-teste 
Newman-Keuls. *p<0,05 vs respectivos grupos sem Ang-(1-7); #p<0,05 vs Sham com 
Ang-(1-7). 
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5.9 Expressão proteica do receptor Mas na aorta abdominal 

 

A ação da Ang-(1-7) se dá principalmente por meio da interação com o 

receptor Mas. Dessa maneira, buscou-se avaliar a expressão proteica do receptor na 

aorta, uma vez que a produção de NO foi menor em aorta de animais OVX. Como 

mostrado na figura 11A, a ovariectomia diminui significativamente a expressão 

proteica do receptor Mas (p<0,005). Essa diminuição pôde ser observada também, 

por meio da imunofluorescência para o receptor Mas, em cortes transversais da aorta 

torácica (figura 11B). 

Figura 11. Expressão do receptor Mas na aorta de camundongos fêmeas Sham e 
OVX. (A) Imagem representativa do Western blot e a análise quantitativa da 
expressão proteica do receptor Mas após normalização pelo GAPDH. (B) Imagens 
representativas da imunofluorescência para expressão e localização do receptor Mas 
na aorta torácica. As fotos foram capturadas utilizando microscópio confocal na 
objetiva de 63x. Os valores são expressos em média ±EPM. Resultados representam 
os grupos Sham (n=3) e OVX (n=3). Teste t, ** p<0,05.  
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5.10 Expressão proteica de enzimas relacionadas ao balanço redox na aorta 

abdominal 

 

Estudos evidenciam que o E2 têm efeito antioxidante e a que a ovariectomia 

contribui para o desenvolvimento de um perfil vascular pró-oxidante. O desbalanço 

entre enzimas pró e antioxidantes podem estar relacionadas ao aumento da produção 

de EROs e depleção dos níveis de NO. Dessa forma, foi investigado os níveis de 

expressão proteica de enzimas relacionadas ao balanço redox.  

Na figura 12, é mostrado a expressão do NADPH, por meio da avaliação dos 

níveis proteicos das suas subunidades glicosiladas gp91phox e não glicosilada, 

p22phox. A análise por Western blot mostrou que a expressão do gp91phox foi 

reduzida nos animais OVX (figura 12A) (p<0,005). Apesar dos níveis proteicos da 

subunidade p22phox não serem estatisticamente diferentes entre os grupos, foi 

observado uma forte tendência em serem reduzidos nos animais OVX (p=0,051) 

(figura 12B). 

 

 
Figura 12. Expressão proteica das subunidades phox do NADPH na aorta de 
camundongos fêmeas Sham e OVX. Imagem representativa do Western blot e a 
análise quantitativa da expressão proteica da subunidade (A) gp91phox da NADPH e 
(B) p22phox normalizados pelo GAPDH. Os valores são expressos em média ±EPM. 
Resultados representam os grupos Sham (n=3) e OVX (n=3). Teste t, ** p<0,05 e 
p=0,051 vs Sham. 
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 Na figura 13 são mostrados os gráficos com a análise da expressão proteica 

de enzimas relacionadas com ações antioxidantes. Como pode ser observado na 

Figura 13A, os níveis da catalase são significativamente reduzidos na aorta 

abdominal dos animais OVX (p<0,005), enquanto os níveis de SOD2 apresentam 

tendência em serem reduzidos (p=0,056) (Figura 13B). Não foram observadas 

alterações na expressão proteica do NRF2 entre os grupos (Figura 13C). 

 

Figura 13. Expressão proteica da catalase, Sod 2 e NRF2 na aorta de camundongos 
fêmeas Sham e OVX. Análise da expressão proteica da (A) Catalase (B) Superxódio 
dismutase 2 (SOD2) (C) Fator nuclear relacionado ao eritróide 2 (NRF2), normalizados 
pelo Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), em homogenatos de proteínas 
da aorta abdominal de animais, por meio da técnica de Western Blot. Os valores são 
expressos em média ±EPM. Resultados representam os grupos Sham (n=3) e OVX 
(n=3). Teste t, ** p<0,05 vs Sham. 
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4.11 Produção de EROs em cortes transversais da aorta torácica 

 

Apesar de não ter sido possível concluir se a ovariectomia corroborou para 

um balanço redox vascular com perfil antioxidade ou pro-oxidante, Borgo et al. (2016) 

e Claudio et al., (2017), mostraram que a ovariectomia promove aumento da produção 

de EROs em artérias mesentéricas e na aorta torácica de ratas. Baseando-se nessas 

evidências e levando em consideração a redução dos níveis de NO na aorta torácica 

de animais OVX, a produção de EROs em cortes transversais da aorta torácica dos 

animais foram avaliadas por meio da sonda fluorescente DHE.  

