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RESUMO

A hipertensédo arterial (HA) esta relacionada com o aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares ap6s a menopausa. Alteracfes no tdnus autonémico e nos controles reflexos
cardiovasculares podem ter papel na génese da HA. Os esteroides ovarianos possuem efeito
cardioprotetor, poréem o advento da menopausa &€ acompanhado de reducdes nos niveis
plasmaticos desses hormonios, tornando a menopausa um periodo de risco para o
desenvolvimento de HA e complicacfes cardiacas. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos da falha ovariana prematura (perimenopausa) e estabelecida (menopausa)
em ratas sobre valores basais de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC), assim como
sobre o tdnus simpatico para manutencédo da PA, o barorreflexo, o quimiorreflexo e o reflexo
de Bezold-Jarisch. Ratas Wistar com 28 dias de idade foram tratadas diariamente com 4-
vinilciclohexano diepoxido (160mg/kg) que, como ja descrito na literatura, induz deplegdo
dos foliculos ovarianos, ou 6leo placebo por 15 dias. Os experimentos foram conduzidos
apos 80 e 180 dias do inicio do tratamento. Os animais foram divididos aleatoriamente nos
grupos VCDA80 (perimenopausa, n =10), CTL80 (controle, n = 9), VCD180 (menopausa, n =
7) e CTL180 (controle, n = 9). No dia anterior aos experimentos, as ratas foram anestesiadas
com cetamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) para implante de céanulas de
polietileno na artéria e veia femorais, por onde a PA foi registrada e drogas foram
administradas, respectivamente. As canulas foram conduzidas por baixo da pele e
exteriorizadas entre as escapulas. No dia dos experimentos, a PA foi registrada com o animal
livre e consciente, a uma frequéncia de aquisicdo de 1 kHz e com a cénula arterial conectada
a um transdutor de pressdo acoplado a um sistema de aquisicdo de dados com base em
computador. Os valores de PA média (PAM) e FC foram simultaneamente e continuamente
registrados a partir da PA pulsétil (PAP). Os valores basais de PAM, PA diastélica (PAD),
PA sistolica (PAS) e FC ndo foram diferentes entre os grupos VCD80 e CTL80 ou VCD180
e CTL180. Quando comparado ao CTL80, o grupo VCDB80 apresentou uma reducdo discreta
na taquicardia barorreflexa induzida por nitroprussiato de sédio (NPS) (4,12 £ 0,3 vs. 3,15 £
0,29 bpm/mmHg, P<0,05) e uma resposta pressora menor no quimiorreflexo induzido por
cianeto de potassio (KCN) (50,88 + 3,88 vs. 28,89 + 5,03 mmHg, P<0,01). Ja as ratas do

grupo VCD180, em comparacdo com CTL180, apresentaram: queda maior da PAM apo0s



bloqueio ganglionar com hexameténio (-43,14 + 3,12 vs. -34,33 + 2,63 mmHg, P<0,05);
reducdo da sensibilidade do barorreflexo (SBR) para bradicardia induzida por fenilefrina
(FE) (-1,35 = 0,14 vs. -2,01 £ 0,24bpm/mmHg, P<0,05) e taquicardia induzida por NPS
(3,00 + 0,46 vs. 4,63 + 0,43 bpm/mmHg, P<0,05), assim como prejuizo da sensibilidade do
barorreflexo avaliado por meio de flutuacGes espontaneas da PA (1,33 = 0,09 vs. 2,08 + 0,20
ms/mmHg para bradicardia, P<0,01; e 1,21 + 0,11 vs. 1,97 £ 0,21 ms/mmHg para
taquicardia, P<0,01); quimiorreflexo comparavel; e maior resposta hipotensora no reflexo de
Bezold-Jarisch (-22,14 + 3,14 vs. -13,33 + 2,63 mmHg, P<0,05). Apesar de PAM, PAD,
PAS e FC néo terem se alterado nos periodos de 80 e 180 dias, nossos dados sugerem que a
deplecdo quimica dos foliculos ovarianos pode aumentar significativamente a atividade
simpética para manutencdo da PA basal apds 180 dias, assim como reduzir a SBR e 0 ganho
de outros reflexos cardiovasculares, possivelmente devido a variacbes nos niveis dos
esteroides ovarianos com perda de seus efeitos protetores sobre areas de controle
cardiovascular no tronco cerebral, podendo estas alteracfes participarem da patogénese da

hipertensdo na menopausa.
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ABSTRACT

Hypertension is associated with an increased incidence of cardiovascular disease after
menopause. Changes in autonomic tone and cardiovascular reflex controls can play a role in
the genesis of hypertension. Although the ovarian steroids have cardioprotective effects, the
advent of menopause is accompanied by decreases in plasma levels of these hormones, which
increases the risk for developing hypertension and cardiac complications after this period.
This work aimed to evaluate the effects of premature (perimenopause) and established
(menopause) ovarian failure on baseline arterial pressure (AP) and heart rate (HR),
sympathetic tone over AP, baroreflex, chemoreflex, and Bezold-Jarisch reflex. 28-day-old
female Wistar rats were treated daily with 4-vinylcyclohexene diepoxide (160mg/kg) (which
induces depletion of ovarian follicles, as described in the literature) or placebo oil for 15
days. Experiments were conducted 80 and 180 days after the onset of treatment. Animals
were divided randomly into the following groups: VCD80 (perimenopause, n = 10), CTL80
(control, n = 9), VCD180 (menopause, n = 7) and CTL180 (control, n = 9). The day before
the experiments, rats were anesthetized with ketamine (90 mg/kg, i.p.) and xylazine (10
mg/kg, i.p.) to implant polyethylene cannulas into the femoral artery and vein, so that blood
pressure could be recorded and drugs infused, respectively. Cannulas were tunneled beneath
the skin and exteriorized between the scapulae. On the day of the experiments, AP was
recorded with the animal freely moving, at a sampling rate of 1 kHz, and with the arterial
cannula connected to a pressure transducer coupled to a computer-based acquisition system.
Mean AP (MAP) and HR values were simultaneously and continuously recorded from the
pulsatile AP (PAP). Baseline MAP, diastolic AP (DAP), systolic AP (SAP) and HR were not
different between VCD80 and CTL80 or VCD180 and CTL180. Compared to CTL80,
VCD80 showed a slight decrease in sodium nitroprusside-induced baroreflex tachycardia
(4.12 £ 0.3 vs. 3.15 = 0.29 bpm/mmHg, P<0.05) and an attenuated potassium cyanide-
induced pressor response (chemoreflex) (50.88 + 3.88 vs. 28.89 + 5.03 mmHg, P<0.01).
VVCD180 group, when compared to CTL180, exhibited augmented decrease in MAP after
hexamethonium-induced ganglionic blockade (-43.14 + 3.12 vs. -34.33 = 2.63 mmHg,
P<0.05); reduced phenylephrine-evoked baroreflex bradycardia (-1.35 £ 0.14 vs. -2.01 £ 0.24



bpm/mmHg, P<0.05) and sodium nitroprusside-evoked tachycardia (3.00 £ 0.46 vs. 4.63 +
0.43 bpm/mmHg, P<0.05), as well as impaired baroreflex sensitivity evaluated by
spontaneous AP fluctuations (1.33 = 0.09 vs. 2.08 + 0.20 ms/mmHg bradycardia, P<0.01,
and 1.21 = 0.11 vs. 1.97 = 0.21 ms/mmHg tachycardia, P<0.01); comparable chemoreflex
responses; and augmented hypotensive response in the Bezold-Jarisch reflex (-22.14 + 3.14
vs. -13.33 + 2.63 mmHg, P<0.05). Although MAP, DAP, PAS and HR remained unchanged
after 80 and 180 days, our data suggest that chemical depletion of ovarian follicles may
significantly increase basal sympathetic activity after 180 days, as well as reduce BRS and
other reflex responses. This may be due to variations on ovarian steroids levels and loss of
their protective effect on cardiovascular control centers in the brainstem. These changes may

play role in the pathogenesis of hypertension in menopause.

Keywords: VCD, perimenopause, menopause, cardiovascular reflexes.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares representam hoje um problema importante de salide publica
em todo o mundo. A hipertensdo arterial (HA) € um dos fatores de risco mais importantes
para 0 desenvolvimento de doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais, sendo
responsavel por cerca de 40% dos Obitos por acidente vascular cerebral e por 25% das mortes
por doenca arterial coronariana (BRASIL, Ministério da Saude, 2006).

Segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensdo (SBH) (2010), os homens até 50 anos de
idade sdo mais afetados por HA que mulheres na mesma faixa etéaria, porém este quadro se
inverte apds esse periodo. Além disso, de acordo com o HIPERDIA, o maior nimero de
pacientes hipertensos encontra-se na faixa etaria entre 50-59 anos e 60-69 anos, ou seja, ha
faixa etaria aproximada em que as mulheres se encontram na menopausa. Dessa forma,
torna-se importante o estudo de HA em mulheres, especialmente no periodo da menopausa.

A menopausa é caracterizada pelo declinio dos niveis circulantes de estrégeno (E) e
progesterona (P), e estudos recentes demonstram um efeito neuroprotetor dos esteroides
ovarianos (BETHEA et al. 2009; LIMA; BETHA, 2009). A incidéncia das doencas
cardiovasculares aumenta significativamente com a instalacdo da menopausa, sendo uma das
principais causas da morte de mulheres nesta faixa etaria. A mortalidade por doencas
cardiovasculares cresce progressivamente com aumentos de pressdo arterial (PA). A PA,
constatada pelo Framigham Study, na qual a sequela cardiovascular ja aparece, € 130/80
mmHg (KANNEL, 2000). Em 2001, em torno de 7,6 milhdes de mortes ocorreram em todo o
mundo, aproximadamente 14% foram atribuidas aos niveis elevados de PA sistdlica
(LAWES; HOORN; RODGERS, 2008).

Durante grande parte da vida as mulheres apresentam PA mais baixa comparadas a
homens da mesma idade (BURT et al. 1995; WIINBERG et al. 1995). No entanto, com o
advento da menopausa ocorre um aumento da PA (ONG et al., 2008). Comparadas as
mulheres na fase pré-menopausa, as menopausadas tém o dobro de risco de desenvolverem
doencas cardiovasculares (ATSMA et al., 2006). De acordo com pesquisa realizada em 2010
pelo NCHS (National Center for Health Statistics, 2011) nos Estados Unidos, cerca de 40%
das mulheres que entram na menopausa tornam-se hipertensas, 0 que aumenta suas chances

de apresentarem problemas cardiovasculares. Embora o tratamento da hipertensédo seja
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similar para homens e mulheres, a hipertensdo feminina parece ser mais resistente aos
tratamentos (KIM et al., 2004). Isso sugere que 0s mecanismos de controle da PA possam ser
diferentes entre homens e mulheres. Assim, com o inicio da menopausa as mulheres perdem
a acdo protetora dos esteroides ovarianos contra as doencas cardiovasculares [para revisao
ver (KALLEN; PAL, 2011)], o que contribui para o risco de desenvolvimento destas doengas
e torna-se, portanto, uma importante questdo de saude publica.

O presente trabalho ressalta a importancia do estudo de alteraces do controle da PA, na
progressdo da menopausa, para entendermos 0s mecanismos que levam a possiveis aumentos
da PA em mulheres nesta fase. O barorreflexo é o principal mecanismo de controle da PA em
curto prazo e opera por meio de sensores (mecanorreceptores denominados de
barorreceptores) localizados nas artérias carétidas e arco adrtico e que sdo estimulados pelo
estiramento da parede desses vasos em condi¢des de aumento da PA (CHAPLEAU et al.
1995). As informacGes geradas por esses receptores sdo conduzidas pelo nervo depressor
adrtico e sinusal até uma importante regido da superficie dorsal do bulbo denominada de
nacleo do trato solitario (NTS) (BAILEY et al. 2006; GUYENET, 2006). Essa regido é de
fundamental importancia para o processamento e transmissdo das informagGes periféricas
para outras areas do tronco cerebral envolvidas com o controle da PA. Neste sentido, as
informacdes provenientes dos barorreceptores sdo processadas no NTS e entdo enviadas ao
nacleo ambiguo (NA) e nucleo motor dorsal do vago (NMDV), por meio de uma projecdo
excitatoria, controlando o ténus vagal (sistema nervoso parassimpatico) sobre o coracdo
(DAMPNEY, 1994). Além disso, do NTS partem também projecdes excitatorias para 0s
neurdnios gabaérgicos da regido caudal ventrolateral do bulbo (bulbo ventrolateral caudal,
BVLC) (GUYENET, 2006; SCHREIHOFER; GUYENET, 2002) os quais exercem acéo
inibitoria tdnica sobre 0s neurdnios pré-motores simpaticos da regido rostral ventrolateral do
bulbo (bulbo ventrolateral rostral, BVLR) (HUBER; SCHREIHOFER, 2011,
SCHREIHOFER; GUYENET, 2002). Assim, o comprometimento da funcdo do barorreflexo
pode atuar como elemento permissivo ao estabelecimento de alteragdes primérias de outros
mecanismos de controle da funcgdo cardiovascular, por ndo modular a atividade autondmica
simpatica e parassimpatica de modo adequado (IRIGOYEN et al., 1995).

O E é capaz de modular diretamente a funcdo autonémica e o barorreflexo nos grupos

neuronais do tronco encefalico, principalmente no NTS (HE et al., 1998; SALEH;
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CONNELL; SALEH, 2000a, 2000b; PAMIDIMUKKALA et al, 2003). A reposi¢cdo com E
em ratas ovariectomizadas inclusive ja foi demonstrada como supressora no desenvolvimento
de hipertensdo (SASAKI et al., 2000). Além disso, é sabido que a sensibilidade do controle
barorreflexo (SBR) varia de acordo com o ciclo menstrual em mulheres e ciclo estral em
ratas (GOLDMAN et al., 2009), assim como a expressdo de receptores para E no NTS
(SPARY; MAQBOOL,; BATTEN, 2010) e possivelmente e em outros nucleos de controle
cardiovascular. Portanto, variagcbes da PA, frequéncia cardiaca (FC) e o barorreflexo
acompanham as flutuagdes dos niveis circulantes de E no ciclo estral e ap6s ovariectomia.
Além de determinar o comprometimento do controle barorreflexo durante a progressao
da menopausa, 0 presente estudo também avaliou outros importantes reflexos envolvidos no
controle da PA, tais como o quimiorreflexo e o reflexo de Bezold-Jarish. O quimiorreflexo
inclui quimiorreceptores localizados nos corpos carotideos e adrticos e sdo sensiveis a
variacGes na composi¢do quimica do sangue arterial, incluindo diminuicdo na pressdo parcial
do gas oxigénio (PO2), aumento da pressdo parcial de didéxido de carbono (PCO2) ou queda
do pH sanguineo, podendo ser estimulados também por drogas especificas. Via nervos
glossofaringeo e vago, as fibras aferentes desses receptores terminam no NTS, de onde
partem projecdes estimulatorias diretas ao BVLR, assim como ao centro vagal (DAMPNEY,
1994). O quimiorreflexo induz, portanto, aumento da atividade simpatica (e
consequentemente resposta pressora) mediada pela ativacdo glutamatérgica de neurdnios pré-
motores simpaticos localizados no BVLR, e resposta bradicardica mediada pelo sistema
nervoso parassimpatico (BARROS et al. 2002). Ja o reflexo de Bezold-Jarish, de acordo com
Mark (1983), se origina em receptores sensoriais cardiacos e se propaga por vias
amielinizadas (fibras C) vagais ao serem estimulados por distensdo mecénica das camaras
cardiacas ou substancias quimicas. A ativacdo desses receptores ativa aferéncias vagais com
respostas semelhantes aos mecanoreceptores arteriais  (barorreceptores) descritos
anteriormente, uma vez que a integragdo no bulbo envolve os mesmos nicleos de controle
cardiovascular. Portanto, o reflexo de Bezold-Jarish envolve ativacdo do sistema nervoso
parassimpatico e concomitante inibicdo simpética, evocando resposta bradicardica e
hipotensora (CALLERA et al., 2005). Sugere-se que respostas cardiovasculares exacerbadas