Como demonstrado na figura 14, a fluorescência emitida pelo DHE mostrou 

que a produção de EROs não é alterada na aorta torácica dos animais após a 

ovariectomia (figura 14A e B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Avaliação da produção de EROs em cortes transversais da aorta torácica 
por meio do DHE (A) Imagens representativas para fluorescência com DHE em cortes 
transversais da aorta torácica de animais Sham e OVX. As fotos foram capturadas 
utilizando microscópio confocal na objetiva de 40x. (B) Quantificação da intensidade 
de fluorescência em cortes transversais da aorta torácica de animais Sham e OVX. 
Os valores são expressos em média ±EPM. Resultados representam os grupos Sham 
(n=4-5) e OVX (n=4-5).  
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6. DISCUSSÃO 

O SRA é um dos principais reguladores da homeostase cardiovascular. 

Enquanto a hiperatividade do eixo clássico Ang II/AT1 tem sido relacionada com o 

desenvolvimento de DCVs, a ativação do eixo não clássico Ang-(1-7)/receptor Mas 

está associada a ações vasculoprotetores, como a vasodilatação e diminuição da 

resistência periférica total (RPT). 

Dados prévios do nosso laboratório demonstraram que a Ang-(1-7) perde a 

ação vasodilatadora em segmentos de aorta torácica de camundongos fêmeas idosas 

quando comparados com fêmeas jovens (COSTA-FRAGA et al., 2018). Dessa 

maneira, escolhemos o modelo de ovariectomia bilateral para reduzir os níveis de E2 

e avaliar uma possível modulação sobre o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas. Na literatura 

são encontrados protocolos experimentais com tempos variados de ovariectomia, 

como nosso objetivo foi avaliar as repercussões agudas da deficiência estrogênica, 

optamos pelo tempo de duas semanas de ovariectomia. 

Conforme esperado, após duas semanas de cirurgia a eficácia do modelo foi 

confirmada através da redução significativa do peso uterino. Os efeitos fisiológicos do 

E2 são bem descritos no útero, ondem agem aumentando a proliferação do 

endométrio. Dessa forma, a atrofia uterina pode ser considerada como um indicativo 

indireto da redução dos níveis de E2, como mostrado em outros estudos 

(SQUADRITO et al., 2000; SAVERGNINI et al., 2012; LEMINI et al., 2015). 

Trabalhos anteriores mostraram que a ovariectomia promove a aceleração do 

ganho de peso corporal e aumento da ingestão alimentar, efeito explicado pela a ação 

lipolítica atribuída ao E2. No entanto, no tempo experimental deste estudo não foi 

observado alterações no peso corporal dos animais. Em trabalho pioneiro de Blaustein 

et al. (1976), os autores realizaram uma avaliação temporal do peso corporal dos 

animais durante dez semanas pós ovariectomia e observaram ganho de peso 

corporal, somente a partir da terceira semana pós-cirurgia. Como nosso protocolo 

utilizou duas semanas, não foi observado ganho de peso corporal. Ainda, é plausível 

que os animais tenham perdido algum peso na primeira semana pós-cirurgia em 

função do procedimento e recuperação cirúrgica, o que poderia explicar a ausência 

de diferenças entre o peso inicial e final.  

O foco inicial do estudo foi avaliar as alterações vasculares no eixo Ang-(1-

7)/receptor Mas em condições de baixos níveis de E2, contudo, como na literatura 
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existem muitas discrepâncias sobre as alterações vasculares promovidas pela 

ovariectomia devido ao tempo de cirurgia, heterogeneidade de distintos leitos 

vasculares e linhagem animal, resolvemos avaliar as características estruturais e 

funcionais da aorta torácica desses animais, após duas semanas de ovariectomia.  

No presente estudo, não foi observado alterações nos parâmetros 

morfológicos avaliados, como área do lúmen, camada média, camada adventícia e 

parede do lúmen. Em contraste, no trabalho de Borgo et al. (2016), verificaram 

aumento na área vascular total, área da parede do vaso e área do lúmen em artérias 

coronárias de ratas com seis semanas. Como o E2 participa do processo de migração 

e proliferação celular do endotélio e VSMCs (KRASINSKI et al., 1997; DUBEY et al., 

1999; IWAKURA et al., 2003), é compreensível essas alterações no estudo citado 

acima. De forma interessante, Maifrino et al. (2019) demonstraram redução de 

colágeno do tipo III no endotélio, nas camadas média e adventícia da aorta 

ascendente após quatro semanas de cirurgia em camundongos. A redução do 

colágeno foi acompanhada por aumento de apoptose nas camadas íntima e média, 

porém, de acordo com nossos achados, não houve alteração na espessura da parede 

vascular. 