a estimulos simpato-excitatorios ou reduzidas aos estimulos simpato-inibitérios possam ter
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importancia no desenvolvimento de hipertensdo, porém, pouco se sabe sobre as alteracdes
desses reflexos durante a progressdo da menopausa.

A hipertensdo na menopausa tem multiplas etiologias e o fato de mulheres menopausadas
apresentarem hipertensdo mais resistente ao tratamento indica a necessidade de estratégias
terapéuticas diferentes. Dessa forma, entender os mecanismos pelos quais a hipertensdo se
instala na menopausa é essencial para a abertura de novas perspectivas de tratamentos
alternativos para mulheres. Sabemos que a longevidade dessa populagdo de mulheres
menopausadas € alta e, portanto, € necessario que se busque melhorias nas terapias para
hipertensdo e consequentemente na prevencdo do surgimento de doencas cardiovasculares

associadas, para que haja melhoria na qualidade de vida destas mulheres.

1.1 Justificativa

O estudo da menopausa requer modelos experimentais viaveis, que tenham similaridades
nos aspectos enddcrinos e neuroenddcrinos da biologia ovariana humana e possam mimetizar
0S processos que ocorrem nessa fase. Evidéncias suportam o modelo experimental com 0s
roedores: 1) 0 evento que antecede a menopausa, 0 aumento dos niveis plasmaticos de
horménio foliculo estimulante (FSH) ocorre tanto em mulheres quanto em ratas; 2) o padrao
de secrecdo do hormdnio luteinizante (LH) € alterado em ambas, assim que elas entram no
periodo de aciclicidade; 3) a duragdo do ciclo menstrual (mulheres) e estral (ratas) se torna
variavel na perimenopausa, podendo ser mais longos ou mais curtos nas mulheres, enquanto
nas ratas ocorrem fases de estro ou diestro mais prolongadas; 4) assim como ocorre nas
mulheres, as ratas na perimenopausa ndo apresentam queda dos niveis de E, eles
permanecem constantes ou até mesmo aumentados; e 5) ocorre uma atenua¢do da habilidade
do E em estimular os picos de LH, tanto em mulheres na perimenopausa quanto em ratas de
“meia-idade” [para revisdo: (WISE et al., 2002)]. Por todas essas razBes, os roedores vém
sendo considerados excelentes modelos experimentais para o0 estudo da menopausa,
possibilitando extrapolagdes para o entendimento do envelhecimento reprodutivo humano.

Clinicamente, a menopausa é definida como a cessagdo da ciclicidade menstrual
espontanea por pelo menos 1 ano (WU et al. 2005). A perimenopausa é definida como o

periodo entre o advento de um aumento da variabilidade da duracdo do ciclo menstrual e o
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12° més de amenorreia. O aumento da variabilidade da duracéo do ciclo é definido como uma
diferenca persistente de 7 dias ou mais na duracdo de ciclos consecutivos, sendo considerado
persisténcia se ocorre pelo menos em 10 ciclos a partir do primeiro (HARLOW et al. 2012).
Em mulheres, os niveis de FSH comegam a aumentar no periodo final da perimenopausa
(BURGER et al. 1998), possivelmente em decorréncia de um reduzido feedback negativo de
inibina ou E sobre o eixo hipotdlamo-hipodfise para secrecdo de FSH. Infelizmente, o0 modelo
mais usado para estudo da menopausa € o da ovariectomia, o0 qual ndo mimetiza a progressdo
natural da perimenopausa para a menopausa, um processo gradual pelo qual a maioria das
mulheres passa entre as idades de 40 a 45 anos.

Como alternativa, um novo modelo experimental para menopausa em ratas tem sido
utilizado. A exposicdo de animais ao composto quimico 4-vinilciclohexano diepéxido (VCD)
leva a falha gradual da funcdo ovariana, resultando em um animal depletado de foliculos,
mas que retém tecido ovariano residual, assim como ocorre na mulher menopausada (KAO;
SIPES; HOYER, 1999; MAYER et al., 2004; SPRINGER et al. 1996). Com doses diarias de
160mg/kg (i.p.) por 15 dias, niveis aumentados de FSH tém sido observados ap6s 90 dias do
inicio da exposicdo (REIS et al., 2014), porém ndo apo6s 80 dias, caracterizando a transi¢cdo
de perimenopausa para menopausa. Essa droga destrdi seletivamente os foliculos primordiais
e primarios por meio da aceleracdo do processo natural de atresia folicular (apoptose).
Portanto, a falha ovariana prematura ocorre pela deplecdo dos foliculos ovarianos e
consequentemente leva a queda dos niveis de E e P, ja que os foliculos sdo os principais
produtores dos hormonios ovarianos. Assim, este € um modelo bastante interessante para se
fazer inferéncias sobre a dindmica da perda folicular e seus efeitos nas mulheres em
menopausa. Sendo assim, nosso principal objetivo foi caracterizar a funcéo cardiovascular
em ratas com falha ovariana induzida pelo tratamento com VCD, um modelo que permite
estudos sobre os mecanismos de acdo dos esteroides ovarianos na regulacdo da funcao

cardiovascular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo avaliar se a falha ovariana induzida quimicamente com
VCD promove alteragdes cardiovasculares em ratas nos periodos de 80 dias (perimenopausa)
e 180 dias (menopausa) apos o inicio do tratamento.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho constituiram a determinacdo de PAM, PAS, PAD
e FC basais; determinacdo da sensibilidade ou ganho do barorreflexo (espontaneo e evocado
pela administracdo de drogas vasoativas); determinacdo da resposta pressorica e bradicardica
evocada pelo quimiorreflexo; determinacdo da resposta simpato-inibitoria evocada pela
estimulacdo do reflexo de Bezold-Jarish, e avaliacdo da contribuicdo do sistema nervoso
simpatico para a manutencéao da PA.

3. METODOLOGIA

3.1 Animais

No presente estudo, foram utilizadas 40 ratas Wistar, de 28 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus Trindade,
Florianopolis, SC. As ratas foram mantidas em gaiolas plasticas (30 x 19 x 13 cm) sob um
ciclo claro-escuro de 12h (luzes acesas as 06:00h) e temperatura controlada (22 + 1 C). Agua
e racdo foram oferecidos ad libitum. Os protocolos e procedimentos experimentais relativos a
este trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC
(P00832 e PP00842).
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3.2 Protocolo Experimental

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais, conforme mostra a
Figura 1:
1) Grupo VCD 80 dias (perimenopausa) (VCDB80): ratas tratadas com VCD aos 28 dias de
idade por 15 dias consecutivos foram estudadas 80 dias ap0s o inicio do tratamento (n = 10).
2) Grupo controle 80 dias (perimenopausa) (CTL80): ratas tratadas com 6leo aos 28 dias de
idade por 15 dias consecutivos foram estudadas 80 dias apds o inicio do tratamento (n = 9).
3) Grupo VCD 180 dias (menopausa) (VCD180): ratas tratadas com VCD aos 28 dias de
idade por 15 dias consecutivos foram estudadas 180 dias apds o inicio do tratamento (n = 7).
4) Grupo controle 180 dias (perimenopausa) (CTL180): ratas tratadas com 6leo aos 28 dias
de idade por 15 dias consecutivos foram estudadas 180 dias apds o inicio do tratamento (n =
9).

3.3 Desenvolvimento do modelo experimental de menopausa com VCD

Quando as fémeas atingiram 28 dias de vida o tratamento com VCD foi iniciado. Cada
fémea recebeu uma injecdo diéria intraperitoneal contendo 4-vinilciclohexano diepoxido,
160mg/kg (VCD, Sigma, V3630) ou 6leo de milho (grupo controle, CTL) por 15 dias
consecutivos. A dose escolhida, a via e o periodo de administracdo foram baseados em
estudos prévios (MAYER et al., 2004; REIS et al., 2014).

3.4 Registros da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Um dia antes dos registros, os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg, i.p.)
e xilazina (10 mg/kg, i.p.) para o implante de canulas de polietileno (PE-10 conectado ao PE-
50, Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) na artéria e veia femorais. As canulas foram
exteriorizadas no dorso do animal com auxilio de um trocater. Apds a cirurgia, 0s animais
foram acondicionados na sala do experimento em gaiolas individuais, sob supervisdo

constante durante o periodo de recuperacdo anestésica. Em estado consciente e
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movimentando-se, esses animais foram mantidos em condi¢des controladas de luminosidade,
temperatura e exaustdo durante 24h para recuperacao, com racdo e agua ad libitum.

No dia seguinte ao procedimento cirdrgico, a canula arterial foi conectada a um
transdutor de pressdo (AVS Projetos, Séo Carlos, Brasil), o qual, por sua vez, foi conectado a
um amplificador (Amplificador AECAD 04P, AVS Projetos). Os sinais da pressdo arterial
pulsatil (PAP) foram adquiridos por um sistema de aquisicdo (PowerLab 15T,
ADInstruments, Bella Vista, Australia) e registrados em um computador a uma frequéncia de
aquisicdo de 1 kHz por meio de um software apropriado (LabChart v7.0, ADInstruments,
Bella Vista, Australia). Os valores das pressdes arteriais diastolica (PAD), média (PAM) e
sistélica (PAS), e da frequéncia cardiaca (FC) foram derivados a partir dos sinais da PAP
utilizando o software de aquisi¢do. Durante todo o periodo de registro, os animais nao foram
manipulados e os registros foram realizados em uma sala isolada para evitar efeitos

indesejaveis de ruidos que poderiam estressar 0s animais.

Ratas Wistar
> (28 dias de idade)
o o
Tratamento com VCD [160mg/kg) ou dleo placebo ]
15 l l l 1 15
VCDED CTLEBO VCD180 CTL180
g0 180
dias 1 l dias
T dia [ Cirurgia de canulacdo de artéria e veia femoral ] T dia
T dia [ Registrode PAP, PAM e FC basais e apos infusio de drogas ] 1 dia

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo experimental. PAP = presséo arterial pulsatil; PAM =
pressao arterial média; FC = frequéncia cardiaca; VCD = 4-vinilciclohexano diepoxido.
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3.5 Analise do controle reflexo da PA e da FC

Apbs o registro da PAP, PAM e da FC durante 30 minutos estaveis, os reflexos
cardiovasculares foram avaliados como descrito abaixo.

O barorreflexo e outros importantes reflexos que controlam a PA foram estudados atraves
da evocagédo por drogas vasoativas. Adicionalmente, avaliamos a contribuicdo do sistema
nervoso simpatico na acao vasoconstritora em ratas na perimenopausa e na pés-menopausa.

- Barorreflexo: Foi determinado por meio da injecdo intravenosa de drogas vasoativas. A
administracao intravenosa de fenilefrina (FE, 8 pg/kg, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), um agonista al adrenérgico, evocou uma breve elevacdo da pressdo arterial em torno
de 50 mmHg, gerando uma resposta de bradicardia reflexa (Figura 2). Por outro lado, a
administracdo intravenosa de nitroprussiato de sodio (NPS, 32 ug/kg, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA), um doador de 6xido nitrico, evocou uma breve reducdo da pressao

arterial, em torno de 50 mmHg, gerando uma resposta de taquicardia reflexa (Figura 3).

"™ VCD 06: Chart View (PowerLab 15T)* =B
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Figura 2. Exemplo de resposta bradicardica e pressora em um registro apés injecdo em bolus (50ul) de
fenilefrina (FE). PAP = pressdo arterial pulsatil; PAM = pressao arterial média; FC = frequéncia cardiaca.
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Figura 3. Exemplo de resposta taquicardica e hipotensora em um registro apds injecdo em bolus (50ul) de
nitroprussiato de sodio (NPS). PAP = presséo arterial pulsatil; PAM = pressdo arterial média; FC = frequéncia

cardiaca.
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- Quimiorreflexo: Foi determinado por meio de injecdo intravenosa de cianeto de potassio
(KCN, 200 pg/kg, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), que evocou breve resposta
pressora e bradicardica (Figura 4).
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Figura 4. Exemplo de resposta bradicérdica e pressora em um registro ap6s injecdo em bolus (50ul) de cianeto
de potassio (KCN). PAP = pressao arterial pulsatil; PAM = pressdo arterial média; FC = frequéncia cardiaca.
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- Reflexo de Bezold-Jarisch: Foi determinado por meio de injecdo intravenosa de 5-
hidroxitriptamina (serotonina) (5-HT, 32 pg/kg, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
um agonista de receptores 5-HT3, que evocou breve resposta hipotensora e bradicérdica

(Figura 5).
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Figura 5. Exemplo de resposta bradicardica e hipotensora em um registro apds injecdo em bolus (50ul) de
serotonina (5-HT). PAP = pressdo arterial pulsatil; PAM = pressao arterial média; FC = frequéncia cardiaca.
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- Contribuicdo do sistema nervoso simpatico: A contribuicdo do sistema nervoso simpatico
na acao vasoconstritora foi determinada pela injecdo intravenosa de hexametonio (25 mg/kg,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Hexamet6nio € um antagonista de receptores
nicotinicos, frequentemente referido como o bloqueador ganglionar protétipo. E amplamente
utilizado para avaliar a atividade simpatica em diversos modelos experimentais. A magnitude
da queda na PAM foi utilizada para avaliar a contribuicdo do sistema nervoso simpatico para
a manutencdo da PA basal. Como o bloqueio ganglionar promove reducédo prolongada da PA,
0 hexameto6nio foi o ultimo efeito a ser testado, seguido do método indolor para eutanasia

com dose excessiva de anestésico (uretana).
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Figura 6. Exemplo de resposta hipotensora em um registro ap6s inje¢cdo em bolus (50ul) de hexametdnio. PAP
= pressao arterial pulsatil; PAM = pressdo arterial média; FC = frequéncia cardiaca.