Diversos estudos têm demonstrado que a ovariectomia leva à disfunção 

vascular. Em distintos leitos vasculares, os prejuízos na função endotelial são 

determinados predominantemente através da diminuição da resposta vasodilatadora 

a ACh (DARBLADE et al. 2002; WANG et al., 2014; SHEN et al., 2017; FABRICIO et 

al., 2017). No presente estudo, não houve diferença na resposta vasodilatadora a ACh 

em aortas de camundongos OVX quando comparada ao grupo Sham. Nossos dados 

estão de acordo com o trabalho de Nawate et al. (2005) que demostraram em artérias 

mesentéricas de ratas, que a resposta vasodilatadora para ACh permanece inalterada 

quatro semanas após a ovariectomia. Apesar da ausência de efeito, os autores 

demonstraram com experimentos adicionais que a resposta vasodilatadora mediada 

pelo NO é aumentada com a remoção dos ovários, enquanto o relaxamento 

envolvendo o EDHF é reduzido, levando, portanto, a uma manutenção da resposta 

vasodilatadora dependente de endotélio. Nesta linha, Segredo et al. (2009) também 

demonstraram que a resposta vasodilatadora a ACh permanece inalterada em aorta 

de ratas, cinco meses após a ovariectomia. Embora a resposta vasodilatadora para 

ACh tenha sido similar em ratas OVX quando comparada ao grupo controle, a 
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remoção dos ovários aumentou a produção de TXA2, PGI2, PGF2a e PGE2 após a 

estimulação com ACh. Tendo em vista a complexidade e diversidade da sinalização 

observada em reposta ACh em distintos protocolos de ovariectomia, estudos 

adicionais seriam necessários para compreender a similaridade da resposta a ACh no 

nosso modelo, mais agudo, avaliando as respostas vasculares de duas semanas após 

a cirurgia. 

Os dados da literatura também são controversos no que diz respeito às 

alterações das respostas vasculares contráteis após a remoção dos ovários. Em 

artérias mesentéricas de ratas, a resposta contrátil à Fenil foi reduzida em 

aproximadamente 50% no grupo OVX quando comparada ao grupo controle 

(NAWATE et al. 2005). Em contraste, no estudo de Sanchez et al. (1996), a resposta 

contrátil para a Fenil foi aumentada na aorta torácica de coelhos OVX e no trabalho 

de Oliveira et al. (2019), não houve alterações na resposta contrátil à Fenil na aorta 

torácica de ratas OVX comparadas ao controle e nem em artérias mesentéricas 

(SHEN et al. 2017).  Esses últimos trabalhos estão de acordo com nosso estudo, o 

qual não observamos alterações nas respostas vasoconstritoras mediada pelo 

receptor adrenérgico α1.  

Dentre as substâncias vasoativas que contribuem para a manutenção do 

tônus vascular, o NO se destaca como um dos mais importantes agentes 

vasodilatadores. A formação do NO acontece por meio da ação da NOS, a partir da 

oxidação do aminoácido L-arginina (RADOMSKI, PALMER & MONCADA, 1990). 

Como esperado, na presença do inibidor não seletivo da NOS, o L-NAME, a resposta 

vasoconstritora para a Fenil foi elevada na aorta torácica dos grupos experimentais, o 

que já é bem documentado na literatura (TABERNERO, GIRALDO & VILA, 1996; 

DORA et al., 2000; LIU et al., 2001; LEMOS et al., 2005). No entanto, não foram 

observadas diferenças contráteis entre os vasos dos animais Sham e OVX. 

Juntamente com os dados de avaliação da produção basal in situ do NO, esses 

achados sugerem que a produção de NO não é alterada sob estas condições 

experimentais. De forma interessante, os vasos dos animais OVX, apresentaram 

maior contração vascular para o KCl, um agonista contrátil não dependente de 

receptor, sugerindo que a ovariectomia, aumenta a sensibilidade das VSMCs para os 

íons K+, que classicamente promove contração vascular por estimular a 
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despolarização da membrana, promovendo o a aumenta o influxo de Ca2+ pelos 

canais de Ca2+ operados por voltagem. 