Todas as solugbes citadas foram preparadas com salina 0,9 %, e injetadas
intravenosamente em bolus de 50 pL. A média de 30 segundos estaveis basais e a média de 2
segundos do pico de resposta foram utilizadas para calcular a intensidade da resposta para as
drogas FE, NPS, KCN e 5-HT (Figuras 2 a 5). Para hexametonio, foram utilizadas a média de
30 segundos estaveis basais e a média de 30 segundos do trecho maximo de resposta
hipotensora (Figura 6).Entre as injecGes, foram esperados em torno de 3 minutos para que oS

parametros cardiovasculares retornassem a valores basais.
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Além da analise do controle barorreflexo da FC por meio de alteracdes farmacologicas da
PA, também avaliamos o ganho do barorreflexo espontaneo por meio da técnica de analise
das sequéncias. Para isso utilizamos um software apropriado (CardioSeries, versdao 2.4), o
qual detecta automaticamente rampas espontdneas com aumentos ou diminuicOes
progressivas de 3 valores da PAS, os quais apresentam alterac6es em paralelo no intervalo de
pulso (IP, intervalo de tempo entre sucessivos pulsos da PAP) com uma correlacdo linear
maior do que 0,8. Dessa forma, em um periodo de 30 minutos de registro da PA estavel,
foram obtidas sequéncias com aumentos na PAS que promoveram aumentos correlacionados
do IP, definidas como up sequences e sequéncias com reducdes na PAS que promoveram
correlacionadas reduc@es do IP, definidas como down sequences. A partir dessas sequéncias,
0 ganho do barorreflexo foi calculado como a inclinagdo (ms/mmHg) da reta gerada pela
regressdo linear entre as modificacdes correspondentes na PAS e no IP. Essa analise permite

uma avaliacdo do barorreflexo durante alterac@es fisioldgicas da PA.

3.6 Analise estatistica

A fim de avaliar as alteraces evocadas na PAM e FC devido a ativacao de reflexos em
ratas com falha ovariana prematura (perimenopausa) ou estabelecida (menopausa), VCD80 e
VCD180 foram comparados com o0s respectivos grupos controle (CTL80 ou CTL180,
respectivamente) por meio de testes t ndo pareados. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas se P<0,05. Os resultados sdo apresentados como médias dos

grupos = EPM sob a forma de figuras e tabelas.

4. RESULTADOS

Os valores de peso corporal, PAS, PAD, PAM e FC, dos quatro grupos avaliados,
encontram-se na tabela 1. As PAS, PAD, PAM apresentaram-se semelhantes entre os animais
apos 80 ou 180 dias do tratamento com 6leo ou VCD. Da mesma maneira, ndo foram
observadas alteragdes na FC dos grupos de animais estudados. Ja o peso corporal das ratas
apos 80 dias do tratamento com VCD (VCD80) mostrou-se reduzido em relacdo as ratas apos
0 mesmo tempo de tratamento com o veiculo (CTL80, p<0,05). Porém, esse parametro

permaneceu semelhante entre os grupos VCD180 e CTL180.
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Tabela 1. Parametros Basais.

Grupos PC PAS PAD PAM FC
(9) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)

CTLS80 21143 13044 87+3 102+3 372+19
(n=10)

VCD80 200+3* 13042 9442 10642 35747
(n=9)

CTL180 248+8 12445 87+4 99+4 342+10
(n=8)

VCD180 241+5 13042 9242 10542 34349
(n=7)

Peso corporal (PC), pressdo arterial sistdlica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD), pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos com 80 (perimenopausa) dias apés o inicio do tratamento com 4-
vinilciclohexano diepéxido (VCD80) ou de veiculo (CTL80) e 180 (menopausa) dias apds o inicio do
tratamento com 4-vinilciclohexano diep6xido (VCD180) ou veiculo (CTL180). *P<0,05 em comparacdo com

CTL80.

A figura 7 mostra os gréaficos de alteragdo da PAM ap6s a administracdo do bloqueador
ganglionar hexametdnio. Nao houve diferenca significativa na reducdo da PAM promovida
pelo bloqueio ganglionar nas ratas ap6s 80 dias do tratamento com 6leo ou VCD (Fig. 7A).
Porém, nas ratas apos 180 dias do tratamento com VCD, o bloqueio ganglionar acentuou a
reducdo da PAM quando comparadas as ratas controle (-43,14 + 3,12 vs. -34,33 £ 2,63
mmHg, P<0,05) (Fig. 7B), sugerindo que a progressao da menopausa pode estar levando a

uma maior contribuicdo da atividade autonémica simpatica sobre a PAM.

A) B)
CTIT 80 VCD 80 CTL 180 VCD 180

-104 -104

-204 -204

-304 -304

A PAM (mmHg)
A PAM (mmHg)

-40 I -40

-50- -50- *

Figura 7. Alteracdes na pressdo arterial média (PAM) promovidas pela administracdo intravenosa de
hexameténio (25 mg/kg) em ratos com 80 dias (perimenopausa; A) ap6s o inicio do tratamento com 4-
vinilciclohexano diep6xido (VCD 80, n = 10) ou veiculo (CTL 80, n = 9) e 180 dias (menopausa; B) apds o
inicio do tratamento com 4-vinilciclohexano diepéxido (VCD 180, n = 7) ou veiculo (CTL 180, n = 9). *
P<0,05 em comparacdo com o respectivo CTL.

A figura 8 mostra as respostas reflexas da FC frente as alteracdes agudas de PAM
induzidas pela administracéo de FE (8 pg/kg) ou NPS (32 pg/kg). Mediante o aumento da
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PAM induzida pela FE, avaliamos a resposta bradicardica induzida pelo barorreflexo por
meio do indice do barorreflexo (AFC/APAM, bpm/mmHg). Os valores ndo diferiram entre as
ratas ap6s 80 dias do tratamento com VCD (VCD80) ou 6leo (CTL80) (Fig. 8A). Por outro
lado, a bradicardia reflexa induzida por FE mostrou-se reduzida nas ratas apés 180 dias do
tratamento com VCD (VCD180) (-1,35 + 0,14 bpm/mmHg), quando comparadas com o
controle (CTL180) (-2,01 + 0,24 bpm/mmHg) (P<0,05) (Fig. 8B).

A reducdo da PAM induzida pela administragio de NPS induziu uma resposta
taquicardica reflexa, que foi avaliada por meio do indice do barorreflexo. Observamos que a
sensibilidade da resposta taquicardica ja se apresentou menor no grupo VCD80 quando
comparado com seu respectivo controle (CTL80) (3,15 £ 0,29 vs. 4,12 + 0,3 bpm/mmHg,
P<0,05) (Fig. 8C). Tal resposta permaneceu reduzida no grupo VCD180 em relacédo ao grupo
CTL180 (3,00 £ 0,46 vs. 4,63 £ 0,43 bpm/mmHg, P<0,05) (Fig. 8D).
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Figura 8. indice do barorreflexo, calculado pela divisdo entre a alteracdo da frequéncia cardiaca (FC) pela
alteracdo da pressdo arterial (PA). A e B. Bradicardia reflexa induzida por injecdo em bolus (50 uL) de
fenilefrina (08 pg/kg) em ratos com 80 (perimenopausa) e 180 (menopausa) dias apds o inicio do tratamento
com 4-vinilciclohexano diepdxido (VCD80, n = 10; VCD180, n = 7) ou veiculo (CTL80, n = 9; CTL180, n =
8). C e D. Alteragdes na taquicardia reflexa (AFC/APAM, bpm/mmHg) induzida por inje¢cdo em bolus (50 pL)
de nitroprussiato de sédio (32 pg/kg) em ratos com 80 (perimenopausa) e 180 (menopausa) dias ap0s o inicio do
tratamento com 4-vinilciclohexano diepéxido (VCD80, n = 9; VCD180, n = 6) ou veiculo (CTL80, n = 9;
CTL180, n = 8). * P<0,05 em comparagdo com o respectivo CTL.