Existem poucos trabalhos na literatura abordando a modulação da via Ang-(1-

7)/receptor Mas pelo E2. Neves et al. (2004) observaram ausência de efeito 

vasodilatador em resposta à Ang-(1-7) em artérias mesentéricas de ratas OVX ou na 

fase diestro. De forma interessante, o efeito vasodilatador da Ang-(1-7) foi 

restabelecido no proestro e potencializado com a reposição do E2 nas ratas OVX ou 

grávidas, onde as concentrações plasmáticas de E2 são elevadas (NEVES et al., 

2003; NEVES et al., 2004). Em contraste, Grobe et al. (2006) demonstraram que a 

Ang-(1-7) induziu dilatação dependente da concentração em aorta de fêmeas por três 

semanas de ovariectomia, e que a reposição hormonal com E2 foi capaz de inibir este 

efeito. No presente trabalho demonstramos que pré-incubação com a Ang-(1-7) 

diminuiu a resposta contrátil à Fenil, e que a ovariectomia aboliu este efeito. Nossos 

achados corroboram com estudos anteriores do nosso grupo foi demonstrado a perda 

da ação vasodilatadora da Ang-(1-7) na aorta torácica de camundongos fêmeas 

idosas e jovens OVX (COSTA-FRAGA et al., 2018).  As diferenças nos resultados dos 

distintos grupos poderiam ser atribuídas ao tempo de ovariectomia, espécie e idade 

dos animais e heterogeneidade dos leitos vasculares. 

O efeito vasodilatador da Ang-(1-7), via ativação do receptor Mas, já está bem 

estabelecido, sendo observado em distintas espécies, incluindo camundongos 

(LEMOS et al., 2005), ratos, coelhos (REN, GARVIN & CARRETERO, 2002) e 

humanos (SASAKI et al. 2001).  Ao se ligar ao receptor Mas, a Ang-(1-7) ativa a via 

da PI3K/Akt/eNOS/ produzindo NO (SAMPAIO et al., 2007). A Ang-(1-7) também é 

capaz de induzir o relaxamento de forma independente do NO, através do aumento 

de cAMP. No presente estudo, observamos que a ação da Ang-(1-7) é dependente de 

NO, pois ao inibir a NOS, utilizando o L-NAME, o efeito anticontrátil da Ang-(1-7) nos 

segmentos aórticos foi abolido. Esses achados reforçam uma possível modulação 

estrogênica sobre a Ang-(1-7). No presente estudo, não foi possível avaliar como a 

Ang-(1-7) estaria diminuindo a contração vascular mediada pela Fenil na aorta 

torácica de camundongos no proestro. Possivelmente, o peptídeo, ao se ligar ao 

receptor Mas, leva ao aumento da biodisponibilidade do NO pelo aumento da 

expressão ou atividade da eNOS, uma ação bem descrita na literatura (SAMPAIO et 

al., 2007). Em contrapartida, como a expressão do receptor Mas está diminuída no 
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grupo OVX quando comparada ao controle, a resposta vascular da Ang-(1-7) ficou 

comprometida. De fato, a remoção dos ovários levou a uma diminuição na produção 

in situ de NO em aorta estimuladas com a Ang-(1-7). 

A diminuição da expressão do receptor Mas pode ser um indicativo de que o 

E2 poderiam modular a expressão proteica do receptor no tecido vascular.  Alterações 

na expressão proteica do receptor Mas também foram observadas por Costa-Fraga 

(2018), mas diferentemente dos nossos achados, houve aumento da expressão na 

aorta de camundongos, contudo os animais utilizados no estudos eram fêmeas 

idosas. Já em HUVEC, não foram observadas alterações na expressão proteica do 

receptor Mas quando as mesmas foram tratadas com E2 por 24 horas (MOMPÉON et 

al., 2015). 

Dados não publicados do nosso grupo mostraram que a deleção do receptor 

Mas em camundongos fêmeas, levou a comprometimento da função cardíaca 

associada com diminuição da RPT em órgãos como rins, fígado e pele. Em machos a 

deleção gênica do receptor Mas está relacionada com uma importante disfunção 

endotelial. Esses dados em conjunto, sugerem que alterações na expressão 

proteica/gênica do receptor Mas, podem trazer prejuízos para a função vascular. 

Dessa maneira, sabendo da ação genômica do E2, especulamos que atue 

como um modulador da expressão gênica e proteica do receptor Mas por meio da sua 

ligação ao ERE. Por conseguinte, a ovariectomia levaria a uma modulação negativa 

do receptor Mas, diminuindo a expressão do receptor e prejudicando a ação da Ang-

(1-7). Essa hipótese poderia ser reforçada pelos achados de Mompéon et al. (2015), 

onde o E2 aumentou a expressão gênica/proteica de componentes do SRA. 