29

A avaliacdo do ganho do barorreflexo espontaneo, calculado por técnica de analise das
sequéncias a partir de alteracdes fisioldgicas da PA, esta representada na figura 9. O grupo
VCD80 (perimenopausa) apresentou ganho equivalente do barorreflexo para bradicardia
quando comparado ao controle (CTL80) (Fig. 9A). Entretanto, o grupo VCD180
(menopausa) demonstrou reducdo significativa no ganho do barorreflexo para bradicardia
quando comparado ao controle (CTL180) (1,33 = 0,09 vs 2,08 + 0,20ms/mmHg, P<0,01)
(Fig. 9B). Por sua vez, o ganho para taquicardia reflexa também ndo sofreu alteracdo
significativa no grupo VCD80 em comparagdo com CTL80 (Fig. 9C). O grupo VCD180,
entretanto, apresentou ganho reduzido do barorreflexo para taquicardia quando comparado ao
CTL180 (1,21 £ 0,11 vs.1,97 + 0,21ms/mmHg, P<0,01) (Fig. 9D).
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Figura 9. Ganho do barorreflexo espontaneo. A e B. Bradicardia reflexa calculada por meio de anélise de
sequéncias de 3 aumentos progressivos de PAS correlacionados com aumentos no IP em ratos com 80
(perimenopausa) e 180 (menopausa) dias ap6s o inicio do tratamento com 4-vinilciclohexano diepdxido
(VCD80, n = 10; VCD180, n = 8) ou veiculo (CTL80, n = 9; CTL180, n = 9). C e D. Taquicardia reflexa
calculada por meio de analise de sequéncias de 3 reducfes progressivas de PAS correlacionadas com reducdes
no IP em ratos com 80 (perimenopausa) e 180 (menopausa) dias ap0s 0 inicio do tratamento com 4-
vinilciclohexano diepoxido (VCD80, n = 10; VCD180, n = 8) ou veiculo (CTL80, n = 9; CTL180, n = 9). **
P<0,01 em comparagdo com o respectivo CTL.
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Na figura 10 estdo apresentados os resultados das variagdes na PAM e FC promovidas
pela injecdo intravenosa de KCN (200 pg/kg) para ativacdo do quimorreflexo. A resposta
pressora decorrente da ativagdo do quimioreflexo com KCN apresentou-se diminuida no
grupo VCD80 em relacdo ao seu controle (CTL80) (28,89 + 5,03 vs. 50,88 + 3,88 mmHg,
P<0,01) (Fig. 10A), porem na condi¢cdo de menopausa, esta manteve-se semelhante entres o0s
grupos CTL180 e VCD180 (Fig. 10B). As respostas bradicardicas ndo diferiram nos animais
VCD80 e VCD180 quando comparados com seus respectivos controles (Fig. 10C e 10D).
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Figura 10. Componente pressorico (A e B) e bradicérdico (C e D) produzidos pela injecdo em bolus de cianeto
de potéassio (200 pg/kg) em ratos com 80 (perimenopausa) e 180 (menopausa) dias apds o inicio do tratamento
com 4-vinilciclohexano diepdéxido (VCD 80, n = 9; VCD 180, n = 7) ou veiculo (CTL 80, n=8; CTL 180, n =
9). ** P < 0,01 em comparagdo com o respectivo CTL.

A figura 11 mostra os resultados das variagdes na PAM e FC promovidas pela injecéo
intravenosa de 5-HT (32 pg/kg) para ativacdo do reflexo de Bezold—Jarisch. As respostas
pressoras advindas da administragdo de 5-HT permaneceram inalteradas em VCD80 em
relacdo ao CTL80 (Fig. 11A). Entretanto, o grupo VCD180 apresentou maior reducdo da
PAM em relagdo ao CTL180 (-22,14 + 3,14 vs.-13,33 + 2,63 mmHg, P<0,05) (Fig. 11B). As
respostas bradicardicas decorrentes da ativacdo do reflexo de Bezold—Jarisch com 5-HT
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foram semelhantes nos animais VCD80 e VCD180 quando comparados com seus respectivos

controles (Fig. 11C e 11D).
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Figura 11. Componentes pressorico (A e B) e bradicardico (C e D) do reflexo de Bezold-Jarisch produzidos
pela injecdo em bolus de serotonina (5-HT, 32 pg/kg) em ratos com 80 (perimenopausa) e 180 (menopausa)
dias apo6s o inicio do tratamento com 4-vinilciclohexano diep6xido (VCD80, n = 10; VCD180, n = 7) ou veiculo
(CTL80, n=9; CTL180, n =9). * P<0,05 em comparacdo com o respectivo CTL.
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5. DISCUSSAO

Mulheres na fase reprodutiva sdo resistentes ao desenvolvimento da hipertenséo, porém
esta protecdo € perdida com o inicio da menopausa, sugerindo que essa mudanca na
regulacdo da PA seja devida a reducdo dos esteroides ovarianos plasméaticos (ONG et al.,
2008).

Neste estudo observamos que a PAM e a FC das ratas 80 e 180 dias ap0s a inducdo da
falha ovariana com VCD néo diferiram em relacdo aos respectivos grupos controles. Desta
forma, a hipertensdo ndo foi instalada nos periodos avaliados. Apesar de ja estabelecida a
relagdo entre menopausa e 0 aumento na incidéncia de hipertensdo em mulheres, o
tratamento com VCD por 180 dias ndo foi capaz de alterar a PAM e a FC de forma
significativa. Entretanto, considerando a capacidade do organismo de corrigir variaces
abruptas destes parametros, ainda assim a PA pode variar em niveis médios (BASELLI et al.,
1986; CERUTTI et al., 1991) e indicar um possivel comprometimento da SBR em condi¢6es
basais, 0 que poderia levar a um quadro hipertensivo através de alteracBes primérias de
outros mecanismos de controle cardiovascular (IRIGOYEN et al., 1995). Além disso, uma
diminuicdo da SBR pode incidir antes do desenvolvimento de um quadro hipertensivo
efetivo, sugerindo assim uma correlacéo entre estes eventos (BUNAG; BARRINGER, 1988).

Por outro lado, neste trabalho foi observada uma contribuicdo aparentemente maior do
sistema nervoso simpatico para a manutencao da PA nas ratas ap6s 180 dias de inducdo da
falha ovariana, avaliada por meio da eliminacdo do tono autondmico via blogueio ganglionar
com hexametdnio, que evocou maior reducdo na PAM nessas ratas quando comparadas ao
grupo CTL180. Possivelmente, esse aumento da atividade simpdtica para 0s vasos
sanguineos foi resultante da progressdo da falha ovariana, uma vez que ndo foram observados
no grupo VCD80 (perimenopausa). Em estudo feito com ratas ovariectomizadas foram
observadas reducdes na atividade simpatica dos nervos renal e esplancnico, assim como na
FC, dentro do periodo de 20 minutos apds injecdo intravenosa de estradiol quando
comparado ao controle (veiculo), apesar da PAM ndo ter alterado (HE et al., 1998). Estudo
subsequente da literatura demonstrou que a microinjecdo de E no BVLR, regido do tronco
cerebral onde estdo localizados os neur6nios pre-motores simpaticos que se projetam para a
medula espinhal, promove reducdo da atividade do nervo simpatico renal de ratas
ovariectomizadas (SALEH; CONNELL; SALEH, 2000b). Dessa forma, a redugdo desse
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horménio com o advento da menopausa pode causar um possivel desbloqueio desses
neurdnios, que por sua vez promoverdao um aumento da atividade simpética. Esse efeito a
longo prazo pode contribuir para o aumento da PA basal.

Uma atividade simpética aumentada em repouso na menopausa condiz com dados ja
descritos na literatura. Em um estudo com mulheres e homens entre 16 e 80 anos, Matsukawa
et al. (1998) demostraram que, apesar de observarem um aumento progressivo da atividade
nervosa simpatica muscular (obtida a partir de um fasciculo muscular do nervo tibial na fossa
poplitea) com o avancar da idade tanto em homens quanto em mulheres, nas mulheres esse
aumento se mostrou mais acelerado com o avanco da idade. Além disso, mulheres jovens
tiveram atividade simpatica mais baixa que homens jovens, apesar dessa diferenca ndo ter
sido observada ao compararem mulheres e homens acima de 50 anos, corroborando assim a
hipGtese de um possivel efeito protetor dos horménios ovarianos em mulheres jovens. O
mesmo estudo também obteve niveis significativamente menores de atividade nervosa
simpatica em mulheres jovens ou de meia idade na pré-menopausa em compara¢do com
mulheres de meia idade na pds-menopausa ou idosas. Czarnecka et al. (2009) também
mostraram que, em um grupo de mulheres moderadamente hipertensas e com idades entre 45
e 55 anos, houve uma correlacdo entre a idade e os niveis de noradrenalina no plasma, assim
como entre idade e os niveis de leptina plasmética. Através da analise da variabilidade
cardiaca, 0 mesmo estudo ainda mostrou atividade parassimpatica diminuida e simpatica
aumentada em mulheres na p6s-menopausa quando comparadas a mulheres em periodo de
pré-menopausa. Tollan et al. (1993) ja haviam descrito anos antes que homens tratados com
progesterona apresentaram niveis menores de norepinefrina no plasma em comparacdo com o
controle, sugerindo assim uma diminuicdo da descarga simpatica. Mais recentemente,
mulheres na pds-menopausa suplementadas com E transdérmico tiveram uma reducgdo da
atividade nervosa simpatica (VONGPATANASIN et al., 2001; WEITZ et al., 2001). Esses
resultados indicam, portanto, uma disfungdo autondmica na menopausa em decorréncia de
alteracdes nos niveis de esteroides ovarianos, podendo esta ser responsavel pela patogénese
da hipertensdo nesta condigé&o.

N&o podemos descartar que 0 nosso resultado de maior redugdo da PA ap6s o bloqueio
ganglionar pode ser devido a uma reatividade vascular adrenérgica aumentada em um tono

simpéatico comparavel (preservado). Estudos tém mostrado que o E possui influéncia na
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sensibilidade adrenérgica vascular, o que poderia explicar, pelo menos em parte, a maior
queda da PA observada apos bloqueio ganglionar e injecdo de 5-HT. Um estudo com
camundongos deficientes em receptores para estradiol do tipo B (ER- ) mostrou que
agonistas de receptores a-adrenérgicos induzem hipertensdo e resposta vasoconstritora
exagerada nestes animais, sendo que em camundongos selvagens o E atenua a vasoconstri¢cdo
através de aumento da expressdo de oxido nitrico-sintase (NOS) (ZHU et al., 2002). Outro
estudo mostrou um aumento da atividade da NOS endotelial (eNOS) induzido por estradiol
via ativacdo da proteina quinase B (Akt) (FLORIAN et al., 2004), uma importante proteina
que fosforila diversos substratos intracelulares, incluindo a eNOS (TANAKA et al., 2005).
Mais recentemente foi demonstrado que ratas ovariectomizadas e tratadas com E
apresentaram diminuicdo da vasoconstricdo simpética e da PA devido ao efeito antioxidante
do E, que aumentou a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) (CAMPOS et al., 2014).
Portanto, estresse oxidativo na menopausa em decorréncia da falta de E pode diminuir a
simpatolise funcional, evento em que a vasoconstricdo simpatica é atenuada por NO ou
outros vasodilatadores locais.

Com relacéo ao controle barorreflexo da FC, uma atenuacgéo significante da bradicardia e
da taquicardia do barorreflexo foram observadas no grupo VCD180 quando comparado ao
CTL180, tanto em resposta as drogas vasoativas (FE e NPS, respectivamente) quanto em
condicdo basal, representada pela diminuicdo do ganho do barorreflexo espontaneo.
Interessantemente, os animais VCD80 ja apresentaram taquicardia reflexa atenuada em
reposta a0 NPS no periodo de 80 dias ap6s inicio do tratamento com VCD, apesar da
bradicardia reflexa ter permanecido inalterada nesse periodo. Esses dados corroboram
estudos prévios que mostram participacdo do E no aumento do controle barorreflexo sobre a
FC e a atividade simpatica. Saleh, Connell e Saleh (2000a) mostraram que em ratos machos,
30 minutos apos a injecao de estradiol no NTS, o teste do barorreflexo com FE resultou em
resposta bradicardica aumentada acompanhada de resposta pressora atenuada. A injecdo no
NA resultou em resposta pressora inalterada e bradicardia aumentada. Ja a injecdo no BVLR
promoveu resposta pressora atenuada e bradicardia inalterada. Além disso, 0s autores
verificaram que os ratos machos injetados com estradiol no NTS, NA e BVLR apresentaram
aumento da SBR evocado por FE nos trés casos em comparacdo com o controle. Ainda no

mesmo estudo, a evocagdo do barorreflexo indicou: (1) atividade aumentada do nervo
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simpatico renal e inalterada do nervo vago apo6s injecé@o de estradiol no BVLR, (2) atividade
aumentada do nervo vago e inalterada do nervo renal apos injecdo no NA e (3) atividade
aumentada no nervo vago e diminuida no nervo renal ap6s inje¢cdo no NTS. Os autores ainda
foram além e mostraram que a administracdo simultdnea de antagonista de receptor de E
blogqueia todas as alteracdes anteriormente citadas, confirmando o papel do E na modulacéo
central do controle cardiovascular. Saleh, Connell e Saleh (2000b) também mostraram que
ratas ovariectomizadas e injetadas com estradiol na BVLR e NTS tiveram uma diminuicéo da
PA e da atividade do nervo simpatico renal, tanto em condicGes basais quanto ap6s evocagdo
com FE, além de uma queda maior da FC e atividade parassimpatica aumentada apos injecédo
de estradiol no NTS e NA seguida de evocacdo do barorreflexo com FE. Além disso, em um
estudo anterior com ratas ovariectomizadas foram observadas reducbes na atividade
simpatica dos nervos renal e esplancnico, assim como na FC, dentro do periodo de 20
minutos apds injecdo intravenosa de estradiol quando comparado ao controle (veiculo),
apesar da PAM néo ter alterado. O mesmo estudo mostrou também que o tratamento cronico
com estradiol diminuiu a resposta pressora estimulada por administracdo de FE, sugerindo
assim um aumento na SBR quando em comparagdo com o controle (HE et al., 1998). Em
2003, ratas ovareictomizadas e tratadas com estradiol cronicamente exibiram um aumento da
bradicardia reflexa em resposta a FE, porém as respostas taquicardicas ativadas por NPS
foram mantidas em niveis comparaveis ao controle (PAMIDIMUKKALA et al, 2003),
sugerindo que a auséncia do E pode, portanto, ndo necessariamente levar a uma taquicardia
reflexa aumentada. Os estudos citados aqui, em adicdo aos nossos resultados, levam a crer
que o E pode atuar facilitando a ativacdo de neurdnios do NTS e do NA, enguanto atenua a
atividade de neurdnios do BVLR, de modo que as flutuagbes neste horménio em funcgéo da
menopausa podem diminuir a SBR.