Neste sentido, apesar de não termos avaliado as concentrações plasmáticas 

da Ang-(1-7) nos animais, esse cross-talk entre o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas e o E2 

tem sido evidenciado em outros estudos. Em mulheres saudáveis, as concentrações 

plasmáticas da Ang-(1-7) são maiores que de homens na mesma idade (SULLIVAN 

et al., 2015). Em ratas, os níveis séricos de Ang-(1-7) são maiores no proestro e estro, 

quando comparadas a fase de metaestro e diestro (COSTA et al., 2003). De forma 

interessante, no mesmo estudo foi observado que a Ang-(1-7) induz aumento nas 

concentrações de estradiol e progesterona, sendo este efeito abolido quando utilizado 

o A779, antagonista do receptor Mas.  
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O E2 exibe propriedades antioxidantes (WHITE et al., 2010) e alguns 

trabalhos já demonstram que a ovariectomia é capaz de  promover o estresse 

oxidativo vascular (WASSMANN et al., 2001;BORGO et al., 2016; WANG et al., 2014) 

e diminuição da oxidação das moléculas de LDL (SACK, RADER & CANNON, 1994; 

GHAFFARI et al., 2018). Ainda, a ativação do eixo Ang-(1-7)/receptor Mas tem sido 

relacionada com ações antioxidantes (SANTOS et al., 2013; PERNOMIAN et al., 

2014). A produção de EROs faz parte do processo fisiológico celular natural, no 

entanto, a produção exacerbada das mesmas, pode danificar estruturas celulares e 

comprometer seu funcionamento (BIRBEN et al., 2012).  

A maior parte da produção de EROs na vasculatura, se deve ao complexo 

enzimático NADPH oxidase (GRIENDLING, SORESCU & USHIO-FUKAI, 2002). No 

nosso trabalho mostramos que duas subunidades do complexo estão diminuídas na 

aorta dos animais submetidos a ovariectomia, o gp91 e o p22phox, assim como, a 

expressão proteica de duas importantes enzimas antioxidantes, a SOD2 e a Catalase. 

Tais achados, reforçam que a ovariectomia é capaz de modular a expressão de 

componentes enzimáticos responsáveis pela produção e eliminação de EROs. 

Contudo, no nosso modelo, aparentemente o equilíbrio redox não foi prejudicado, pois 

a produção de EROs in situ não foi alterada com a ovariectomia. Esse dado, vai de 

encontro com os resultados funcionais, os quais não foram observados prejuízos na 

função vascular vasodilatadora.  

Com nossos achados é plausível sugerir que duas semanas de ovariectomia 

bilateral, modula negativamente o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas, comprometendo a 

ação vasodilatadora do peptídeo. De forma interessante, essa modulação estrogênica 

sobre o eixo, acontece mesmo sem ser detectados prejuízos para a função endotelial. 

Nossos dados sugerem que a via da Ang-(1-7)/ receptor Mas poderia contribuir em 

fases iniciais para a elevação da incidência de DCVs em mulheres após a menopausa.  
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7 – CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, nossos resultados demonstram que duas semanas de 

ovariectomia em camundongos C57BL/6 não promove remodelamento estrutural, 

estresse oxidativo vascular e prejuízos na dilatação endotélio dependente. Contudo, 

a remoção dos ovários diminui na aorta a expressão proteica do receptor Mas e reduz 

a produção de NO em resposta Ang-(1-7), inibindo o efeito anticontrátil da pré-

incubação da Ang-(1-7) em curvas concentração-resposta à Fenil.  

Desta forma, propomos que a remoção bilateral dos ovários modula 

negativamente o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas, o que precede até mesmo uma possível 

disfunção endotelial. Esse mecanismo pode explicar em parte, o aumento da 

incidência de DCVs em mulheres após a menopausa, visto que pode comprometer o 

funcionamento do SRA, importante modulador da homeostase cardiovascular.  

Embora sejam necessários experimentos adicionais para elucidar os 

mecanismos envolvidos no cross-talk entre o E2 e o eixo Ang-(1-7)/receptor Mas, 

acreditamos que a pesquisa proposta contribuirá para melhor entendimento do 

funcionamento do eixo em situações de baixos níveis de E2 e para as discussões a 

respeito da saúde da mulher e fisiologia cardiovascular.  
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