A reducdo da SBR pode produzir aumento da labilidade (variabilidade da PA a curto-
prazo) diante de diferentes atividades diarias interferindo na funcéo cardiovascular normal e
podendo até mesmo comprometer o funcionamento de diversos Orgdos em situacdes
especiais. Os achados de Eto et al., (2003) sugerem que uma labilidade elevada da pressao
sanguinea, independentemente do nivel de pressdo sanguinea media, prejudica a funcéo
endotelial pela inibicdo da producdo de NO, o que pode contribuir para o surgimento de

hipertensdo devido aumento do tonus vascular. Diversos modelos experimentais que
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desenvolvem hipertensdo possuem reducdo do controle barorreflexo, sendo que este Gltimo
pode contribuir para o surgimento e/ou comprometimento do quadro hipertensivo. Foi
verificada uma redugdo significativa do controle barorreflexo da atividade do nervo
simpéatico e da FC em ratos obesos Zucker (SCHREIHOFER et al., 2007; HUBER,;
SCHREIHOFER, 2011) e em ratos com obesidade induzida por dieta (ZHAO; MCCULLY;
BROOKS, 2012). Um estudo com ratas obesas Zucker mostrou que a reducdo do ganho do
barorreflexo ocorreu antes do desenvolvimento da hipertenséo, sugerindo que a reducéo da
SBR pode contribuir para o inicio da elevacio da PA (BUNAG; BARRINGER, 1988). Em
ratos espontaneamente hipertensos, a reducdo do barorreflexo ja é evidente em animais com
apenas 8 semanas de idade, quando comparado ao seu controle de mesma idade
(CISTERNAS et al., 2010).

Além do barorreflexo, também avaliamos o quimiorreflexo, que induz aumento da
atividade simpética (e conseqlientemente resposta pressora) mediada pela ativacao
glutamatérgica de neurdnios pré-motores simpaticos localizados no BVLR, e resposta
bradicardica mediada pelo sistema nervoso parassimpatico (BARROS et al., 2002). Nesse
sentido, a resposta pressora evocada por KCN foi atenuada durante a perimenopausa, mas
recuperou-se no estado menopausa. Essa possivel atenuacdo da atividade simpética em
resposta ao quimiorreflexo induzido ap6s 80 dias, apesar de ter sido observada apds 180 dias,
pode ja& indicar um prejuizo do NTS em estimular o BVLR em decorréncia de alteracfes nos
niveis de esteroides ovarianos e da acdo destes sobre 0 NTS.

Ja o reflexo de Bezold-Jarish envolve ativacdo do sistema nervoso parassimpatico e
concomitante inibicdo simpatica, evocando resposta bradicardica e hipotensora (CALLERA
et al., 2005). Aferéncias vindo do coracdo, em resposta a estimulacdo de receptores 5-HT3
por 5-HT, excitam neur6nios de segunda ordem do NTS via sinapses glutamatérgicas. O
NTS, através de projecbes glutamatérgicas, excita neurbnios do centro vagal e o0s
interneurénios do BVLC. O centro vagal excitado promove descarga parassimpatica sobre o
coracdo com consequente queda da FC. O BVLC, por projecdes GABAErgicas, inibe 0s
neurdnios pre-motores do BVLR, com consequente atenuacdo simpatica. Nosso estudo
mostrou que o grupo VCD180 apresentou maior queda da PAM apds administragdo de 5-HT
para ativacdo do reflexo de Bezold-Jarish, apesar da FC ter permanecido inalterada quando

comparacdo com o controle (CTL180). Esses dados corroboram a hipotese de atividade
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simpatica vasomotora aumentada para manutencdo da PA em ratas ap0s tratamento com
VCD, uma vez que a eliminacdo do ténus simpatico pelo reflexo de Bezold-Jarish promoveu
maior queda da PAM no grupo menopausado. Ndo podemos, entretanto, descartar a hipotese
de uma sensibilidade vascular adrenérgica aumentada neste grupo.

Apesar das alteracGes na regulacdo da PA, observadas ap0s a menopausa, serem
atribuidas as alteracdes hormonais em virtude da atresia natural dos foliculos ovarianos
(ERICKSON, 2000), este estudo ndo avaliou os niveis de hormoénios ovarianos no plasma
nos periodos de 80 (perimenopausa) e 180 (menopausa) dias ap6s o inicio do tratamento com
VCD; porém estudos da literatura nos dao suporte sobre os efeitos do tratamento em relagéo
aos niveis hormonais nesses periodos. Em mulheres, a menopausa inicia a partir do 12° més
de amenorreia. Os niveis de FSH comecam a aumentar no periodo final da perimenopausa
(BURGER et al. 1998), fenbmeno que pode ser atribuido a um reduzido feedback negativo
de inibina ou E sobre o eixo hipotalamo-hipofise para secrecdo de FSH. Reis et al. (2014)
observaram niveis aumentados de FSH 90 dias ap6s o inicio do tratamento com VCD em
ratas, porém ndo aos 80 dias (dados ndo publicados). Em 2014, a deplecdo folicular
observada 80 dias apds tratamento didrio com VCD (160mg/kg, i.p. por 15 dias) foi
acompanhada de reducdes significativas nos niveis circulantes de P, testosterona e
dihidrotestosterona, porém néo alterou os niveis de FSH, estradiol e costicosterona (REIS et
al., 2014). Entretanto, um estudo prévio e de longo prazo mostrou niveis aumentados de
FSH nos periodos de 120, 240 e 360 dias ap0s inicio do tratamento diario com VCD
(80mg/kg, i.p. por 30 dias), porém nenhuma diferenca significativa 60 dias ap6s inicio do
tratamento (MAYER et al., 2002). O mesmo estudo ainda observou uma progressiva
diminuicdo no nimero de foliculos pré-antrais a partir do 30° dia apés inicio do tratamento, e
de foliculos antrais a partir do 120° dia, aléem de uma total interrupgéo da ciclicidade e niveis
altamente variados de estradiol circulante nos individuos do grupo VCD apds 360 dias.
Assim, o VCD parece induzir deplecéo inicial dos foliculos primordias e primarios, sendo
que a diminuicdo do namero de foliculos secundarios e antrais ocorre posteriormente,
possivelmente devido a reducdo dos foliculos menores. Esta sequéncia de eventos, associada
a aumentos dos niveis de FSH e niveis irregulares de E, precede a consequente falha

ovariana, quando o FSH atinge niveis maximos e o E reduz.
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Dessa forma, podemos perceber que o tratamento com VCD gera uma falha ovariana que
embasa nossos achados, mas futuramente realizaremos as dosagens hormonais em nosso
proprio laboratorio para melhor caracterizar o nosso modelo de estudo. Além disso, cabe
destacar que em diversos modelos experimentais, a atenuacdo do controle barorreflexo ocorre
anteriormente a instalacdo da hipertensao, podendo o comprometido controle cardiovascular
ser de grande importancia para o desenvolvimento da hipertensdo. Por isso, ndo descartamos
a possibilidade de um aumento significativo da PA em nosso modelo experimental, quando
for avaliado um periodo superior a 180 dias do inicio do tratamento com VCD, uma vez que
ja sabemos que o barorreflexo esta comprometido. Dessa forma estudos subsequentes serdo
necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais a falha ovariana pode contribuir na

génese da hipertensdo apds a menopausa.

6. CONCLUSOES

Apds 180 dias do inicio do tratamento com VCD, a resultante falha ovariana parece estar
associada a um aumento do ténus simpatico para manutencao da PA e a um ganho reduzido
do barorreflexo espontdneo e evocado por drogas vasoativas, possivelmente devido a
variagfes nos niveis dos esteroides ovarianos com perda de seus efeitos protetores sobre
areas de controle cardiovascular no tronco cerebral. Apesar dessas alteracdes ndo terem sido
acompanhadas de mudancas nos valores basais de PAM e FC nos periodos estudados, podem

participar da patogénese da hipertensdo na menopausa.
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